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Resumo

Resumo

Na infeccdo pelo HIV-1, importantissimas células do sistema imunitario séo
infectadas, originando uma deterioracdo progressiva do sistema imunitario, o que o
torna susceptivel a infeccdes oportunistas.

Este trabalho tem como objectivo perceber a forma como a célula hospedeira
responde & infecgdo por HIV-1.

A exposicdo dos seres eucariotas a diversas infecgdes virais ao longo do tempo
modulou o sistema imuninario inato e adquirido, que evoluiu de forma a fazer face a
essas infeccBes. Por outro lado, também os agentes infecciosos desenvolveram
estratégias para escapar a essas defesas. Diversas células do sistema imunitario como
macrofagos, células dendriticas, neutrdfilos e células NK intervém na resposta a
patogénese viral. Para além destas células foram seleccionadas proteinas da prépria
célula que desempenham um papel fulcral na defesa da célula hospedeira contra a
infeccdo pelo HIV-1, designadas por factores de restricdo. Os factores abordados neste
trabalho sdo: SAMHDI1, TRIMS5a, tetrina e APOBEC3G. Sendo a APOBEC3G a que
detém maior actividade anti-HIV-1.

A APOBEC3G tem como antagonista uma proteina viral acessoria Vif. Na
infecgdo pelo HIV-1 deficiente em Vif, o factor de resticio APOBEC3G ¢ incorporado
nos virides formados catalisando a desaminacdo de citidina do RNA viral. Induz assim
hipermutacGes no DNA proviral e consequentemente, inibe a replicacdo viral em
linhagens de células T ndo-permissivas para virus deficientes em Vif. Por outro lado,
na presenca de Vif a proteina APOBEC3G ¢é degradada antes da sua incorporagdo no
virido, evitando a hipermutacdo do genoma viral. Vif pode inibir a accdo de
APOBEC3G por mecanismos distintos da indugdo da sua degradagdo como por
exemplo inibindo a sua traducdo ou competindo pela ligacdo a componentes virais. A
interaccdo APOBEC3G-Vif é um bom alvo terapéutico para o desenvolvimento de

novos medicamentos anti-retrovirais.
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Abstract

Abstract

In HIV-1, extremely important cells of the immune system become infected,
leading to a progressive deterioration of the immune system, making it susceptible to
opportunistic infections.

This study aims to understand how the host cell responds to infection by HIV-1.

The exposure of eukaryotes to various viral infections over time modulated the
innate and acquired immune system, which has evolved to cope with these infections.
Moreover, also developed strategies for infectious agents evade these defenses. Various
immune cells such as macrophages, dendritic cells, neutrophils and NK cells involved
in the response to viral pathogenesis. In addition to these proteins were selected cells of
the cell that plays a pivotal role in the host cell defense against HIV-1, designated by
restriction factors. The factors discussed in this paper are: SAMHDI, TRIMS5a,
Tetherin and APOBEC3G. As APOBEC3G that has higher anti-HIV-1 activity.

The APOBEC3G has antagonist as an accessory viral protein Vif. In HIV-1 Vif
deficient in the factor restriction APOBEC3G is incorporated into virions formed
catalyzing the deamination of cytidine viral RNA. Hypermutations thus induces the
proviral DNA and thus inhibits viral replication in non-permissive T cell lines deficient
for Vif in virus. Moreover, the presence of Vif to APOBEC3G protein is degraded
before its incorporation into the virion, avoiding hypermutation of the viral genome. Vif
can inhibit the action of APOBEC3G by different mechanisms inducing degradation
such as by inhibiting the translation or competing for binding to viral components. The
APOBEC3G-Vif interaction is a good therapeutic target for the development of new

antiretroviral drugs.
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Lista de Abreviaturas

Lista de Abreviaturas

APOBEC3G - Subunidade 3G da desaminase do mRNA da apolipoproteina B
CBFp — Factor de ligacdo central subunidade B (Core-binding factor J5)
CCRS5- Receptor de quimiocina tipo 5 (C-C chemokine receptor type 5)
CXCR4 — Receptor de quimiocina tipo 4 (C-X-C chemokine receptor type 4)
DNA — Acido Desoxirribonucleico

dNTP — Trifosfato de desoxirribonucleotido

dsDNA — DNA de cadeia dupla

Env — Glicoproteina do envelope

Gag — Group-specific antigen

HIV-1 - Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1

HIV-2 - Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 2

IFN-a — Interferao o

LTR - Extremidades Repetitivas Longas (Long Terminal Repeat)

MCH — Moléculas do Complexo de Histocompatibilidade

mRNA — Acido Ribonucleico Mensageiro

Nef — Factor Negativo (Negative factor)

Rev — Regulador de expressao de proteinas do virido (Regulator of expression of virion
proteins)

RNA — Acido Ribonucleico

SAMHDL1 - Sterile alpha motif and histidine-aspartic domain containing protein 1
SIDA - Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

SIV - Virus de Imunodeficiéncia Simia

SIVcpz - Virus de Imunodeficiéncia Simia de chimpanzé

SIVsmm - Virus de Imunodeficiéncia Simia de sootymangabeys

ssRNA — Acido Ribonucleico de cadeia simples

Tat — Tans-activator of transcription

TRIMb5a — Tripartite motif 5-a

Vif — Factor de infectividade viral (Viral infectivity factor)

Vpr — Proteina viral R (Viral protein R)

Vpu — Proteina viral U (Viral protein U)

Vpx — Proteina viral X (Viral protein X)
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Introducao

1 — Introducéo

1.1 - Origem do HIV-1 e HIV-2

No inicio da década de 80, foi identificado o agente etioldgico (revisto em
Greene, 2007) daquela que viria a ser considerada uma das doengas mais devastadoras
de sempre, a SIDA (Sharp & Hahn, 2011). Este sindrome é transmitido pelo HIV-1, o
qual ja registou cerca de 25 milhdes de mortes e e calcula-se que ja infectou 33 milhdes
de pessoas, sendo considerado um dos maiores problemas de saude publica a nivel
global (Arroyave & Pujol, 2012).

Em 1986 é descoberto o HIV-2, apesar de morfologicamente semelhante ao
HIV-1 é antigenicamente distinto, causando também SIDA nos individuos infectados,
provenientes da Africa Ocidental (revisto em Sharp & Hahn, 2011).

Posteriormente, foram encontrados outros virus semelhantes em varios primatas
na Africa Subsariana como chimpazés, sootymangabeys, mandris, entre outros, os quais
foram denominados por SIV seguido por um sufixo de 3 letras que designaria a espécie
de origem (Sharp & Hahn, 2011). De entre as espécies mencionadas aquela que teria
transmitido o HIVV-2 ao Homem, dada a sua maior taxa de infec¢do e onde as infecgdes
naturais pareciam ser ndo patogeénicas, foi a espécie de sootymangabeys (Sharp & Hahn,
2010).

Os virus do género Lentivirus, no qual se insere o HIV, sdo maioritariamente
transmitidos entre individuos de forma horizontal (Sharp & Hahn, 2011).

Vaérios estudos realizados em macacos infectados com SIV na ilha de Bioko, na
Guiné equatorial, revelaram a existéncia de subespécies de macacos infectadas com o
mesmo virus em areas geograficamente distintas ao longo do tempo. Até ao momento,
macacos, simios africanos e chimpanzés parecem ter sido infectados com SIV sugerindo
a hipotese de que estes lentivirus de primatas tenham surgido em Africa (Sharp & Hahn,
2010).

