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Resumo

A proteina acessoria do HIV-1 Vpr ativa ATR induzindo um estresse replicativo do
DNA. A ativacdo de ATR resulta num prolongamento da fase G2 do ciclo celular e
termina induzindo a célula entrar em apoptose. No presente estudo investigou-se a fungdo
do sistema ubiquitina/proteassoma no contexto da atividade de Vpr. Reporta-se que esse
sistema essencial para Vpr disparar o ponto de checagem de dano ao DNA na fase G2.
Também investigou-se em detalhes as E3 ligases manipuladas por Vpr nesse processo.
Foi encontrado que Vpr se liga a DCAF1, uma subunidade de Cul4-A/DDB1 E3 ligase.
MutacBes no dominio C-terminal da Vpr(R80A) mutante, a qual é capaz de se ligar a
DCAFL1, é incapaz de realizar a ativacdo do ponto de checagem do ciclo celular e possui
um carater dominante negativo. Em contraste, a mutacdo Q65R, na cadeia rica em leucina
de Vpr inibe a interacdo com DCAF1, resultando numa forma inativa de Vpr; portanto,
considerar-se-ia, entdo, que essa interagdo € requerida porém ndo suficiente para Vpr
induzir o prolongamento de G2. Foi, entdo, proposto um modelo no qual Vpr recruta,
através do seu dominio C-terminal, uma proteina celular desconhecida para ser degradada

pelo sistema de ubiquitina- proteassoma e isto causaria o bloqueio do ciclo celular.



Abstract:

HIV-1 Vpr is a viral accessory protein that activates ATR through the induction of DNA
replication stress. ATR activation results in cell cycle arrest in G2 and induction of
apoptosis. In the present study, we investigate the role of the ubiquitin/proteasome system
(UPS) in the above activity of Vpr. We report that the general function of the UPS is
required for Vpr to induce G2 checkpoint activation. We further investigated in detail the
specific E3 ubiquitin ligase subunits that Vpr manipulates. We found that Vpr binds to
the DCAF1 subunit of a cullin 4a/DDB1 E3 ubiquitin ligase. The carboxyterminal
domain Vpr(R80A) mutant, which is able to bind DCAF1, is inactive in checkpoint
activation and has dominant-negative character. In contrast, the mutation Q65R, in the
leucine-rich domain of Vpr that mediates DCAF1 binding, results in an inactive Vpr
devoid of dominant negative behavior. Thus, the interaction of Vpr with DCAF1 is
required, but not sufficient, for Vpr to cause G2 arrest. We propose that Vpr recruits,
through its carboxy terminal domain, an unknown cellular factor that is required for G2-
to-M transition. Recruitment of this factor leads to its ubiquitination and degradation,

resulting in failure to enter mitosis.
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1. Introdugéo



1.1 A Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)

A infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), na maioria das vezes,
desencadeia a patologia conhecida como AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Humana). Esta
doenca é marcada pela progressiva diminuicdo das células CD4+ (células T auxiliares,
monacitos, macréfagos e células dendriticas) e aumento na viremia, principalmente nos estagios
finais da infecgdo (Figura 1 A e B) [2]. A consequéncia direta da patologia é uma deficiéncia da
elaboracdo da resposta imunoldgica mediada pelas células T auxiliares (Linfocitos T CD4+)
provocando uma perda da capacidade de responder ao ataque de outros parasitas ou mesmo ao
cancer. Por causa disso 0s pacientes aidéticos sdo mais suscetiveis a infec¢fes oportunistas
causadas por: virus, bactérias, fungos e protozoérios e, frequentemente, desenvolvem doencas
como a pneumonia decorrente da infeccdo por Pneumocystis carinii, criptosporidiase, encefalite
por Toxoplasma Gondii e alguns tipos de neoplasia, como sarcoma de Kaposi e linfoma néo
Hodgkin [3]. Além do mais, cerca de 5 a 10% destes pacientes desenvolvem doencas
neurodegenerativas, tais como: Alzheimer e deméncia, provavelmente em decorréncia de

mecanismos apoptoticos desencadeados pelo HIV [4, 5].
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Figura 1. Resposta imunoldgica e estagios clinicos da infec¢do pelo HIV (Adaptado de [2]). Dentre os

