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RESUMO

Durante décadas muito se ouviu sobre o HIV, principalmente sobre a falta de
uma cura para a infeccdo causada por ele, nos Ultimos anos muitas foram as
descobertas feitas, uma delas foi a presenca da proteina endégena APOBC3G
(hA3G) que tem papel importante na protecao das células hospedeiras contra o
virus. O presente trabalho teve como objetivo expor e analisar as descobertas
recentes sobre a relacdo entre a proteina APOBEC3G e sua acdo protetora
contra a infeccdo pelo HIV assim como possiveis usos dela na terapia
antirretroviral. Para isso foram realizadas pesquisas em livros e nas principais
bases de dados como: Lilacs, Pubmed, Scielo e Google académico, utilizando o
filtro de 2002 até 2015, procurando explorar pesquisas recentes nas linguas
inglesa e portuguesa. Foi descoberto que o HIV-1 tem um método de degradar
a hA3G, a proteina Vif. A proteina UBA 2 também se mostrou importante, ja que
guando associada com a hA3G a torna mais estavel e diminui sua degradacéo
pela Vif. Também tém relevancia a utilizacdo de pequenas particulas MM-1 e
MM-2 que tém a capacidade de aumentar os niveis da APOBEC3G. Esses dados
mostraram como a exploracdo da relacdo Vif-hA3G é um caminho importante
para o desenvolvimento de melhores tratamentos e até mesmo a cura dessa
doenca tao estigmatizante mesmo nos dias atuais.

Palavras-chave: Infec¢cbes por HIV. Proteinas do virus da imunodeficiéncia
humana. Terapia antiretroviral de alta atividade. HIV-1.
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ABSTRACT

For decades HIV has been extensively studied, especially due to the lack of a
cure for it. In recent years there have been many discoverie, one of which was
the presence of endogenous protein APOBC3G (hA3G) that plays an important
role in protecting host cells against the virus. This study aimed to expose and
analyze the recent findings on the relationship between the APOBEC3G protein
and its protective effect against HIV infection as well as possible it uses in
antiretroviral therapy. For this, we carried out research in books and in major
databases such as Lilacs, Pubmed, Scielo and Google Scholar, using the filter
from 2002 to 2015, seeking to exploit recent research in English and Portuguese.
It was found that HIV-1 is a degradation method of hA3G, the Vif protein. The
UBA 2 protein was also important, as when associated with hA3G makes it more
stable and reduces its degradation by Vif. There is also a little relevance in the
use of MM-1 to MM-2 particles that have the ability to increase the levels of
APOBECS3G. These data show how the exploitation of Vif-hA3G relationship is
an important way to develop better treatments and even a cure of this disease so
stigmatized even today.

Keywords: HIV infection. Proteins of human immunodeficiency virus.
Antiretroviral therapy of high activity. HIV-1.
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1 INTRODUCAO

Os primeiros casos de infeccéo por HIV foram descobertos entre 1977 e
1978 na Africa Central, EUA e Haiti, porem s6 receberam o nome de AIDS em
1982, quando a nova sindrome foi classificada. O primeiro caso relatado no
Brasil foi em 1980. (OMS, 2012)

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2012) estima que existam cerca
de 35,3 milhdes de pessoas (adultos e criancas) infectadas pelo virus no mundo,
sendo que a maior parte esta concentrada na regido da Africa Subsaariana. Em
2012 1,6 milhdes de pessoas morreram de AIDS, sendo que 210.000 dessas

pessoas eram criancas com menos de 15 anos.

No Brasil, em 2012, foram notificados 39.185 casos de AIDS. Esse valor
vem se mantendo estavel nos ultimos 5 anos. A taxa de incidéncia nacional foi
de 20,2 casos para cada 100.000 habitantes. A maior taxa de deteccao foi
observada na Regido Sul, 30,9/100.000 habitantes, seguida pela Regido Norte
(21,0), Regido Sudeste (20,1), Regido Centro-Oeste (19,5), e Regido Nordeste
(14,8). (MS, 2013)

Foram declarados, em 2012, 11.896 obitos por AIDS no Brasil, que
corresponde a um coeficiente de mortalidade por AIDS de 5,5/100.000
habitantes. Observa-se uma reducéo de 14% na taxa de mortalidade no Brasil
nos ultimos 10 anos. (MS, 2013)

O HIV (virus da imunodeficiéncia humana) € o causador da AIDS, e ataca
o sistema imunoldgico infectando macréfagos, células dendriticas e linfocitos T
CD4. O virus se liga a célula hospedeira a partir da afinidade de suas proteinas
de membrana gp120 e gp41 (Figura 1) pelo CD4, porém s6 isso nao é suficiente
para a infeccdo da célula, € preciso que ocorra a expressao de correceptores
presentes nas células T e macréfagos que sao, respectivamente, CXCR4 e
CCRS5 (ABBAS, 2008; KINDT; GOLDSBY; OSBORNE, 2008).



Figura 1: Representacado da conformacéo do HIV.
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Fonte: (ABBAS, 2008)
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Essa ligagdo permite a entrada do genoma viral no citoplasma da célula,

onde ocorrera a sintese do DNA viral mediada pela transcriptase reversa,

gerando a integracdo do DNA viral no genoma celular. A célula sofre acéo de

uma citocina que ativa a transcricdo do genoma do HIV e o transporte do RNA

emendado e ndo emendado para o citoplasma, onde ocorrerd a montagem da

estrutura central do virus. A expressdo de gp120 e gp4l na superficie celular

permite o brotamento do virus maduro (Figura 2) (ABBAS, 2008; KINDT;

GOLDSBY; OSBORNE, 2008).
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Figura 2: Ciclo da replicagéo viral
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Fonte: (ABBAS, 2008)

Para “driblar” a infeccdo pelo virus, a imunidade adaptativa age contra
0s antigenos virais permitindo a ativacdo de células TCD8+ que vao exercer
citotoxicidade pelo reconhecimento de antigenos virais via MHC classe | nas
células alvo, e consequente liberacdo de granzima e de perforinas com lise das
células infectadas e também dos virus. Durante a resposta imune adaptativa ha
também ativacdo das células TCD4+, que vao colaborar com as células B na
producao de anticorpos (MACHADO, 2004)