Dada a estreita relacdo genética entre HIV-1 e o SIVcpz, este tem sido o
lentivirus de primatas que tem despertado maior interesse e que se pensa estar na origem
do HIV-1. Os estudos epidemiologicos mostraram que na populacdo de chimpanzés o
numero de individuos infectados era raro, ao contrario do que acontecia com as
populacbes de sootymangabeys, em que um elevado ndmero de individuos esta
infectado tanto em cativeiro como em estado selvagem o que pds em duvida se de facto
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0s chimpanzés seriam um verdadeiro reservatorio de SIVcpz que originou HIV-1 (Sharp
& Hahn, 2011).

As estirpes do HIV-1 sdo muito diferentes e classificam-se em quatros grupos
distintos (M, N, O e P) os quais tém diferentes prevaléncias (Sharp & Hahn, 2011). Os
virus do grupo N e o O sdo raros, e em grande parte, estdo restritos aos Camardes e
paises envolventes. A grande maioria (98%) das infeccdes de HIV-1 em todo o mundo
sdo causadas pelos virus do grupo M. Dentro do grupo M, hd uma grande diversidade e
0 epicentro da diversidade parece ser Kinshasa (entdo chamada Leopoldville), na
Republica Democréatica do Congo, em Africa (Figura 1) (Sharp & Hahn, 2010).0 HIV-1
tem uma réapida taxa de evolucdo, e pensa-se que o virus deverd ter circulado nas
populagfes humanas durante muitos anos antes de ter sido reconhecido como agente
patogénico, justificando assim a acumulacao desta enorme diversidade (Sharp & Hahn,
2010).

B Pt versus
B P ellioti
B P t. roglodytes

B Pt schweinfurthii
B G. gorilla

B G. beringei

P’ Congo R.
/

Democratic
Republic
<. of the Congo ,

Figura 1 - Mapa de Africa ocidental e central, mostrando as faixas onde se encontram as
subespécies de chimpanzés (codigo de cores). As faixas do oeste gorilas (Gorilla) e G.
gorilas de Grauer oriental (G. beringei) sdo sobrepostos. O circulo amarelo indica a
regido sudeste de Camardes, onde estirpes SIVcpz estreitamente relacionadas ao HIV-1
grupo M foram encontrados (Retirado de: Sharp & Hahn, 2010).

A origem do HIV-2 foi determinada antes da origem do HIV-1, quando em

1989, um SIV intimamente relacionado com o HIV-2, foi encontrado num macaco,
sootymangabey (Cercocebus atys), SIVsmm, cuja area de distribuicdo natural é na
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Africa Ocidental. Posteriormente, outros virus deste grupo foram encontrados em
mangabeis cativos, e selvagens (Sharp & Hahn, 2010).

As andlises filogenéticas mostraram que as estirpes do HIV-2 sdo muito
semelhantes as estirpes de SIVsmm. Estas observacdes levaram a uma aceitacdao geral
de que os virus presentes em mangabeis foram a fonte de HIV-2, e a intercalacdo de
diferentes grupos de HIV-2 entre estirpes SIVsmm implicitas indica que tera havido
varias infecgOes cruzadas entre sootymangabey e 0 homem (Sharp & Hahn, 2010).

Como consequéncia de infec¢bes cruzadas com Lentivirus, entre diferentes
espécies de primatas, surge a SIDA em macacos e humanos. Assim, tanto o HIV-1
como o HIV-2 surgem como resultado da transferéncia zoonética de virus responsaveis
por infectar primatas em Africa. (Sharp & Hahn, 2011)

Desde a sua descoberta, 0 HIV-1 tem sido alvo de estudo intenso devido a

elevada patogenicidade e rapida propagacéo. (Sharp & Hahn, 2011)
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Desenvolvimento

2 - Caracterizacao do HIV-1
2.1 — Taxonomia

As caracteristicas genéeticas, biologicas e morfoldgicas de HIV-1 fazem com que
estes virus estejam inseridos na familia Retroviridae. Tal como o nome indica (do latim
retro = para tras), os virus pertencentes a esta familia realizam transcri¢do reversa de
sSRNA gendémico em dsDNA, a qual é realizada pela enzima transcriptase reversa
(Costin, 2007).

O HIV-1 pertence ao género Lentivirus, os quais apresentam uma evolucéo lenta
devido aos longos periodos de laténcia. (Costin, 2007)

2.2 - Genoma e Estrutura

A complexidade do genoma é caracteristica de todos os Lentivirus. No caso
especifico do HIV-1 (9.8KDb), este apresenta duas copias idénticas de sSRNA de sentido
positivo, flanqueadas por LTR fulcrais para a transcricdo reversa gendmica e integracao
na célula hospedeira. (Costin, 2007)

O mRNA formado durante o ciclo replicativo é responsavel por codificar as
diferentes proteinas virais. Estas proteinas sdo classificadas em grupos funcionais
distintos: proteinas precursoras (Gag, Pol e Env); proteinas reguladoras (Tat e Rev); e

proteinas acessorias (Nef, Vif, Vpu e Vpr) (Figuras 2 e 3) (Costin, 2007).

) ) Tat
MA CA NC pb Wi TR— Bal
S —

P Tal Vipu Rny [ ——
Gag . )
5 LTE PR AT N Vipr Rure SuU ™ 3 LTR

Erry

Figura 2 — Organizacdo genénima do HIV-1 (Retirado de: Robinson, 2002).
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Figura 3 — Estrutura do HIV-1. Representacdo das proteinas acessorias (Vpu, Tat, Vif e
Vpr) e reguladoras (Rev e Nef) (Adaptado de: Berman et al., 2000).

As Gag, Pol e Env, sdo sintetizadas como proteinas precursoras que sofrem
proteolise e originam as varias proteinas funcionais. As proteinas Gag e Env constituem
0 nucleo e o invélucro do virido, respectivamente. Assim, Gag é precursora das
seguintes proteinas estruturais: matriz ou p17; capside ou p24 e nucleocéapside ou p7 e
p6 (Figura 4). Relativamente a Env origina as proteinas de superficie gp120 e a proteina
transmembranar ou gp41l (Figura 4). A gp120 é utilizada pelo virus para interagdo com
0 receptor CD4 presente em células T. Quanto a Pol, esta é precursora das enzimas

protease, integrase e transcriptase reversa (Figura 5) (Cimarelli & Darlix, 2002).
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SUand T™M
envelope proteins
0p120 and gpi1

NC
nucleocapsid protein

Figura 4 — Estrutura do HIV-1. Representacdo das proteinas estruturais (matriz, capside,

e nucleocapside), gp120 e gp41(Adaptado de: Berman et al., 2000).