aspectos técnicos que envolvem a AIDS: a queda de Linfécitos T CD4+ (LT-CD4+), 0 aumento da carga
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viral e perda da imunidade celular e humoral sdo os principais marcadores do avango da doenca. A)
Acompanhamento dos niveis de LT-CD4+ no sangue periférico de pacientes infectados pelo HIV. Nas
primeiras semanas ocorre uma queda abrupta nos niveis de células CD4+ que coincide com um aumento
da viremia (comparar painel A e B), acredita-se que essa queda inicial seja uma consequéncia direta do
efeito citopatico provocado pela infeccdo do HIV. A recuperagdo do sistema imune observada logo apés a
soroconversdo ocorre em decorréncia da sua sensibilizacdo. Com o passar do tempo o HIV provoca uma
gradativa deplecdo dos LT CD4+ e, consequentemente, provoca uma imunodeficiéncia, a chamada AIDS.
B) Dinamica da viremia e resposta imunoldgica. Ap6s 0 primeiro contato com o0 virus 0 organismo
comega a produzir anticorpos capazes de neutralizar a agdo do HIV, entretanto o virus provoca a morte
das células infectadas. Ele consegue escapar da resposta imunolégica gracas a sua alta taxa de mutagdo. O
efeito, em longo prazo, é um esgotamento do sistema imune de tal forma que o individuo vai perdendo a

capacidade de responder a infec¢fes oportunistas, e assim, evolui para um quadro conhecido como AIDS.

1.2 Epidemiologia e Avangos no Combate a AIDS.

Em 1984, quando o HIV comecou a ser entendido, o prognostico era de que em dois anos
haveria uma vacina eficaz contra o virus [6], entretanto, de 14 para ca pouca coisa mudou nesse
sentido. Dados epidemioldgicos de 2007 [7] mostraram que o0 nimero de pessoas vivendo com o
HIV-1 em todo o mundo chega a 32 milhGes e que se somados ao niumero de 6bitos, o total de
casos acumulados poderia estar proximo dos 60 milhGes de pessoas[8]. O estudo também
mostrou que o nimero de casos nunca estabilizou-se ou parou de aumentar. Diariamente séo
registrados cerca de 6.800 novos casos, 0 que demonstra que a pandemia continua sem controle.
Atualmente as noticias mais animadoras ddo conta que o numero de mortes estdo diminuindo nos
ultimos dois anos, mas essa diminuic¢do ainda é muito timida, pois o HIV continua matando mais
de dois milhdes de pessoas por ano. [8].

No ano de 2007 a gigante farmacéutica Merck anunciou o fim do projeto V520 que
utilizava particulas do Adenovirus 5, um tipo de virus de resfriado, que carregava genes do HIV-
1. Acredita-se que uma imunidade longa e eficiente contra o HIV deva ser mediada por uma
resposta imune controlada por células T[6]. A V520 pretendia fazer isso expressando as
proteinas estruturais do HIV e Nef, de maneira que 0s epitopos virais seriam expostos na

superficie celular via MHC de classe | 0 que teoricamente provocaria uma sele¢do clonal de
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células T citotoxicas especifica para o retrovirus[6]. As causas da falha desse projeto ainda estdo
sob analise, porém, especula-se que um dos principais motivos foi a escolha de um vetor viral, o
qual a maior parte da populagdo ja possui imunidade: um virus de resfriado comum . Outras
vacinas encontram-se em fase de teste, porém até o momento, a AIDS é considerada uma doenca
incuravel sem perspectivas de cura a curto prazo [6, 9].

Incurdvel porém tratavel, os avancos das pesquisas cientificas tém resultado numa
melhoria na qualidade de vida dos pacientes aidéticos. Tais avancos sdo frutos dos esforgos de
diversos grupos de pesquisa nas mais variadas areas do conhecimento que, em conjunto,
permitiram o desenvolvimento de uma terapia anti-retroviral altamente ativa, popularmente
conhecido como coquetel anti-AIDS, capaz de inibir a replicagéo viral ao ponto da carga viral
atingir niveis indetectaveis. Porém, esses medicamentos ndo conseguem eliminar 0s
reservatorios, e, na auséncia de medicacédo, a viremia volta a crescer [10]. Para se chegar a cura,
ainda dependemos do entendimento dos mecanismos patogénicos do virus e do funcionamento

do sistema imunoldgico [8].