Os anticorpos antivirais atuam principalmente como moléculas
neutralizantes, para evitar a interacdo do virus com a célula do hospedeiro.
Esses anticorpos neutralizantes se ligam ao envelope viral ou a antigenos do
capsideo, e também participam no controle da infeccdo viral por opsonizagéo e
por ativacdo do sistema complemento. Entretanto, as atividades dos anticorpos
ocorrem somente na fase extracelular do ciclo viral (ABBAS et al., 2008).
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Além disso, quando ha a entrada do virus na célula, ocorre reducédo de
células T CD4 no organismo, por trés mecanismos. O primeiro é de que ha a
morte direta das células infectadas pelo virus; o segundo de que ha um aumento
da susceptibilidade do organismo; e o terceiro, a morte de células T CDA4.
Adicionalmente, estas células também podem ser destruidas pela citotoxicidade
mediada pela célula T CD8 (JANEWAY et al., 2002).

Quando os niveis de T CD4 ficam abaixo de um nivel critico, o corpo
humano tem a imunidade celular comprometida, assim como diminuicdo nos
niveis de citocinas. A partir disso, é que aparecem 0s sintomas mais variados,
como febre, sudorese noturna, diarreia e perda de peso, abrindo caminho para
doencas oportunistas, causada por Candida albicans e Mycobacterium
tuberculosis (JANEWAY et al., 2002).

Um mecanismo de defesa natural do organismo ao HIV é a proteina
APOBEC3G (hA3G), presente em linfocitos T CD4 e macrofagos. Ela
pertence a familia da citidina desaminase celular, sendo a mais importante.
Na fase tardia do ciclo de vida viral a hA3G é encapsulada em particulas virais
por meio da interacdo com a proteina viral Gag (sabe-se que a regido N-
terminal da hA3G tem papel essencial na atividade antirretroviral). Uma vez
que o virus infecta uma nova célula o RNA viral sera transcrito em cDNA antes
de interagir com o DNA hospedeiro, em presenca de hA3G esse cDNA sofre
mutacdes que criam cédons de parada que € eliminado pelos mecanismos de
reparacdo do DNA hospedeiro (HARRIS et al., 2003; ZHANG et al., 2003;
NEOGI et al., 2013).

O virus, por sua vez, tem um mecanismo de defesa contra a hA3G, a
proteina viral Vif, presente em HIV tipo 1, ela interage com a hA3G
citoplasmatica como parte do complexo Vif-Cul5-SCF, resultando na
ubiquitinacdo e degradacédo da hA3G (MA et al., 2013; YU et al., 2003).

Esses entre outros mecanismos serdo essenciais para possiveis
descobertas em prol da melhora no tratamento, prevencgéao e, talvez, a cura
da AIDS.
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2 OBJETIVO

Expor as descobertas sobre a relacédo entre a proteina APOBEC3G e
sua acao protetora contra a infeccédo pelo HIV assim como suas possiveis

utilizagbes na terapia antirretroviral.
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3 METODOS

Foram realizadas pesquisas em livros e nas principais bases de dados
como: Lilacs, PubMed e Google Académico, utilizando o filtro de 2002 até 2015,
procurando explorar pesquisas recentes nas linguas inglesa e portuguesa,
dando preferéncia a artigos experimentais.

Os termos usados para a busca foram: APOBEC3G, Vif complex, Vif-
Cul5-SFC complex, HIV-APO, HIV-Vif.
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4 Desenvolvimento

4.1, Proteina APOBEC3G

Cerca de 5% dos pacientes ha muito tempo infectados pelo HIV e sem
nenhum tipo de tratamento n&o demonstram nenhum sinal da infecgé&o, inclusive
mantendo altos niveis de CD4 e baixos de HIV. Um possivel mecanismo para
explicar esse cenario seria a APOBEC3G (hA3G) (apolipoprotein B-editing
catalitic polypeptide 3G) (JIN et al., 2005) que € uma proteina, presente em
células T e macrdfagos, com funcdo antirretroviral, tendo papel inibidor na
replicacdo do HIV, na transcriptase reversa e integracdo do DNA viral
(VAZQUEZ-PEREZ et al., 2009).

Jin et. al. (2005) também citaram que a APOBEC3G (hA3G) é um fator
de acolhimento que confere resisténcia a infeccbes por lentivirus sob condicbes
experimentais. O HIV tipo 1 (HIV-1), no entanto, produz fator de infecciosidade
viral (Vif) que tem como alvo hA3G para a protedlise, escapando, assim, desse

sistema de defesa.

Outro sistema que inibe a hA3G é a presenca de NGF (fator de
crescimento do nervo) que estimula a replicagcdo viral em macroéfagos causando
uma regulacéo negativa de hA3G (RODRIGUES, 2009).

A atividade da citidina desaminase da hA3G catalisa a troca, in vivo, de
Guanina (G) para Adenina (A). Essas mutacdes no gene viral causam a
producdo de sequéncias letais de stop codons (cdédons de parada) no material
genético viral, por isso a hA3G tem uma capacidade de reduzir a producdo de

DNA viral em células recém infectadas (GUO et. al., 2007).

Um estudo de Nova York demonstrou pela primeira vez uma relacéo
entre os niveis de hA3G mRNA, a carga viral de HIV e a contagem de células
CD4, ambos marcadores da progresséo da infeccdo em pacientes sem nenhum
tipo de tratamento. Durante os experimentos foi constatado que existe uma
correlacdo diretamente proporcional entre os niveis de hA3G mRNA (também
conhecida como CEM 15) e a contagem de células CD4. Ja a relacdo entre
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namero de coOpias virais e nivel de hA3G é inversamente proporcional (Figura 3)

(JIN et al., 2005).