Figura 5 — Estrutura do HIV-1. Representacao das enzimas virais (transcriptase reversa,
integrase e protease) (Adaptado de: Berman et al., 2000).
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2.3 - Ciclo de Replicacao

O ciclo de replicagéo viral do HIV inicia-se com a ligacéo do virido & membrana
citoplasmatica da célula T hospedeira através do receptor CD4 e co-receptores de
quimiocinas, tais como CCR5 e CXCR4. Em seguida, ocorre fusdo da membrana da
particula viral com a membrana plasmética da célula hospedeira, seguida libertacdo da
capside viral, como material genético para o citoplasma. Por intermédio da enzima
transcriptase reversa, 0 RNA viral de cadeia simples é convertido em DNA viral de
cadeia dupla. Posteriormente, o DNA viral € incorporado no DNA da célula hospedeira
por ac¢do da enzima integrase. O virus utiliza a enzima RNA polimerase Il da célula
para producdo do mRNA que é utilizado na sintese das cadeias de poliproteinas virais.
Estas sdo hidrolisadas pela protease viral em proteinas funcionais. Por fim, as particulas
virais sintetizadas utilizam a membrana celular como cobertura libertando-se assim da

célula hospedeira (Figura 6) (Costin, 2007).
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Figura 6 — Ciclo de replicacdo do HIV-1 (Retirado de: Barre-Sinoussi, Ross, &
Delfraissy, 2013).
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3 — Imunidade Inata

ApOs décadas de investigacdo, foi possivel explicar a estrutura do HIV-1,
patogénese e imunologia. O conhecimento adquirido permitiu avancos significativos no
desenvolvimento de terapéutica medicamentosa, 0 que permitiu um decréscimo
acentuado na mortalidade e transmissao relacionadas com o virus (Lu & Fei, 2013).

Durante milhares de anos, 0s organismos eucariotas tém sido expostos a diversas
infeccBes virais, 0 que permitiu o desenvolvimento do sistema imunitario inato e
adquirido contra agentes infecciosos (Lu & Fei, 2013). Apos a infeccdo a imunidade
inata actua rapidamente de forma a proteger o hospedeiro contra o agente infeccioso e
dando tempo ao sistema imunitario adquirido para responder mais especificamente
(Chan, Towers, & Qasim, 2014). Simultaneamente, os virus evoluiram de forma a
escapar ao controlo do sistema imune (Lu & Fei, 2013).

Os tipos de células que detém um papel importantissimo na resposta a ac¢do do
agente infeccioso sdo macrofagos, células dendriticas, Células NK e neutréfilos (Guha
& Ayyavoo, 2013).

A primeira linha de defesa contra a infeccdo por HIV € a imunidade inata sendo
determinante para o controlo da patogénese viral (Borrow, Shattock, & Vyakarnam,
2010)

3.1 — Células NK

As células NK ou Natural Killer sdo componentes fulcrais da imunidade inata,
proporcionando formas de defesa contra a infec¢do por HIV por meio de mecanismos
citoliticos e ndo citoliticos (Lu & Fei, 2013). Através da segregacdo de diversas
citocinas e quimiocinas, as células NK s&o capazes de antagonizar a infecgdo por HIV
de forma ndo citolitica. As quimiocinas (classe de citocinas pro-inflamatérias)
segregadas sdo CC-quimiocina ligando 3 (CCL3), CC-quimiocina ligando 4 (CCL4) e
CC-quimiocina ligando 5 (CCL5) (Guha & Ayyavoo, 2013).

As células infectadas com o virus apesar de ndo expressarem as moléculas do
complexo de histocompatibilidade (MCH), sdo reconhecidas pelas células NK activadas

que as lisam com perforina e granzimas (Lu & Fei, 2013)
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O aumento drastico da inibicdo de receptores e, por outro lado, o decréscimo da
activacdo surge em resultado da infeccdo pelo HIV-1, por exemplo em receptores como
NKp30, caracteristico das células NK (Guha & Ayyavoo, 2013).

3.2 — Sistema do Complemento

O sistema do complemento promove a remocao de agentes patogénicos através
de anticorpos e fagocitos, sendo por isso outro componente importante na imunidade
inata. A sua activacao pode ser dividida em quatro vias: a via classica, a via da lectina
de ligacdo a manose (MBL), a via alternativa e a via membranar litica (Lu & Fei, 2013).

Apbs a passagem da barreira inicial, o sistema do complemento restringe a
replicacdo viral, uma vez que, favorece o recrutamento de células inflamatérias (Guha
& Ayyavoo, 2013).

A actividade do sistema do complemento é desencadeada pela ligagdo antigénio-
anticorpo, via classica, e também através da clivagem das proteinas de C3 e C5, via
alternativa. O resultado da activacdo do complemento tanto por via classica como por
via alternativa é a formacdo do complexo de ataque a membrana (MAC), através da
formacgéo de canais transmembranares do qual resulta a lise de virdes (Lu & Fei, 2013).

Se por um lado no processo de defesa contra a infeccdo por HIV-1 o
complemento promove a remocdo do agente viral, por outro lado pode aumentar a
infecciosidade do HIV-1, uma vez que medeia a ligacdo entre o virus e as células
hospedeiras especificas como é o caso de macréfagos e células dendriticas, que
expressam o receptor do complemento CR3 e CR4, resultando na propagacdo da
infeccdo viral. Assim, de forma a evitar a sua destruigdo, o virus pode incorporar na sua
membrana mais receptores do complemento CD55, CD59 e CD46 (Borrow et al.,
2010).

Sistema do complemento contribui para a restricdo da replicacdo viral, através
da lise de particulas virais e células infectadas, neutralizando 1gG e IgM associadas ao

agente viral (Guha & Ayyavoo, 2013)
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3.3 — Anticorpos Neutralizantes

Em resposta ao agente viral, o organismo humano desenvolve anticorpos,
incluindo os anticorpos neutralizantes, contra os epitopos de diferentes antigénios
(Flego, Ascione, Cianfriglia, & Vella, 2013) Uma série de anticorpos monoclonais
neutralizantes foram identificados, como por exemplo, b12 e VRCO1 que se ligam ao
local de ligacdo entre CD4 e gpl120, e 2G12 que se liga a configuracdo do glicano
presente no dominio externo da gp120. Para além de que , na regido na regido V3 da
gp120 se ligam os anticorpos PG9 e PGT128 (Lu & Fei, 2013).

O HIV consegue escapar a accdo dos anticorpos neuralizantes atraveés de
mutaces rapidas que alteram as proteinas virais, impedindo que estes anticorpos
inibam eficientemente a infeccdo de novas células. Uma outra estratégia que o virus
utiliza para se defender dos anticorpos neutralizantes € mascarar 0s epitopos criticos das
regides do envelope viral que estdo temporariamente expostas e que sdo alvo dos
anticorpos neutralizantes (Lu & Fei, 2013).
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4 - Factores de Restricdo Viral

Os seres humanos desenvolveram, ao longo do tempo, para além do sistema
imunitario inato e adquirido, proteinas que se expressam de forma autdnoma que inibem
a replicacdo viral, designadas por factores de restricao, os quais desempenham um papel
importante na defesa da célula hospedeira contra a infeccdo pelo HIV-1 (Malim &
Bieniasz, 2012). Estas proteinas tém a capacidade de diminuir significativamente a
infecciosidade do HIV (Harris, Hultquist, & Evans, 2012).

Em células humanas, o HIV-1 geralmente consegue escapar a acc¢do inibidora
dos factores de restricdo, permitindo assim que a sua replicacdo prossiga, através da
producdo de proteinas virais que inibem os factores de restricdo da propria célula
(Malim & Bieniasz, 2012). De uma forma geral, a capacidade de replicacdo do virus
depende do nivel de expressdo do factor de restricdo do hospedeiro, dependente das
células infectadas que detém a capacidade de permitir ou ndo essa replicacdo, tomando
as designacOes de células “permissivas e “ndo permissivas”, respectivamente (Harris et
al., 2012).