1.3 O Virus da Imunodeficiéncia Adquirida

O HIV é um retrovirus do género lentiviridae que engloba os virus HIV, SIV (Virus da
Imunodeficiéncia Simiana) e FIV (Virus da Imunodeficiéncia Felina). Desse grupo se destacam
os chamados lentivirus de primatas: HIV-1 e HIV-2 - por serem os causadores das AIDS - e SIV
pela sua semelhan¢a com o HIV[11].

Desde a descoberta do HIV muitos estudos foram focados na origem desse virus. Esses
estudos sdo baseados na sequéncia de DNA dos provirus, sua distribuicdo geografica e sua
ocorréncia em populagdes de macacos na Africa. Eles também ddo suporte ao aparecimento dos
diversos grupos que cada um desses tipos de HIV possuem. Apesar do grande nimero de teorias
controversas, acredita-se que O HIV-2 originou-se do SIVsm (SIV originario de Cercocebus
atys, ou, “sooty mangabeys”) e que o HIV-1 originou-se do SIVcpz (SIV que infecta chipanzés,
ou, Pan troglotydes troglotydes) [12].

A explicacdo para a existéncia das diferentes classificagfes de HIV, sugere que cada um

dos casos representa um determinado momento na histéria, em que o virus proveniente do
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macaco (SIV) conseguiu tornar-se replicante competente nos seres humanos. No caso do HIV-1
isso aconteceu cerca de trés vezes (grupos M,N e O), ja o HIV-2 possui nove grupos que vao de
A até H. Ndo se sabe o0 porque mas o0 responsavel pela atual pandemia é o HIV-1, sendo que o
grupo M e seus subtipos (de A até K) foi o que mais contribuiu para a disseminacao do HIV pelo
mundo[12].

Estruturalmente o HIV se organiza em um envoltério lipoglicoproteico, denominado
envelope, que recobre o capsideo (Figura 2). O envelope apresenta na sua parte externa projecoes
contendo trimeros, formados pelas glicoproteinas gp120 e gp4l. A gpl20 localiza-se
externamente ao virion estendendo-se por meio da gp41 na regido hidrofébica do envelope viral
[13]. O envelope se apdia no capsideo através da matriz (MA) que o reveste, ou, pl7, essa
proteina é responsavel pela integridade viral e pela a incorporacdo das proteinas no virion
maduro[11, 14].

O capsideo possui formato conico, tipico de lentivirus, constituido principalmente pela
proteina do capsideo (CA) p24. O material genético é composto por duas fitas de RNA positivo
que fica armazenado no interior do capsideo (nucleocapsideo). Trés importantes enzimas
encontram-se associadas as duas moléculas de RNA, a RT, a integrase (IN) e a protease (PR)
[15] (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo esquematica do virus da Imunodeficiéncia Humana, HIV-1(figura sem crédito de
autoria). O HIV-1 é envolto por um envelope de natureza lipoprotéica herdada da membrana plasmética celular
durante o brotamento viral. Por causa disso pode ser encontradas proteinas de membrana do hospedeiro no envelope,
como é o caso do MHC de classe | e de classe Il e at¢ mesmo CD4. O envelope cobre um capsideo protéico que

carrega além de proteinas virais tais como RT e IN que serdo necessarias nos primeiros momentos da infecdo e o

genoma do virus em forma de RNA estabilizado pelo nucleocapsideo. [3].

O genoma do HIV-1 tem aproximadamente 9,8 Kb constituindo-se de nove genes (Tabela
1) , sendo: trés estruturais gag, pol e env, dois regulatorios, tat e rev, e quatro acessorios, nef,
vpu, vpr e vif. Os promotores virais se encontram nas extremidades 5’ e 3’ na forma de longas
sequéncias repetidas, ou, LTRs (Long Terminal Repeats Sequences) (Figura 3)[14, 16]. Essa
regido também é importante no reconhecimento da integrase (IN) no momento da integragdo do
virus[17]. Outras proteinas atuam em diferentes estagios da patogénese do HIV conferindo-lhe

uma replicacdo eficiente.

LTR Vif Vpu Env Nef

Gdg Pol ‘J:pr

Figura 3. Estrutura genémica do virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1). Os genes gag, pol e env (barras

Tat

lilds, azul e verde respectivamente), codificam proteinas estruturais. Os genes tat e rev (barras roxas e laranjas
respectivamente) codificam proteinas regulatérias. Os genes nef, vif, vpr e vpu (barras vermelhas, cinzas, amarelas,
rosas e azul claras, respectivamente) codificam proteinas acessérias. Nas terminaces 3’ e 5°, encontram-se as

seqliéncias repetitivas longas, chamadas de LTRs [18].