Figura 3: Comparacdao entre as quantidades de mRNA de hA3G, carga viral e contagem

de CD4.
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Legenda: De acordo com os graficos acima nota-se que quanto maior os niveis de hA3G
menor sao 0s niveis de cépias virais e maior o nivel da contagem de CDA4.
Viral load (carga viral), CEM 15 mRNA level (nivel de hA3G mRNA), CD4 count (contagem

de CD4)
Fonte: (JIN et al, 2005)

Interessantemente, foi visto que em pacientes infectados ha muito

tempo, mas sem manifestar nenhum sintoma (pacientes LTNP — long-term

nonprogressors, pacientes ha muito tempo infectados e sem tratamento, mas

sem apresentar sintomas) ha um nivel de hA3G mRNA significativamente mais

alto que em pacientes nao infectados e nos pacientes com sintomas (JIN et al.,

2005). Isso foi confirmado mais recentemente por Kourteva et al. (2012) como

vemos no grafico a segquir.



22

Grafico 1: Relacdo entre coOpias de hA3G e pacientes LTNP e NC (pacientes
infectados e com sintomas).
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Legenda: O grafico mostra que em pacientes LTNP o numero de cépias de hA3G é
muito superior ao de pacientes NC, vale destacar que NC também tem hA3G.

Fonte: (KOURTEVA et al.., 2012).

7

A menor taxa de progressdo da doenca em pacientes LTNP é
provavelmente multifatorial, porém o estudo mostra que aumentar a expressao
do gene hA3G pode proporcionar uma vantagem no futuro, acumulando
mutacdes no genoma do HIV até o ponto em que ele estard tdo debilitado que

isso ira suprimir a viremia (JIN et al., 2005).

Outra pesquisa mediu a expressdo de hA3G mRNA em individuos
soronegativos expostos ao HIV (ES), controles saudaveis (HC — healthy control),
pacientes infectados, mas com baixa carga viral por no minimo 3 anos (LVL —
low viral load) e pacientes infectados em diferentes estagios da doenca (HIV+) e
viu-se que néo existe uma diferenca relevante dos niveis de hA3G mRNA entre
pacientes ES e LVL, porém guando comparados ao grupo HC e HIV+ esses
niveis sdo significativamente mais elevados (Grafico 2) (VAZQUEZ-PEREZ et
al., 2009).
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Grafico 2: Expresséo de hA3G em pacientes HC, ES e LVL.
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Fonte: (VAZQUEZ-PEREZ et al., 2009)

O valor similar de expresséo de hA3G entre pacientes ES e LVL sugere
gue esses individuos podem regular a hA3G de maneira similar. Em pacientes
HIV+ foi visto que existe uma relacdo positiva entre expressao de hA3G e a
contagem de células CD4 no sangue (VAZQUEZ-PEREZ et al., 2009).

Comparando a expressao de hA3G e a carga viral dos pacientes LVL e
HIV+ vemos que existe uma correlacdo negativa, como mostra a figura 4
(VAZQUEZ-PEREZ et al., 2009; KOURTEVA et al., 2012).

Figura 4: Comparacgao entre os niveis de carga viral e expressdo de hA3G
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Fonte: (VAZOUEZ-PEREZ et al.. 2009)
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Dados similares também foram relatados em estudos de outros
pesquisadores como Jin et al. (2007) Ulenga et al. (2008) e Kourteva et al.
(2012).

Para saber se a alta expressdo de hA3G mRNA em pacientes ES é
constitutiva ou resultado da exposi¢ao aos antigenos do HIV os pesquisadores
mediram a expressédo de hA3G em 12 individuos ES no momento em que seus
parceiros foram diagnosticados e ap6s um ano, em todos 0s pacientes 0s niveis
de hA3G diminuiu chegando aos mesmos niveis dos controles saudaveis como
mostra a figura 5 a seguir (VAZQUEZ-PEREZ et al., 2009).

Figura 5: Progressdo de expressdao de hA3G em pacientes soronegativos
expostos e controle apés um ano de estudo.
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Fonte: (VAZQUEZ-PEREZ et al., 2009)

Essa queda nos niveis de hA3G depois de um ano pode estar
relacionada com o tratamento da infeccdo nos parceiros HIV+, diminuindo a
exposicdo a expressdo de hA3G também diminui, o que daria suporte a teoria
de JIN et al. (2005) de que a expressao de hA3G mRNA esta relacionada com a

exposicao aos antigenos virais.

Na pesquisa de Kourteva et al. (2012) foi demonstrado que individuos
expostos ao HIV tém uma expressao de hA3G mRNA aumentada, como pode-
se ver no nivel de expressdo em pacientes ES e na relagdo positiva entre
contagem de células CD4 e niveis de expressdo de hA3G mRNA. Uma vez que
0 virus sobrepde o sistema imunolégico do paciente a expressao de hA3G mRNA

€ guase totalmente suprimida, como é visto através da relacdo negativa entre
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viremia e niveis de hA3G mRNA e pela baixa expressao da hA3G em pacientes
HIV+.

Kourteva et. al. (2012) avaliou a relacdo dos niveis plasmaticos de RNA
do HIV-1 com provirus, expressao de hA3G e hipermutacao para saber se uma
hipermutacdo na hA3G expressa teria alguma influéncia no controle espontaneo
da viremia. Foi visto que a carga proviral é forte e significativamente
correlacionada diretamente com os niveis virais plasmaticos (gréafico 3), ja o nivel
de hA3G mRNA ¢ inversamente correlacionado com os niveis plasmaticos de

HIV-1, o que sustenta as descobertas de JIN et al. (2005).

Grafico 3: Relacéo entre copias de provirus de HIV e copias de hA3G.
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Fonte: (KOURTEVA et. al., 2012)

No mesmo estudo (KOURTEVA et al., 2012) foi visto que em pacientes
LTNP o nivel de mutacao na Vif (proteina viral que degrada a hA3G) origina uma
guantidade menor de cépias virais, 0 mesmo nao foi visto em pacientes
infectados e com sintomas, o0 que pode dar comeco a discussdes sobre como
podemos interferir nessa proteina especifica para dar origem a tratamentos mais

eficazes.