Dada a interacdo directa entre factores de restricdo celulares e 0s seus
antagonistas virais, é possivel verificar nos primeiros, tracos de evolucao rapida devidos
a uma vantagem selectiva de mutagdes. Estes tracos sdo visiveis aquando da
comparacdo entre genes dos factores de restricdo entre as espécies evoluidas e o seu
hospedeiro. Concluindo-se, que os factores de restricdo actuais foram desenvolvidos e
aperfeicoados a partir de interac¢fes entre hospedeiro e o agente patogénico (Harris et
al., 2012). S&o, por este facto, considerados determinantes para a transmisséo inter-
espécies (Malim & Bieniasz, 2012).

Os factores de restri¢cdo abordados neste trabalho sdo: SAMHD1 que pertence a
familia das hidrolases; TRIMS5a ndo menos importante que as restantes, no entanto sem
significado em seres humanos; e tetrina e APOBEC3G, que pertencem a familia de
desaminases, sendo APOBEC3G a que detém maior destaque neste trabalho. (Lu & Fei,

2013). Na Tabela 1 sdo apresentadas as caracteristicas principais destes factores.
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Tabela 1 — Sintese dos factores de restricdo anti-HIV e as suas caracteristicas principais. (Adaptado de: Chan, Towers, & Qasim, 2014)

Factor de restricéao

Mecanismo
de accéo

Evasdo viral

Desvantagens

Exploracdo

APOBEC3

SAMHD1

TETRINA

TRIMSa

Degradacéo proteossomal

Desaminacdo de citidina
mediada por Vif

do genoma viral

Vpx causa degradacdo

Prevencdo da transcricdo
proteossomal no HIV-2

reversa

Impede a libertagdo HIV,
aprisionando as particulas
virais

Degradacéo lisossomal
promovida por Vpu

Proteinas acessorias sao
incapazes de contrariar
restricdo TRIM

Virus alvos para a
degradacéo proteosomal e
interrompe o revestimento

APOBEC3G induz
mutacOes que podem
promover a evolugdo do
HIV

Funcdo antiviral limitada
a células quiescentes

Reduz, mas ndo elimina a
propagacdo do virus ou a
criacdo de reservatorios

Espécies de restricao

especifica; TRIM5a

humano ndo restringe
HIV-1

APOBEC3G modificado

restringe o HIV nas
células T e macrofagos

Indefinido

Vpu resistente a tetrina
em linhas celulares

Restricdo de TRIM5a
demonstrada em ratos
humanizados
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4.1 - TRIMSa

O factor de restrigdo TRIM5q, foi inicialmente encontrado em células de macaco
(Lu & Fei, 2013). O TRIMb5a é expresso em todos os tecidos humanos, incluindo as
células T e pertence a familia TRIM, que engloba cerca de 100 proteinas humanas com
funcdes diversificadas (Chan et al., 2014).

A proteina TRIMba, apresenta na sua constituicio um dominio C terminal
designado B30.2 ou PRYSPRY, que é responsavel pela ligacdo a capside viral ou
complexo de pré-integracdo (PIC) (Figura 7) (Harris et al., 2012) (Refsland, Hultquist,
& Harris, 2012). Este factor de restricdo encontra-se envolvido na inibi¢do da replicagéo
do HIV-1 numa fase precoce (Guha & Ayyavoo, 2013).

Ao entrar na célula, o TRIMS5a reconhece a capside viral através do seu dominio
B30.2. Apesar da interaccdo entre 0s mondmeros destas proteinas ser fraca, a TRIM5a.
no citosol forma dimeros, e em seguida, de forma espontanea hexameros, cujo nimero
aumenta durante a entrada da capside viral. Os hexdmeros s80 necessarios para uma
restricdo eficiente e para mediar uma melhor ligacdo com a capside viral permitindo que
diversos dominios B30.2 envolvam o complexo de pré-integracdo e inibam a entrada
do virus para o nacleo. A replicacdo viral pode ser inibida através da ligacdo de
TRIM5a a capside viral no citoplasma, interrompendo o seu processo de revestimento,
0 que é importante pois o tempo de desencapsidacdo é critico para os retrovirus. Se o
processo de desencapsidacdo for ser atrasado ou bloqueado, o complexo de pré-
integracdo ndo entra no ndcleo das células-alvo. Por outro lado, no caso de 0 processo
ser acelerado, a proteina da capside viral sera degradada antes do final da transcricdo
inversa que cessa (Lu & Fei, 2013).

No entanto, por mutacdo da sequéncia da proteina da cépside viral o HIV pode

escapar ao ataque por TRIM5a (Lu & Fei, 2013).

33



“Caracterizacdo das Defesas da Célula Hospedeira Contra a Infec¢do pelo HIV”

Nuclear entry

Figura 7 — Ligacdo do factor de restricdio TRIMSa a capside viral (Retirado de:
Hatziioannou & Evans, 2012).

4.2 - Tetrina

O factor de restricdo tetrina também designada por BST-2, CD3 17 ou HM1.24,
(Venkatesh & Bieniasz, 2013) foi recentemente identificado por Neil e Bieniasz (Lu &
Fei, 2013).

A tetrina € uma proteina intrinseca glicosilada do tipo Il com 30 a 36 kDa, que é
expressa em varias células podendo ser regulada por interferdes tipo | e estimulos pré-
inflamatdrios (Roy et al., 2014). A Tetrina tem uma extremidade N-terminal citosélica
curta, uma hélice transmembranar, um dominio extracelular maioritariamente o-
helicoidal e residuos de cisteina extracelulares estabilizados homodimericamente por
pontes de dissulfureto. Na extremidade C-terminal €é modificada por um
glicosilfosfatidilinositol (Venkatesh & Bieniasz, 2013).

E um factor de restricio de ampla especificidade, isto porque interage com a
membrana da célula hospedeira ao invés de interagir com um factor viral. Tem a
capacidade impedir a libertacdo de diversos virus com envelope, como é o caso do HIV-
1. Foi primeiramente identificada em células B, posteriormente foi demonstrada a sua
elevada expressdao, em algumas células como macréfagos, células dendriticas e células
T CD4+ (Chan et al., 2014).
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A proteina viral acessoria Vpu pode inibir a tetrina através de trafico endossomal
e, posteriormente, degradagdo lisossomal que requer a proteina do hospedeiro BTrCP.
Elevados niveis de tetrina podem saturar Vpu, resultando na restricdo viral ou, por outro
lado, variantes resistentes de Vpu sao capazes de inibir a libertacdo do HIV-1 (Chan et
al., 2014).

Foi ja demonstrado que, para além dos retrovirus, este factor de restricdo tem

accdo contra filovirus, adenovirus e herpesvirus (Lopez et al., 2010).