Tabela 1. Genes do HIV-1 e as proteinas codificadas por eles.

Gag Gene P2 oteina > PTORMa uo uapmdegaﬁéw Cictofitima ™A™
pl7 (kDa) » Proteina Matriz (MA), por miristol auxilia Gag para
Gag p24 > PRSTLIAR foERRLaLE S R Cis HHasR
pl7 § BF8{SFH8 ﬂﬁ%?ﬁ?‘éﬂ/ﬁ&)m’?‘miristol auxilia Gag para
P9 > TRIEMRTGIaR 18 R) At BsHiRi p yotamento,
p6 > BISEANR S0 orRia BERRIACGS10L
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Transcriptase Reserva p66, p51 > Responsavel pela transcrigdo reversa, com funcao
de DNA polimerase.
RNA dependente, RNAse H e DNA polimerase —
DNA dependente.
Protease pll > Realiza o0 processamento das poliproteinas

precursoras virais.

Integrase p32 > Realiza a integracdo do DNA proviral.
Envelope (Env) gpl160 » Clivada no reticulo endoplasmatico em gp120(SU) e
gp41(TM).
* gpl20 se liga a CD4 e ao receptor da quimiocina
(CCR5 e CXCR4).

e Gp4l medeia fusdo com a membrana
citoplasmatica.

e Contém elementos responsivos a0 RNA (RRE)

que liga a Rev.
Ativador transcricional pl4 » Liga-se a regido de ativagéo transcricional (TAR).
(Tat) * Associa-se ao W da ciclina T1 e CDKk9.
* Aumenta a extensdo da RNA Pol II.
Regualador da expressao pl9 » Liga-se ao RRE.
viral (Rev) * Inibe o splicing do RNA viral.

* Exporta RNA spliced incompleto do nucleo.
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>

Fator de regulacéo p27 » Modulacdo de CD4/MHC 1.
negativa (Nef) * Bloqueia apoptose.

* Aumenta a infectividade viral.
Fator de infectividade p23 »  Supera os efeitos inibitdrios da célula do hospedeiro.
viral (Vif) * Estabiliza o complexo RT.

* Aumenta a infecciosidade viral.

*Auxilia a sintese do DNA proviral e/ou

empacotamento viral.

Proteina viral “R” (Vpr) p15 > Retarda a fase G2.

* Facilita a infecgdo de Macrofagos.
Proteina viral “U” (Vpu) pl6 » Promove a degradacdo de CDA4.

* Auxilia a liberacdo do virus.

1.4 O ciclo de vida & infec¢éo do HIV

De modo semelhante a qualquer virus, o HIV precisa infectar uma célula para completar
seu sucesso replicativo. Especialmente no caso dos retrovirus, para completar seu objetivo, eles
precisam percorrer um longo caminho que comeca pela entrada na célula, formagdo do provirus
no citoplasma até chegar ao nucleo da célula onde integram seu material genético [15]. A seguir,
sera proporcionada uma visdo geral dessa longa jornada percorrida e os diferentes mecanismos
usados pelo HIV-1 (Figura 4).

A infecgdo da célula hospedeira inicia-se pelo reconhecimento do receptor viral CD4 pela
gpl120 do envelope do HIV. Em conseqiiéncia das mudangas conformacionais induzidas pela
ligacdo CD4-gpl20 uma outra glicoproteina também presente na superficie viral, a gp41,
reconhece um segundo tipo de receptor (os chamados receptores de quimiocinas: CCR5 e
CXCR4) que da inicio a fusdo das membranas do envelope viral e da membrana plasmaética do
hospedeiro [19]. Esse fusionamento permite que o capsideo viral alcance o citoplasma. Uma vez
dentro da célula, o virus desmonta o capsideo com a ajuda de proteinas celulares e virais, como a
ciclofilina “A” [20], Nef e Vif [21] [22].