De acordo com Ma e colaboradores (2013), foi necessario realizar um
estudo que explicasse a interacdo da hA3G recém-sintetizada com os lipidios
presente na membrana celular, agindo como percursor da maturacdo do

complexo HMM hA3G (complexo ribonucleico), importante fonte que permite a
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encapsidacdo da hA3G no virus. Além disso, analisaram as mutacdes presentes

na proteina e como elas interferem nesse processo.

Utilizando células H9 e células T que expressavam hA3G enddgena,
iniciou-se um processo de centrifugacdo de ambas as células, permitindo como
resultado a formacéo de trés moléculas: LMM (complexo ribonucleico de baixa
massa molecular - solavel); HMM (complexo ribonucleico de alta massa
molecular); e RA LMM (complexo ribonucleico associado a lipid rafts — insolavel)
(MA et al., 2013).

Como parte do processo todas essas formas foram marcadas com

fluorocromo contendo hA3G e analisadas por autorradiografia.

Grafico 4: Quantidade de hA3G em cada uma das formas determinadas por
autorradiografia.
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Fonte: (MA et al., 2013)

Durante os primeiros 30 minutos, apesar de ocorrer diminuicdo de hA3G
na molécula LMM houve um aumento de hA3G na molécula RA LMM, concluindo
um movimento rapido da hA3G recém-sintetizada aos lipideos rafts (Grafico 4)
(MA et al., 2013).

Através dessa informacao sugere-se que RA LMM age como percursor do

complexo HMM hA3G, ou seja, representa a maioria das hA3G recém-
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sintetizadas e assim permite a entrada e 0 empacotamento desta no virus para

exercer sua funcéo protetora (MA et al., 2013).

Quando ocorre perda de aminoacidos na regido 1-156 da hA3G, ela falha
na formacédo da RA LMM e, portanto, na maturacdo do complexo HMM. Além
disso, se houver perda da regido C-terminal ndo permite também a sua
incorporacdo na regido Gag, ndo permitindo sua incorporagdo no virus e
protecéo ao organismo. Portanto a RA LMM possui um papel fundamental na
acao da hA3G, ja que ela é fonte celular da proteina ser encapsulada no virus
(MA et al., 2013).

Outro importante resultado foi que a mutagao na regiao Y124A da hA3G
possibilita a ligacdo da proteina a regido Gag, porém ndo permite a sua
incorporacdo no virus, sendo expressa ao mesmo nivel que a hA3G sem
mutacdo. Além disso, ela reduz a quantidade de RA LMM expresso e, portanto,
do complexo HMM também (MA et al., 2013).

Khan et. al. (2008) sugerem que a impossibilidade do mutante em ser
empacotado no virus e exercer funcéo protetora ao organismo, esta associada

a falha da associacéo aos lipideos rafts e formacéo do complexo HMM.

Em um estudo mais recente de De Pasquale et. al. (2013), foram medidos
0s niveis de prévirus e hA3G em células T CD4 in vivo, em que niveis baixos de
prévirus indicavam um controle espontaneo da infeccdo. Foram quantificados os
niveis de prévirus em subtipos de células T CD4 em pacientes que controlam a
infeccdo espontaneamente e em pacientes que usam antirretrovirais, mas nao
controlam a infeccdo e viu-se que os primeiros tém niveis mais baixos de
prévirus, paralelamente junto com os baixos niveis de prévirus tinham-se altas
concentracfes de hA3G, nos levando a considerar que existe uma relacao
inversa entre niveis de provirus e hA3G (Grafico 5). Isso nos indica um caminho
de pesquisa onde ao descobrir como esses pacientes sao capazes de controlar
a infeccdo sem qualquer suporte quimico podemos desenvolver um melhor

tratamento para aqueles que nao tém a mesma capacidade.

Grafico 5: Comparacgdao entre niveis de provirus (A) e de hA3G (B).
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Fonte: (DE PASQUALE et al., 2013)

Nesse mesmo estudo foi visto que pacientes sob tratamento antirretroviral
(AS) e que suprimiam a replicacdo viral tinham niveis virais mais baixos que
pacientes “controladores da viremia” (VC). Os niveis de provirus foi
significativamente mais baixo em células T CD4 de memoria central (Tcm)
provenientes de VC do que de AS, assim como células T CD4 de memodria

efetora (Tem) de pacientes VC tinham menos provirus que a dos pacientes AS.
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Os niveis de hA3G eram mais elevados tanto em Tcm e Tem de pacientes VC
(Gréfico A e B) (DE PASQUALE et al., 2013).

Esses dados nos mostram que a habilidade da hA3G em proteger as
células hospedeiras existe sim, sendo decisiva para o controle da infeccdo em

pacientes que ndo usam medicamentos para controlar a doenca.

Para tentar explicar porque os niveis de hA3G era maior em pacientes VC
0s pesquisadores pensaram que talvez esse aumento se devia a ativacao
celular. Sabe-se que a ativacéo celular precede cada estagio da diferenciacao
das células T, assim De Pasquale et al. (2013) testaram se ativando diretamente
receptores de célula T em todos os T CD4 de pacientes infectados por HIV-1 os
niveis de hA3G (proteina e RNA) aumentariam, o que realmente aconteceu. No
gréafico 6 abaixo podemos ver como os niveis de hA3G aumentam de acordo com

0 estagio de ativacdo da célula T.

Gréfico 6: Niveis de hA3G RNA em diferentes subtipos de linfécitos T CDA4.
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Legenda: Quanto mais ativada a célula T, maior os niveis de hA3G, logo, em Tem h&

mais hA3G que em naive e Tcm.
Fonte: (DE PASQUALE et al., 2013).

E interessante ressaltar que prévirus provenientes de Tcm tem uma
atividade infecciosa maior que provirus de Tem (gréafico 7), relacionando esse

dado com o gréafico 6, vemos que células Tem apresentam maior quantidade de
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RNA hA3G e proteina hA3G, o que nos leva a conclusdo que a sua presenca
interfere na infectividade do prévirus do HIV-1.

Grafico 7: Infectividade de virus liberados por células Tcm e Tem.
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Legenda: Em virus liberado de célula Tem ha menor atividade infecciosa que virus

liberado de célula Tcm.