Producer Cell

AVAVAWAN
T \ BST-2/
|_P’mvIrlJS / Tetherin
AN'ZNTZ NN /
o of

pTICP2 |

. Tetherin
@uestratlo {
R CUL-F ||

Lysosomal HRS

Degradation ~ ESCRT
Figura 8 — Restri¢cdo do HIV-1 por Tetrina. A Tetrina actua ao nivel da superficie das
células T infectadas durante a libertacdo de viriGes. Tanto Vpu como Env podem
sequestrar a Tetrina para locais afastados do local de libertacdo do virido. Vpu recuta o
complexo ubiquitina-ligase E para degradacdo lisossomal da Tetrina (Retirado de:

Harris et al., 2012).
4.3 - SAMHD1

Este factor de restricdo € uma fosfohidrolase que a nivel intracelular degrada
dNTP no inicio da transcri¢do reversa, sendo a sua actividade anti-retroviral regulada

por modifica¢bes pds-traducionais (Wu, 2013).
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A extensdo da infeccdo pelo HIV-1 ¢ especifica do tipo de célula, por exemplo,
as células T CD4+ humanas activadas sdo mais susceptiveis a infeccdo pelo HIV-1 do
que células humanas de linhagem miel6ide, como macréfagos e células dendriticas.
Estas Ultimas tém a capacidade de levar particulas virais intactas até as células T
sensiveis, aumentando o numero de células T infectadas. Varios estudos demonstraram
que o factor de restricdo especifico de células mieldides, SAMHD1, tem a capacidade
de limitar a extensdo da sequéncia de transcricdo reversa apos a entrada viral (Harris et
al., 2012), através da degradacdo de dNTP necessarios para a sintese do DNA proviral.
O facto de restringir a infeccdo viral apenas nas células mieldides, sugere a necessidade
de um contexto celular especifico ou componentes auxiliares (Berger et al., 2011).

O seu papel na regulacdo da resposta imunitaria é destacado por mutacGes
associadas ao Sindrome de Aicardi-Goutieres, em que existe uma producéo elevada de
Interferdes tipo | (Wu, 2013).

Através da degradacdo proteolitica de SAMHDL, as proteinas Vpx de HIV-2 e
SIV tornam as celulas humanas de linhagem miel6ide admissiveis a infec¢éo pelo HIV-
1 (Harris et al., 2012).

Target Cell
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Figura 9 — Restri¢do do HIV-1 por SAMHD1. SAMHD1 bloqueia a transcrigéo reversa
do HIV-1 através da degradacdo de dNTP. O seu antagonista Vpx pode contrariar a

restricdo de SAMHD1 funcionando como adaptador ao complexo ubiquitina-ligase E
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prommovendo a degradacdo de SAMHD1 proteassoma 26 S (Retirado de:Harris et al.,
2012).
4.4 — Familia APOBEC

A familia APOBEC engloba as desaminases de citidina que, em seres humanos
inclui: APOBEC1, APOBEC2, APOBEC3 e APOBEC4 (Goila-Gaur & Strebel, 2008).

A APOBECL1 foi a primeira proteina da familia a ser identificada (Moris,
Murray, & Cardinaud, 2014). Encontra-se localizada no cromossoma 12 (Goila-Gaur &
Strebel, 2008) e € expressa apenas ao nivel do tracto gastrointestinal humano, no
entanto, pode expressar-se no figado em ratinhos, ratos, cdes e cavalos. Tem ac¢do ao
nivel do metabolismo lipidico, uma vez que, tem influéncia na edicdo de
apolipoproteina B pré-mRNA. Deste modo, a sua accdo € relevante no que respeita as
concentracdes plasmaticas de lipoproteinas que estdo implicadas em patologias como
hiperlipidemia ou aterosclerose. Em ratinhos a sua elevada expressdo reduz os niveis de
LDL, por outro lado, pode induzir carcinoma hepatico em animais transgénicos (Moris
etal., 2014).

A APOBEC?2 localiza-se no cromossoma 6 (Goila-Gaur & Strebel, 2008). Em
humanos é expressa apenas no coragdo e nos musculos esqueléticos. Estudos realizados
in vitro, mostraram que esta proteina também apresenta actividade de desaminase de
citidina (Moris et al., 2014).

Quanto aos sete genes APOBECS3, estes estdo localizados no cromossoma 22
(Goila-Gaur & Strebel, 2008). Estes genes sdo bastante polimérficos e sdo na maioria
expressos em células T e fagocitarias (Moris et al., 2014).

Por fim a mais recente, APOBEC4 localiza-se no cromossoma 1 e ao que parece
ndo tem capacidade para restringir o virus selvagem ou o HIV-1 deficiente em Vif em
celulas humanas (Goila-Gaur & Strebel, 2008).

A accdo anti-viraldas APOBEC3 desta familia estende-se a outros virus para
além de retrovirus como HIV-1 e SIV. Apresenta uma acg¢do inibidora em virus como
hepadnavirus, virus da leucemia murina, virus do tumor mamario de ratinho, virus da
anemia infeciosa equina e, também, em retrotransposdes (da Costa et al., 2014).

As APOBEC podem ter dois dominios desaminase, mas normalmente apenas
um deles é cataliticamente activo, enquanto que o outro esta envolvido na encapsidacao
viral (Figura 11) (Goila-Gaur & Strebel, 2008).
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Figura 10 — Familia APOBEC3. Representacdo das proteinas humanas APOBEC3
consoante 0 cromossoma em que se inserem e de acordo com o0s dominios
cataliticamente inactivo (vermelho) e activo (verde). (Retirado de: Goila-Gaur &

Strebel, 2008).

4.4.1 - Expressdo da Subfamilia APOBEC3

A subfamilia APOBEC3 engloba o0s seguintes genes: APOBEC3A,
APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3DE, APOBEC3F, APOBEC3G e APOBEC3H
(Refsland et al., 2012).

Apenas algumas das proteinas desta subfamilia APOBEC3, tém relevancia
demonstrada na infecgé@o por HIV, as quais séo APOBEC3D, APOBEC3F, APOBEC3G
e APOBEC3H (Figura 12) (Kim et al., 2014). Estas tém expressdo em células T CD4+
ndo permissivas e sdo capazes de inibir eficazmente a infeccdo viral por acumulacéo de
mutacdes de guanina a adenina. S&o susceptiveis a ac¢do de Vif, uma proteina acessoria

gue € seu antagonista (Harris et al., 2012).
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Figura 11 — Restricdo do HIV-1 induzida pela subfamilia APOBEC3. (APOBEC3D,

APOBEC3F, APOBEC3G, e APOBEC3H podem incorporar-se em virides de HIV-1 e

resultar na desaminacdo de citosinas em uracilos, durante a iniciacdo da transcricao

reversa a partir de RNA viral em células infectadas. Vif também contraria a restri¢céo

das APOBEC3 na célula produtora de virus através do recrutamento do complexo

ubiquitina-ligase E e CBFf provocando a degradagdo das proteinas APOBEC3 no
proteossoma 26S (Retirado de: Harris et al., 2012).

As APOBEC3A e APOBEC3B sédo expressas principalmente em monadcitos e
linfocitos B, respectivamente. As APOBEC3F e APOBEC3G expressam-se em células
T, mondcitos e células dendriticas. Esta familia de proteinas funciona com uma linha de
defesa priméaria do hospedeiro a infecc¢do viral, uma vez que a sua inducdo é também
efectuada por mediadores de inflamacéo. O IFN-a aumenta a expressdo de APOBEC3A
e APOBEC3G em mondcitos e macrdéfagos. Para além das células imunitarias, as
APOBEC3 também sdo expressas ao nivel dos testiculos e ovarios humanos, assim
como em diversas células cancerigenas de origem ndo imunitaria, como é o caso das

linhas celulares de adenocarcinoma colon rectal, melanomas e carcinoma do pulméo. O
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papel na imunidade antiviral, demonstrado pela accéo contra a infecciosidade do HIV-1,
foi primeiramente atribuido a APOBEC3G (Moris et al., 2014). Apesar das
propriedades antivirais demonstrados por todos os membros da subfamilia APOBEC3,

sabe-se que o poder anti-viral varia entre os membros (Berger et al., 2011).

4.4.2 - Desaminase de citidina APOBEC3G

A proteina APOBEC3G foi o primeiro factor de restricdo a ser identificado
como potencial inibidor da infeccdo por HIV-1, posteriormente, outros factores de
restricdo foram descobertos (revisto por Lu & Fei, 2013).

Como mencionado anteriormente, este factor de restricdo pertence a familia das
desaminases de citidinas, apresentando especificidade para o DNA de cadeia simples,
interferindo na replicacdo do genoma viral (Kim et al., 2014).

Tal como acontence com os restantes membros da subfamilia APOBEC3, esta
tem um dominio curto de hélice a, um dominio catalitico ¢ um pseudocatalitico ¢ um
péptido ligante. O dominio catalitico apresenta HXE-(X)27.2-PCX5.4-C. No entanto,
apenas nas APOBEC3B, APOBEC3G e APOBEC3F esta estrutura estd duplicada. A
ligacdo da APOBEC3G ao 4acido nucleico esta relacionada com os seus dominios
desaminase. Apesar de ser cataliticamente inactivo, o0 dominio N-terminal é relevante na
encapsidacdo viral e na ligacdo ao RNA viral. Enquanto que o dominio C-terminal é
cataliticamente activo favorecendo a ligacdo ao DNA de cadeia simples (Goila-Gaur &
Strebel, 2008).

4.4.3 — Restri¢do de Vif induzida por APOBEC3G

A inibicdo da replicagdo do HIV-1 resulta da indugéo de uma hipermutagéo no
genoma viral, que ocorre em uma fase inicial da transcricdo reversa. Para que a
APOBEC3G iniba a infecgdo viral é necessaria a sua integracdo nos virides podendo
induzir hipermutacdo no genoma viral quando o virus infectar uma nova célula (Strebel,
2005).

Através da interaccdo com RNA viral, as proteinas APOBEC3G séo
incorporadas nos virides formados através da interaccdo com Gag (Guha & Ayyavoo,
2013). Na auséncia de Vif, uma proteina com cerca de 23kD (caracteristica necessaria
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para a producdo de virus infecciosos) (Goila-Gaur & Strebel, 2008) a APOBEC3G
catalisa a desaminacéo de citidina em uracilo de (-)DNA durante a transcri¢ao reversa,
verificando-se hipermutagdo de guanina para adenina (Pillai, Wong, & Barbour, 2008).
Esta hipermutacdo resulta na inactivacdodo genoma viral,conduz a producdo de virides
defeituosos no proximo ciclo replicativo, ou por outro lado, pode tornar o genoma viral
ndo viavel em apenas um ciclo replicativo, o que resulta da degradacdo do genoma na
célula-alvo (Strebel, 2005).

Inicialmente a funcdo da APOBEC3G foi descrita como uma extensa mutagéo
no genoma viral devido a ja referida hipermutacdo. Descobertas recentes revelaram que
APOBEC3G desaminase-deficiente exerciam uma accao inibidora viral consideravel,
concuindo-se que esta accdo inibidora poderia ser através de uma actividade
desaminase-independente. Um estudo realizado por comparacdo com APOBEC3G
selvagem e APOBEC3G desaminase-deficiente concluiu que a accdo antiviral de
APOBEC3G desaminase-deficiente foi significativamente menor do que APOBEC3G
selvagem, o que significa que para a inibi¢do viral do HIV-1 Vif-deficiente eficaz é

necessaria APOBEC3G cataliticamente activa (Miyagi et al., 2007)

4.4.4 — Inibicao da accgéo de restricdo de APOBEC3G por Vif

A proteina Vif tem a capacidade de neutralizar a acc¢do de resticdo da
APOBEC3G através do recrutamento de um complexo de ubiquitina-ligase E3-Culina
5-Elongina B/C-RBX2, o que leva a degradacéo proteolitica de APOBEC3G em células
infectadas, reduzindo a incorporacéo de virides (Harris et al., 2012).

Alguns estudos revelaram que a proteina Vif apesar de dispensavel para algumas
linhagens de células T é indispensavel para outras (Harris et al., 2012) normalmente
para a replicacdo do HIV-1 em células T primarias, macrdéfagos, células dendriticas,
monacitos e em células de linhagem linfoide tais como CEM e Hut78, designadas de
ndo permissivas. Por outro lado, a sua accdo € dispensavel em linhagens de células T
como CEM-SS, Jurkat e SupT1 designadas de permissivas (Moris et al., 2014). As
células do tipo permissivas, apresentam o fenotipo que permite a replicacdo de HIV-1
Vif-deficiente. Ja as células ditas ndo permissivas produzem um factor hospedeiro capaz
de inibir a replicagdo de HIV-1 Vif-deficiente, inicialmente designado por CEM-15,
conhecido actualmente como APOBEC3G (revisto por Goila-Gaur & Strebel, 2008).
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Quando o gene funcional vif estd ausente, os virus apresentam uma reduzida capacidade
de replicacdo em células ndo permissivas, ao contrario do que se verifica em virus
selvagens (Goila-Gaur & Strebel, 2008).

As células resultantes da fusdo de células permissivas e ndo permissivas
apresentam o fendtipo das ndo permissivas, 0 que sugere a existéncia de um factor de
restricdo dominante. Facto que levou a identificacdo do factor de restricio APOBEC3G
em determinadas células ndo permissivas. A expressdo deste factor de restricdo em
células T permissivas permitiu que passassem a ndo permissivas para a replicacdo do
HIV Vif-deficiente (Harris et al., 2012).

A forma como Vif neutraliza a APOBEC3G pode ser efectuada através de
mecanismos distintos (Figura 13). Assim, através da inibi¢do da traducdo por ligacdo ao
mMRNA da APOBEC3G, e consequentemente, diminuir a sintese desta proteina.
Também, através da sua ligacdo a APOBEC3G pode induzir degradacdo proteolitica
(Henriet et al., 2009), ou seja Vif ao ligar-se a APOBEC3G recruta o complexo de
ubiquitina-ligase E3 que contém Culina 5- e Elongina B/C-RBX2, e que induz a
poliubiquitinacdo de APOBEC3G e, em seguida, a degradacdo da mesma (Guha &
Ayyavoo, 2013). Por ultimo, através da competicdo com APOBEC3G pela ligacdo a
componentes virais, Vif pode inibir a integracdo de APOBEC3G nos virides (Henriet et
al., 2009), reduzindo a capacidade desta proteina restringir a replicacdo viral (Kim et al.,
2014).