Fonte: (DE PASQUALE et al., 2013)
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4.1.1. Complexo VIF-Cul5-SCF

O vif é um gene presente na maioria dos Lentivirus, virus com longo
periodo de incubacéo associados a doencas imunossupressoras e neuroldgicas,
responsavel pela replicacéo viral e pela patogenicidade in vivo. Na sua auséncia
os virus de HIV-1 produzidos por linfocitos T primario e algumas linhagens de
células T séo defeituosos e ndo tém acao infecciosa. Estudos mostram que a Vif
tem acgao supressora sobre a hA3G, impedindo sua agéo anti-HIV-1 (YU et al.,
2003).

Para precipitar com eficiéncia a proteina Vif a partir de células infectadas
e consequentemente identificar as proteinas celulares que pudessem interagir
com ela, Xianghui et al. identificaram trés proteinas foram identificadas como
cullin-5 (Cul5), elonguinas B e C e Rbx-1 (YU et al., 2003).

Figura 6: Eletroforese em gel de poliacrilamida mostrando as proteinas Cul5, Vif-

HA, Elonguina B e Elonguina C.
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Fonte: (YU et al., 2003)
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Os resultados mostram que existe uma interacdo entre a Vif, as
Elonguinas B e C e a Cul5, sugerindo que talvez uma alteragdo em alguma
dessas partes pode alterar a funcao da Vif como um todo.

Quando uma sequéncia mutada SLQ—AAA (onde A é Ala; L, Leu; Q,
GIn; e S, Ser) foi introduzida na sequéncia altamente conservada da Vif (SLQXLA
— X sendo qualquer aminoé&cido) a interacdo entre HIV-1 Vif e Cul5-elongin B-
elongin C diminuiu significativamente (Figura 7) (YU et al., 2003).

Figura 7: Redugao da interacao entre VifASLQ com Cul5-SCF
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Legenda: Diminuicdo da interacdo das proteinas quando adicionada uma
sequéncia mutada na Vif.

Fonte: (YU et al., 2003)

Esses resultados indicam que HIV-1 Vif interage com Cul5, elongin B,
elongin C e Rbx-1 para formar um complexo parecido com o complexo Skpl-
cullin-F box (SCF) ou, mais precisamente, um complexo VHL-Elongin C-Elongin
B-like. Esses complexos representam uma das maiores familias de ubiquitina-
proteinas ligases, gerando a ubiquitinacdo de uma ampla gama de proteinas
envolvidas na regulacéo do ciclo celular, sinal de traducéo, transcricéo, e outros

processos celulares (YU et al., 2003).

Esse complexo é responsavel por degradar a hA3G, sendo entdo um
mecanismo de evasao as defesas naturais do organismo hospedeiro contra a

replicacédo do HIV, otimizando assim a infecgéo.
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Figura 8: Esquematizacdo do complexo SCF.
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Fonte: (YU et al., 2003)

Rbx1 é um componente do complexo SCF e sua superexpressao pode
interferir na funcdo do complexo e comprometer a habilidade da Vif em impedir
a atividade antiviral da hA3G, assim 0s pesquisadores pensaram que a
superexpressao de Rbx1 deveria reduzir a infeccdo por HIV-1 na presenca de
hA3G, os resultados mostraram que a atividade infecciosa reduziu cerca de 75%

nessas condicdes (figura 9) (YU et al., 2003).

Figura 9: Grafico da superexpressao de Rbx1
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Legenda: Quando ha superexpressédo de Rbx1 existe uma diminuigdo da atividade
infecciosa viral em cerca de 75%.

Fonte: (YU et al., 2003)

A Rbxl vem sendo mostrada em associacdo com varios complexos
Cullin SCF, toda a familia Cullin é modificada pela molécula Nedd8, a atividade

infecciosa do HIV-1 foi significativamente reduzida quando o Nedd8
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(pCul5ANedd8) ou a Rbx1 (pCul5ARbx1) foram coexpressadas com HIV-1 em
células 293T/APOBEC3G (YU et al., 2003).

Esses dados mostram que a presenca de hA3G € essencial para
qualquer tipo de acao anti-HIV. Mariani et al. (2003) e Yu et al. (2003) concordam
gue apenas a interacdo da Vif com a hA3G, sem interacdo com Cul5-elongin B-
elongin C, ndo é capaz de suprimir a atividade da hA3G.

O efeito da Vif na estabilidade da hA3G também foi avaliado, os
experimentos indicaram que HIV-1 Vif induz rapida degradacéo da hA3G (YU et
al., 2003).

De Pasquale e colaboradores (2013) sugerem que existam subtipos de

Vif que induzam mais ou menos degradacdo de hA3G.

O tratamento com proteossomo inibidor MG132 aumentou
significativamente os niveis de hA3G mesmo na presenca de Vif. Cul5 mutados
que blogueiam a funcéo da Vif também inibem a degradacdo da hA3G mediada
por Vif, resultando em niveis de hA3G parecidos tanto na auséncia quanto na
presenca de Vif (Figura 10) (YU et al., 2003).

Figura 10: Inibicdo por Cul5 na degradacéo de hA3G induzida por Vif.
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Legenda: Em tratamento com proteossomo ocorre aumento dos niveis de hA3G mesmo
em presenca da Vif.

Fonte: (YU et al., 2003)
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No meio de todas essas dependéncias e relacdes intrincadas de
funcionamento é possivel perceber uma constante, qualquer tipo de tratamento
contra a replicagcéo ou infeccao deve ser manejado a partir da presenca de hA3G,
mesmo introduzindo elementos transgénicos capazes de interferir na acao
degradadora da Vif é preciso que a célula hospedeira expresse APOBEC3G em
sua superficie para que o bloqueio do ciclo viral aconteca, iSso nos mostra a
importancia do estudo aprofundado dessa proteina.

De Pasquale et al. (2013) sugerem também que quanto mais hA3G
expressa em pacientes Vif-positivo, melhor sera bloqueada a formacédo de
provirus na proxima célula alvo, como se o efeito da hA3G fosse de alguma

maneira acumulativo.