Vif de HIV apresenta uma ac¢do inibidora ineficaz contra as proteinas
APOBEC3 de macaco, rato e gato. Apesar deste facto, as APOBEC3 humanas e de
macaco podem ser inibidas por Vif de SIVsmm e SIVmac, dada a sua elevada

actividade (Hatziioannou & Evans, 2012).
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Figura 12 — Neutralizagdo de APOBEC3G induzida por Vif. (Retirado de: Henriet et al.,
2009)

Vérios dominios funcionais da proteina Vif estdo associados a ligagdo entre o
complexo ubiquitina-ligase E3 e o factor de restricio APOBEC3G. O dominio SOCS-
box tem afinidade para o complexo elonginaB/C e inclui os motivos Cullin-Box e BC-
box. A elongina C liga-se, através de ligacdes hidréfobas, a sequéncia *** SLQ (Y/F)
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LA '*° localizada na regido C-terminal do motivo BC-box. Na regido C-terminal da
elongina B interagem a Culina5 e o motivo *** PPLP '* e de Vif contido na Cullin-box.
Quanto ao dominio HCCH localiza-se no seguimento do motivo BC-box e medeia a
interaccdo de Culina 5. O dominio de ligacdo da APOBEC3G localiza-se na regido nao
linear da extremidade N-terminal. Este contém o motivo * DRMR ' que interage com a
sequéncia (128-130) de APOBEC3F e o motivo “YRHHY * que tem um papel
funcional importante na interagdo com APOBEC3G (Figura 14) (da Costa et al., 2014).
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Figura 13 — Estrutura dos dominios funcionais de Vif de HIV-1. Representacdo da
ligacdo ao complexo ubiquitina-ligase E3 e factores de restricdo APOBEC3G e
APOBEC3F (Retirado de: da Costa et al., 2014)

O factor de transcrigdo proteossomico CBFf foi identificado em estudos como
uma proteina associada a Vif, que somente na presenca de Vif se associa ao complexo
de ligase E3. Foi demonstrado em estudos knockdown que CBFp ¢é crucial para a
estabilidade de Vif e degradagédo de APOBEC3 nas células do hospedeiro. (Harris et al.,
2012)

A purificacdo bioquimica do complexo tetramérico CBFp-Vif-ElonginaB/C
deveu-se ao factor CBFP. Este complexo tetramérico pode originar um complexo
hexamérico ao combinar-se com um dimero Culina5/RBX2 com accdo de

poliubiquitinacdo de APOBEC3G, o que poderd conduzir a degradacdo de Vif ou até
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mesmo do complexo Vif-Ligase E3-APOBEC3. A evolucdo no desenvolvimento de
farmacos destinados a promover a interrup¢do da interaccdo Vif-APOBEC3 podera
extinguir a replicacdo viral. Assim, uma nova classe de farmacos pode ser desenvolvida
com o intuito de suprimir a carga viral. (Harris et al., 2012)

O facto do HIV-1 apresentar uma enorme capacidade de evolugédo € sem duvida
um dos factores que permitem a sua resisténcia a imunidade do hospedeiro. De uma
forma geral, os virus com genoma RNA tém elevadas taxas de mutagcdo devido a
reduzida fidelidade da transcriptase reversa.(Pillai et al., 2008)

Com uma supressdo incompleta de Vif as concentracBes intracelulares de
APOBECS3 irdo aumentar apenas para exercer uma ac¢do intermédia na mutacdo do
genoma viral, que resulta em uma aceleragdo da evolucdo viral sem promover o0 seu
colapso. Esta supressao, quer seja completa ou incompleta, é considerada uma estratégia
terapéutica como alternativa as terapéuticas ja implementadas. Por outro lado, ha
evidéncias de que as estratégias terapéuticas envolvendo interacdo Vif-APOBEC3
podem, ao contrario do que seria desejado, beneficiar a evolugdo viral. Inibicdo
incompleta de Vif pode resultar numa incapacidade da defesa imunoldgica derivada da
rapida evolucdo de mutacdes, assim como na resisténcia a farmacos por parte de outros
membros de regime anti-retroviral. (Pillai et al., 2008)

Estudos bioguimicos e de mutagénese revelaram que niveis perto do fisioldgico
de APOBEC3G tém a capacidade de induzir a hipermutacdo no sentido 5’ para 3’
(Goila-Gaur & Strebel, 2008), por substituicio de TGG por TAA (coddo de
terminagdo), restringindo a transcrigdo viral Vif-deficiente em linhagens de células T
permissivas (Lu & Fei, 2013). A frequéncia desta hipermutacdo induzida por
APOBEC3G pode levar & produgdo de particulas virais ndo infecciosas (Hosseini &
Mac Gabhann, 2013).

Um trabalho experimental evidenciou caracteristicas da interagdo APOBEC3G e
0 HIV-1 demonstrando, com base em ensaios in vivo que, uma maior extensdo da
hipermutacdo viral promovida por APOBEC3G é directamente proporcional a
concentracgéo celular de APOBEC3G (Pillai et al., 2008).
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5 - Proteinas Virais Acessorias

Para contrariar a ac¢do bloqueadora, por parte dos factores de restricdo, o HIV-1
desenvolveu algumas estratégias de defesa baseadas em proteinas acessorias (Harris et
al., 2012). Os agentes virais utilizam comumente como estratégia de evasao a destruicdo
das proteinas envolvidas na defesa do hospedeiro, os ja referidos factores de restri¢éo
(Stanley et al., 2008).

Algumas evidéncias destacam a importancias das proteinas acessorias na
patogénese da infeccdo viral, uma vez que, estas contribuem para modificacdes no meio
celular facilitando a replicacdo viral. O genoma dos lentivirus codifica para diversas
proteinas acessorias como Nef, Vif, Vpr, Vpu e Vpx. No entanto, estas ndo sdo comuns
a todos os lentivirus. Nef e Vpr sdo especificas de lentivirus primatas (HIV-1, HIV2 e
SIV). Vpx é expressa apenas por HIV-2, SIVsmm e SIVmac. Vpu é expressa apenas por
HIV-1 e algumas estirpes de SIV (Roy et al., 2014).

A proteina acessoria Vpr com cerca de 14 kDa tem diversas ac¢Ges como, por
exemplo, induzir paragem do ciclo celular assim como da apoptose e intervém na
modulacdo da eficacia da transcricdo reversa (Guenzel, Hérate, & Benichou, 2014).

A proteina Vpu de 16 KDa €é produzida em conjunto com Env e desempenha um
papel importante como antagonista da tetrina. A Vpu apresenta como funcdes o
recrutamento do complexo ubiquitina ligase para mediar a degradacdo proteosomal e
poliubiquitinacdo e ajudar a libertacdo de particulas virais maduras. A Vpu ajuda a
manter a tetrina afastada dos locais de exocitose do virido, no entanto o mecanismo
exacto para este facto ainda nédo é totalmente conhecido. Alguns estudos revelaram que
a replicacdo do HIV é bastante sensivel ao IFN-a na auséncia da proteina Vpu, ¢ a
replicacdo eficaz depende de Vpu em tecidos linféides humanos infectados tanto in vivo
como ex vivo (Lu & Fei, 2013).