Mercenne et. al. (2010), ainda indicaram que a ligagao do Vif a regidao 5’
do RNAmM da hA3G, é crucial a funcao do Vif na desregulacédo da traducéo da
proteina hA3G.

O experimento teve como propésito analisar a ligacao do Vif as regides 3’
e 5" do RNAm da proteina hA3G, e sua ligagdo ao RNA do HIV-1. Obteve-se alta
afinidade de ligacdo entre o Vif e a regidao 3' do RNAm da proteina, enquanto
que na regiao 5’ nao foi tdo alto. Essa afinidade € crucial para a funcéo do Vif
em desregular a formacéo da proteina que tem funcéo protetora ao organismo
contra o virus da imunodeficiéncia humana. E no virus o Vif se liga com maior
afinidade na regido 5° (MERCENNE et al., 2010).

Ainda no experimento, permitiram que ocorresse a mutagcdo do Vif na
regido AALA e observou-se pouca diferenca na preferéncia de ligacdo por cada
regido. Porém percebeu-se uma sutil preferéncia em se ligar a regido 3’ do que
na regiao 5’ do HIV-1, e preferiu a regido 3’ do que a 5 do RNA da proteina
hA3G, mas h4 uma diferenca de estabilidade nessa ligagdo que é menor no Vif
mutado do que no Vif original (MERCENNE et al., 2010).

Com esses dados, percebe-se uma maior afinidade de ligacédo desse

gene pelo RNA do virus do que pela propria hA3G, e também hé a ndo traducéo,
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ou seja, formacéo da proteina, concluindo que apesar de sua funcao protetora,
ainda ndo é o suficiente para combater ou eliminar a carga viral, ja que ndo

apresenta tamanha afinidade de ligacdo ao gene viral (MERCENNE et al., 2010).
Além do mais, se o gene sofrer mutacdes essa afinidade provavelmente

sera menor ainda, portanto, diminui as chances de esperar por uma alternativa
terapéutica dependente desta proteina (MERCENNE et al., 2010).

42. MM-1e MM-2
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Matsui et al. (2014) realizaram um estudo sobre possiveis moléculas
pequenas capazes de inibir a degradacao da hA3G pela Vif e descreveram duas
novas moléculas que elevam os niveis da hA3G na presenca de Vif e inibiam a

replicacédo viral, a essas moléculas deram o nome de MM-1 e MM-2.

Para confirmar o efeito dessas moléculas sobre a hA3G foi feita analise
em imunoblotting e medi¢des da intensidade de fluorescéncia vinda da hA3G. A
Vif causa reducédo da fluorescéncia, mas quando tratado com MM-1 e MM-2 a
intensidade da fluorescéncia € recuperada, a analise de imunoblotting mostrou
que na presenca das duas novas moléculas recupera significativamente os
niveis proteicos de hA3G e recupera a sensibilidade do virus a ela como mostra
o grafico 8 (MATSUI et al., 2014).

Grafico 8: MM-1 e MM-2 dificultam a infectividade viral na presenca de hA3G e Vif.
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Fonte: (MATSUI et. al., 2014)

No decorrer do estudo surgiu a duvida se os efeitos da MM-1 e MM-2
seriam dependentes da interacdo hA3G-Vif e foi visto que o tratamento com
essas moléculas parece aumentar os niveis de hA3G tanto na auséncia quanto

na presenca de Vif, porém o efeito foi melhor na presenca da Vif, o que ndo exclui
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a possibilidade de que essas moléculas séo efetivas também na auséncia de Vif
(MATSUI et al., 2014).

Para determinar em qual etapa as duas novas moléculas interferem
Matsui et al. (2014) fizeram trés diferentes experimentos na presenca e auséncia
dessas moléculas: 1 — ligacdo entre hA3G e Vif, 2- ubiquitinacdo da hA3G pela
Vif e 3 — inibigdo da atividade proteossomal. Os resultados foram: 1- nenhuma
das duas moléculas pareceu inibir a ligacéo, 2 — os estudos sugerem que MM-1
e MM-2 nao inibem a ubiquitinacdo mediada pela Vif da hA3G e 3 — a adicéo

dessas moléculas ndo comprometeu a atividade proteossomal.

Embora néo fique claro em qual etapa a MM-1 e MM-2 interfiram para
contribuir para o0 aumento dos niveis de hA3G, € evidente que elas sdo um objeto
de estudo importante para o desenvolvimento de drogas mais eficazes anti-HIV,
sendo que as atuais nao eliminam os provirus integrados e devem ser

administradas durante toda a vida.

E importante destacar que essas pequenas moléculas para funcionarem
precisam de uma concentracdo especifica e essa concentracdo esta muito
proxima aos niveis citotoxicos (MATSUI et al., 2014) o que torna improvavel que
essas moléculas se tornem farmacos diretamente, € mais provavel que

moléculas derivadas sejam desenvolvidas (Figura 11).
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Figura 11: Gréficos da relacdo entre a concentragdo de MM-1 e MM-2 e a
viabilidade celular relativa.
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4.3. APOBEC3G-UBA2

A ubiquitina associada a dominio 2 (UBA2) tem normalmente 45
aminoécidos que se ligam especificamente tanto a mono- quanto a poliubiquitina.
Sua estrutura sugere que o dominio UBA2 pode estar relacionado com mdltiplas
funcdes como: ubiquitinacdo protéica, reparo a exposicdo a UV e sinalizacéo
celular (LI et al., 2008).

Os resultados da pesquisa de Li et al. (2008) mostram que a fusdo entre
hA3G e UBA2 é mais resistente a degradacdo da hA3G mediada por Vif. Para
testar se a UBA2 consegue estabilizar a hA3G foram usadas 3 formas da
proteina, a UBA2 inserida no C-terminal da hA3G, apenas a hA3G e a fusao de
L392A UBA2 (mutacdo incapaz de promover estabilizacdo de proteinas) + hA3G

gue foi usada como controle (Figura 12) (LI et al., 2008).