A proteinas acessOria Vpu € constituida por 81 aminoacidos e é uma
fosfoproteina intrinseca do tipo 1. E constituida por um dominio N-terminal curto, um
dominio transmembranar de 23 aminoacidos e um grande dominio C-terminal
citoplasmatico. As suas fungdes principais sdo evidenciadas durante a replicagdo viral
do HIV-1 ligando-se ao receptor CD4 para a degradacdo proteossomal e, finalmente,
favorecendo a libertacdo viral das células hospedeiras atraves da inibi¢do do factor de
restricdo tetrina. E por isso considerado como um factor-chave para a invaso viral do

sistema imune (Roy et al., 2014).
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Os lentivirus utilizam um complexo receptor para infectar as células
hospedeiras. O componente principal do complexo receptor ¢ CD4. E uma glicoproteina
intrinseca do Tipo | com 54Kda, expressa na superficie celular de linfocitos T help,
células da linhagem de mondcitos/macrdfagos e células progenitoras hematopoiéticas. A
infeccdo de células CD4+ por lentivirus resulta numa reduzida modulacdo, rapida e
constante, nos niveis de expressdo na superficie de CD4. A deplecdo de CD4 em células
infectadas é conseguida pela ac¢do das proteinas acessérias Nef, Vpu e Env, tendo a
ultima uma menor accdo. A proteina Nef é produzida imediatamente apos a infeccéo e
tem como alvo o receptor para a degradacdo lisossomal. Quanto a proteina Env
precursora gp160, liga-se a CD4 no reticulo endoplasmatico e bloqueando transporte de
ambas até a membrana celular. A proteina acesséria Vpu, como ja referido
anteriormente, atinge o receptor CD4 para a degradacdo proteossomal (Roy et al.,
2014).

A degradacdo de CD4 recém-sintetizado, induzida por Vpu, envolve multiplas
etapas, a ligacdo de Vpu a CD4 através dos dominios transmembranares, a retencdo de
CD4 no reticulo endoplasmatico, poliubiquitinacdo e, por fim, a sua degradacdo. Este
processo de degradacdo requer a integridade de duas fosfoserinas Ss,/Sse presentes no
motivo candnico DSCXXS presente na interior da extremidade citoplasmatica de Vpu,
envolvida numa interagdo com B-TrCP1 ou B-TrCP2, dois adaptadores para o complexo
ubiquitina-ligase SCF. O recrutamento do complexo SCFP™™P  resulta na
poliubiquitinacdo de CD4 em residuos de serina, lisina e treonina. A poliubiquitinacdo
de CD4 contribui para a retencdo do receptor no reticulo endoplasmatico, permitindo o
recrutamento do complexo ERAD VCP-UFDL1-NPL4 que leva a saida do reticulo e
consequente degradacdo (Figura 15) (Roy et al., 2014).

A proteina acessoria Vpx, encontrada exclusivamente em alguns virus como é o
caso de SIV e HIV-2, aumenta a infeccdo por HIV-1 em células dendriticas e
macrofagos, sendo também capaz de promover a acumulacdo de DNA. (Lu & Fei,
2013).
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Figura 14 — Factores de restricdo na infeccdo por HIV-1 e seus antagonistas.(Retirado

de: Blanco-Melo, Venkatesh, & Bieniasz, 2012)

A patogénese da infeccdo pelo HIV-1 esta relacionada com o nivel de replicacéo
viral e refere-se a diversos factores especificos do virus e da célula hospedeira. A
actividade dos produtos codificados e pelos seus genes afectam a entrada do virus e 0s

eventos posteriores a essa entrada (Kim et al., 2014).
Os processos de mutacdo e recombinacdo viral do HIV-1 tém como efeito

promover a diversidade genética entre as varias variantes do virus e assim permitir uma

adaptacdo mais rapida (Kim et al., 2014).
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6 - Anticorpos monoclonais com accéo antiviral

Actualmente, sdo produzidos anticorpos monoclonais que reconhecem 0s
epitopos de diversos virus, gragas aos avancos na biotecnologia e biologia celular,
permitindo o desenvolvimento de terapéuticas menos imunogénicas, mais seguras € ao
mesmo tempo mais eficazes. Deste modo, 0s anticorpos monoclonais surgem como uma
nova classe de medicamentos bioldgicos em areas como oncologia e nas doencgas auto-
imunes e inflamatorias, sendo que no campo das doengas infecciosas a sua utilizacao
ainda ndo esta desenvolvida (Flego et al., 2013)

Diversos mecanismo de ac¢do podem ser atribuidos aos anticorpos monoclonais
com actividade antiviral. Estes podem bloquear a interacdo do receptor de ligacdo a
proteinas da superficie viral. Podem também, através da interferéncia com as alteracfes
conformacionais necessarias a fusdo da membrana, neutralizar a infeccdo viral na
superficie celular ou no interior de endossomas, como no caso do HCV (Flego et al.,
2013). As alteracGes conformacionais resultantes da interacdo entre a proteina gp120 da
superficie do envelope viral com o receptor CD4, leva a exposicao de locais de ligacdo
aos co-receptores CCR5 ou CXCR4. Consequentemente, também sdo sentidas
alteracbes adicionais na proteina gp4l (Flego et al., 2013). Actualmente, decorrem
investigacOes utilizando anticorpos monoclonais dirigidos contra o co-receptor CCR5,
como é o caso de CCR5mAb004 e PRO 140 (Murga, Franti, Pevear, Maddon, & Olson,
2006)

Um exemplo desses anticorpos é o lbalizumab, um anticorpo monoclonal
humanizado que tem a capacidade de se ligar ao receptor CD4. Apesar de ndo inibir a
ligagdo da proteina gp120 ao receptor CD4 pode, por alteracfes conformacionais apos
esta ligacdo, impedir a interagcdo do complexo gp120-CD4 com os co-receptores CCR5
ou CXCR4 (Song et al., 2010)

Os virus desenvolveram mecanismos como defesa a acc¢do dos anticorpos
monoclonais, como por exemplo a glicosilagéo do receptor viral. Pelo facto dos hidratos
de carbono serem pouco imunogénicos, a resposta por parte de linfocitos do tipo B é
evitada (Flego et al., 2013)
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Concluséao

Este trabalho teve como objectivo perceber de que forma a célula hospedeira
responde a infeccdo por HIV-1.

Concluiu-se que, de entre os factores de restricdo abordados neste trabalho, a
proteina APOBEC3G é a que parece ser mais eficaz contra a infeccéo pelo HIV-1. Esta
desaminase de citidina também inibe SIV, hepadnavirus, virus da leucemia murina,
virus do tumor mamario de ratinho, virus da anemia infeciosa equina e, também, em
retrotransposoes.

A APOBEC3G tem como antagonista uma proteina viral acessoria Vif. Na
infeccdo pelo HIV-1, e na auséncia de Vif, o factor de resticio APOBEC3G ¢
incorporado nos virides formados catalisando a desaminacéo de citidina de DNA. Induz
assim uma hipermuta¢do no sentido 5’ para 3’ que restringe a replicacd viral do HIV-1
Vif-deficiente em linhagens de células T permissivas. Em contra-partida, Vif pode inibir
a APOBEC3G por mecanismos distintos como: a inibi¢do da sua traducédo, inducéo da
sua degradacdo proteolitica ou por competicdo pela ligacdo a componentes virais.

A interaccdo APOBEC3G-Vif é alvo de investigacdo terapéutica anti-retroviral,
no entanto é necessaria prudéncia neste campo, visto que a interacdo APOBEC3G-Vif
ao contrario do que seria desejado pode favorecer a evolucdo viral, uma vez que a
inibicdo incompleta de Vif pode resultar numa incapacidade da defesa imunoldgica
derivada da répida evolucdo de mutagbes, assim como na resisténcia a farmacos por

parte de outros membros de regime anti-retroviral.
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