Figura 12: Esquema dos plasmideos produzidos.
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Fonte: (LI et al., 2008)

Durante os experimentos foi constatado que a jungéo entre hA3G-UBA2
€ mais eficaz contra os efeitos da Vif do que apenas a hA3G e a fusdo hA3G-
UBA2 mutada (LI et al., 2008).

LI et. al. (2008) sugerem que a UBA2 tém a habilidade de sequestrar

cadeias de poliubiquitina, responsavel por quebrar a hA3G, impedindo assim a
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degradacdo da hA3G promovida pela Vif, porém ressalta que uma

superproducao de poliubiquitina anularia a fungcédo da UBA2 na juncéo.

A UBA2 além de estabilizar a hA3G impedindo sua degradacéao pela Vif
também suprime de maneira mais significante a atividade infecciosa dos virus
formados por células que expressam hA3G-UBA2 (Figura 13 a, b) (LI et al.,
2008).

Figura 13: Fuséo entre UBA2 e hA3G promove diminui¢do da atividade infecciosa
viral.
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Legenda: A atividade infecciosa de virus formados em células U é reduzida em
comparacgao com os virus liberados de C, E e M.
C — controle, E — hA3G, U — hA3G+UBA2, M — hA3G+UBA2 mutada.

Fonte: (LI et. al., 2008)

A partir do estudo de Li et al. (2008) demostra-se uma possibilidade de

estabilizar a hA3G para assim diminuir a atividade infecciosa do HIV-1.
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4.4, Complexo HDAC6/APOBEC3G

Valera et al. (2015) relatam a descoberta de um complexo capaz de
promover a autofagia da Vif e aumentar os niveis de hA3G. A histona deacetilase
celular 6 (HDACSG) interage diretamente com a hA3G formando um complexo que

se forma tanto na auséncia quanto em presenca de Vif.

Foi observado que a degradacédo da hA3G pela Vif € de maneira dose-
dependente, porém, em presenca de HDACG6, constatou-se um efeito protetor
dose-dependente contra a Vif correlacionado com sua degradacdo extensiva
(VALERA et al., 2015).

Curiosamente, mesmo na auséncia de hA3G, a HDAC6 também reduziu
a expresséo de Vif de maneira dose-dependente (VALERA et al., 2015).

Os experimentos sugerem que HDACG6 enddgena age na modulacéo dos
niveis de expressao da Vif. De fato, HDACG6 pode proteger a hA3G interferindo
no complexo Vif-Cul5-SCF degradando a Vif (VALERA et al., 2015). Nesse
estudo ainda, pela primeira vez, € mostrado que HDACG6 induz a degradacéo da

Vif protegendo a hA3G da degradacao por ela promovida.

Valera et al. (2015) também estudaram como a HDACG6 interage com a
hA3G na auséncia da Vif e foi visto que essa interacéo acontece com a HDAC6

enddgena, por imunoprecipitacdo constatou-se a ligacao entre hA3G-HDACS.

As regides na proteina onde ocorrem a ligacdo entre HDACG6-Vif e
HDACG6-hA3G sao distintas, o que indica que pode haver uma formacgao de um
complexo ternéario entre HDACG6-Vif-hA3G. De fato, experimentos mostram que
uma mutacdo da hA3G tem a habilidade de propiciar a ligacéo entre Vif e HDAC6
(VALERA et al., 2015).

A habilidade da HDAC6 em formar esse complexo ternario abre a
possibilidade de que a HDAC6 compete com a Vif pela ligagdo com a hA3G,
protegendo-a assim da degradacao proteossomal promovida pela Vif (VALERA
et al., 2015).

Valera et al. (2015) também analisaram o efeito da Vif sobre a formacéo

do complexo HDAC6-hA3G, mostrando que: 1 - mesmo em sua auséncia o
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complexo é formado, 2 — em presenca de Vif a HDACG6 é capaz de manter niveis
estacionarios de hA3G.

E interessante ressaltar que a HDAC6 ¢é capaz de degradar a Vif
independentemente da ligacéo Vif-hA3G e sugere ainda que faz isso induzindo
degradacéao por autofagia (VALERA et al., 2015).

Esse estudo ainda mostra que a HDACG6 controla a infecciosidade das
novas particulas virais por comprometer a quantidade de Vif incorporada nos
virus, um processo que ndo depende da presenca da hA3G (VALERA et al.,
2015).

Esses dados levam a proposta de que a HDAC6 e o complexo HDACG6-
hA3G podem representar um fator antirretroviral natural. Eles serdo capazes de
proteger a acao antirretroviral da hA3G e promover a degradacdo de Vif

impedindo sua incorporagdo em novos Virus.
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4.5. ASK1-APOBECSG

Miyakawa et. al. (2015), expuseram um estudo em que a ASK1 (Kinase-1
reguladora de sinal de apoptose), interfere na neutralizacéo do Vif e revitaliza o
papel da proteina hA3G em relacdo ao virus da imunodeficiéncia humana
(MIYAKAWA et al., 2015).

A MAP, uma quinase, reconhece uma variedade de estimulos e
ativadores de transducéo de sinal, e os membros de sua familia permitem essa
neutralizacdo do Vif ja que h& a interacdo da ASK1 com este gene protetor do
virus. Através de um processo de imunoprecipitacdo foi visto que a ASK1 liga-
se diretamente ao Vif e suprime sua acéao inibidora a APOBEC3G (MIYAKAWA
et al., 2015).

Foi visto que ela se liga a todos os Vifs mutantes, exceto ao Vif sem a BC
box. A ASK1 contém um dominio na regido central, e dois dominios aspirais
enrolados nas regides N e C-terminal, que permitem sua ligacdo ao gene
supressor da hA3G (MIYAKAWA et al., 2015).

Realizaram um teste in vitro que analisou versbes recombinantes da
proteina que formava a ligacdo entre o Vif e o complexo E3, composto pelas
proteinas CUL5, ELOB/C e CBFb, na presenca e na auséncia da ASK1. A
analise através de immunublotting (Figura 14), demonstrou que a ASK1 inibiu a
interacdo do Vif apenas com a ELOB/C, enquanto que ndo houve mudancas
significativas de ligacdo entre o gene e as proteinas CUL5 e CBFb, sugerindo
um melhor caminho para a neutralizagéo do gene ser bem-sucedida pela quinase
(MIYAKAWA et al., 2015).
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Figura 14: Quantidade de proteinas associadas ao Vif na presenca da ASK1.
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Fonte: (MIYAKAWA et al., 2015)

Outra avaliagdo por immunoblotting, permitiu a andlise de ligacdo da
ASK1 a células T que continham ou ndo a hA3G. Para isso, células T foram
tratadas com antibiético doxiciclina (Dox), e foi feita a indugcdo de ASK1 em
ambas células contendo ou ndo hA3G. Notou-se que houve inibicdo da
replicacdo do HIV pela ASK1 apenas em células que continham hA3G, e além
disso, o numero da hA3G aumentou nessas células, ou seja, a ASK1 restringe a
replicagé@o do virus promovendo a incorporacdo da hA3G em células humanas T
CD4 (MIYAKAWA et al., 2015).
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Figura 15: : Relacéo entre incorporacéo de hA3G (A) ou infeccao viral (B) e a
inducédo de ASK1 em células T infectadas pelo virus contendo ou ndo o Vif e
gue possuiam ou ndo mutacéo.
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Por fim, foi visto também que o AZT, inibidor de transcriptase reversa e
farmaco utilizado no tratamento a infeccao pelo HIV, induziu a producao de ASK1
em células mononucleares de sangue periférico e em células T CD4, permitindo
a incorporacao da hA3G na Vif (MIYAKAWA et al., 2015).

Figura 16: Relacdo entre a infeccéo viral e a presenca e auséncia de AZT no controle e
em células induzidas a produzir ASK1.
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Com isso, percebe-se que mecanismos como a interacdo entre as
proteinas acessorias e os fatores de restricdo, podem ser regulados por eventos
extracelulares. ASK1 é indispenséavel no processo de neutralizacdo do Vif e da
nao degradacao da APOBEC3G na funcéo de barreira contra o HIV (MIYAKAWA
et al., 2015).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

N&o somente no Brasil, mas em todo o mundo a AIDS ainda representa
um grave problema de saude publica, com um grande nimero de novos casos

registrados a cada ano.

Em razéo de suas complicacdes, nao somente a nivel imunolégico, mas
também em todos os demais Orgaos e sistemas, a infeccado pelo virus HIV
acarreta uma série de impactos negativos sobre a saude e qualidade de vida do

ser humano.

Do mesmo modo, a inexisténcia de uma cura é outro fator que contribui
para sua importancia em saude publica, fazendo um grande numero de vitimas

a cada ano.

Antes de analisarmos os tratamentos atualmente disponiveis para o
controle da AIDS, convém destacarmos e entendermos como ocorre, em suma,

0 processo de infeccao e patogénese nestes casos.

Na infeccdo pelo HIV, logo apds o periodo de laténcia do virus, vem a
fase final, onde ocorre uma reducdo critica de células T, tipo CD4,
chegando abaixo de 200 unidades por mm?3 de sangue, sendo que em adultos
saudaveis, o numero de células T é de 800 a 1200 unidades. E nesta fase que
passam a ser visiveis 0s primeiros sintomas tipicos da AIDS, segundo o
Ministério da Saude (2009).

Segundo destacado por Machado (2004) h& infeccdo especialmente
sobre as células CD4, de modo que a maioria € destruida em razdo da
citotoxicidade mediada por células TCD8, que expressam antigenos virais na
membrana. Com a destruicdo das células CD4, ha um comprometimento na
resposta imune, a sua diminuicéo e alteracédo de funcéo leva a uma supressao

imunolégica, associada a diminuigcdo de citocinas IL-2, IFN-y e TNF-a.

Mesmo assim, alguns individuos infectados ndo apresentavam tais
caracteristicas, parecendo que nem haviam sido infectados pelo HIV. Estes
episodios chamaram atencédo dos pesquisadores que atraves de investigacdes
laboratoriais encontraram dados importantes sobre o controle dessa doenca que

abriu portas a novos olhares frente a infeccao. Foi visto que individuos infectados
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apresentavam uma proteina capaz de barrar o mecanismo do virus a fim de

impedir que a célula infectada se desenvolvesse.

Ela utiliza um mecanismo genético, produzindo cédons de parada, que
impede o virus de utilizar o material genético da célula infectada para produzir
novas cepas. Isso permite que no futuro, visando o terapéutico, ela podera
permitir uma série de mutacbes que ao se acumularem irdo impedir o virus de
se multiplicar de uma vez por todas. E claro que seu mecanismo é mais eficaz
em algumas situacdes do que outras, por exemplo, dependendo do estagio da

doenca ou de sua condicéo, o efeito da APOBEC3G € mais eficaz ou nao.

Em meio a essa descoberta, foi visto que o virus apresenta uma proteina
que exerce papel contrario da hA3G, a Vif. Essa proteina codificada pelo gene
Vif, presente no virus da imunodeficiéncia humana, € que possibilita a acéo
infecciosa do virus e além disso suprime a acdo da hA3G, por meio de sua

ligagdo a um complexo denominado de VIF-Cul5-SCF.

Neste trabalho foram expostos dados e pesquisas que permitem mostrar
mecanismos capazes de driblar esse gene, e concluir que, mesmo ainda
futuramente, ha possibilidade de utilizacdo da APOBEC3G como uma forma de

tratamento eficaz no controle e porque n&o na cura desta doenca.

Alguns destes mecanismos aqui descritos sdo a fusao da proteina com a
ubiquitina associada a dominio 2 (UBA2), sua associacdo ao complexo
HDACG6/APOBEC3G, a ligacdo de uma quinase ao complexo ligador do Vif
(complex VIF-Cul5-SCF) inibindo a interagéo entre eles; entre outros.

Ainda em processo de descobertas sobre novas formas de tratamento,
por meio das pesquisas descritas neste trabalho, a hA3G parece ser uma opcao
promissora para o futuro no controle da AIDS pelo mundo, sendo necessaria a
continuacdo e novas pesquisas que explorem o potencial desta proteina no

assunto em questao.
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