Apbs a desmontagem do capsideo, forma-se um complexo denominado “complexo de
pré-integracdo” (PIC) que envolve as moléculas de RNA viral, molécula de tRNA(3)Lys e as
proteinas virais: RT, IN, MA, nucleocapsideo, proteina viral R (Vpr), Vif e um grupo de
proteinas do hospedeiro, HMGI(Y), ligada ao DNA [23]. Uma vez sintetizada a dupla cadeia de
DNA (provirus) pela RT, o PIC se move em direcdo ao nucleo usando a rede de microtdbulos da
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celula. Neste processo, a interagdo de Nef com a proteina celular Vav (fator de intercdmbio de
guanina, GEF) desencadearia uma série de fungdes efetoras culminando com o reordenamento
do citoesqueleto, facilitando a migragdo do PIC para o nucleo [24].

Uma vez na vizinhanga do nucleo, o PIC deve enfrentar outro obstaculo: atravessar um
poro nuclear significativamente menor que o seu tamanho. Neste processo, algumas proteinas
virais teriam um papel chave. As proteinas virais IN, MA e Vpr que estdo envolvidas neste
fendmeno, possuem um sinal de localizagdo nuclear (NLS) que € reconhecido pelas importinas a
e b, membros da via classica de importacdo de proteinas para o nucleo[23] [25] [26].

Uma vez incorporado ao genoma do hospedeiro a transcricdo do DNA viral é dirigida
pelo 5’ LTR, o qual possui seqiiéncias promotoras, como “TATA-box” e 3 sitios SP1. Por outro
lado, acima destas sequiéncias encontram-se sitios para a ligacéo de fatores de transcricdo, como
NF-kB e NFAT[16]. Além disso, 0 HIV-1 pode auto transativar-se: a ciclina T1 se liga a Vpr e
Tat para formar um complexo, interage com “dominio de transativacdo” presente no LTR. Essa
conjugacéo termina recrutando a cinase celular dependente de ciclina 9 (Cdk9) e, conjuntamente
com o fator “b” de elongacéo positivo (P-TEFb), leva a fosforilacdo do dominio C-terminal da
RNA Polimerase Il para potencializar transcricdo dos genes sob controle do LTR viral[27, 28]
[29] e [30].

Env Gag
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Figura 4. Ciclo infeccioso e fatores celulares que promovem ou inibem a replicagdo do virus HIV-1.
Ancoramento - fusdo: a entrada do virus é mediada pela ligacdo da gp120 ao receptor celular CD4, o que induz
mudancas conformacionais na glicoproteina viral, facilitando a fusdo do outro componente do envelope, a gp41 com
0 co-receptor CCR5 ou CXCR4. Desencapsidizacdo - transcricdo reversa: uma vez liberado no citoplasma, a
particula viral se desencapsida e 0 RNA sofre transcri¢ao reversa, gerando um DNA dupla fita. Entrada no nucleo: o
DNA dupla fita junto com proteinas virais (IN, Vpr) e outras proteinas celulares, formam o complexo de pré-
integracdo (PIC), o qual migra para o ndcleo. Integracdo: O DNA viral integra no genoma da célula hospedeira.
Transcricdo e Saida dos RNAs mensageiros: a transcricdo do DNA proviral realizada pela RNA polimerase 11
celular origina transcritos que sdo total, parcialmente e ndo processados. Posteriormente, todos os transcritos
independentemente de ser processados ou ndo sdo exportados para o citoplasma, processo mediado em alguns casos
pela proteina Rev. Tradugdo, encapsulacéo e brotamento: os transcritos sdo traduzidos por ribossomos no reticulo
endoplasmaético, gerando as poliproteinas Gag, Gag-Pol e Env e proteinas como Nef, Vif, Vpu. Posteriormente, 0s
componentes dos virions sdo envelopados ocorrendo o brotamento viral por um processo de fusdo com a membrana
celular. Os fatores celulares que influenciam as diferentes etapas do ciclo infeccioso do HIV (fatores positivos (+) e
negativos (-)), estdo indicados ap6s cada passo na replicacdo viral. A proteina REF-1 bloqueia a infec¢cdo do HIV-1
apos entrar na célula de alguns macacos. O fator CEM-15 (APOBEC) pode modificar o RNA gen6mico viral, sendo
inibido pela proteina viral Vif. Os fatores celulares CD4, CXCR4, CCR5, Ciclina T-1, CRM-1 e TGS-101

promovem a replicacdo viral [31].

1.5 A Proteina Viral R

Os genes acessorios, embora dispensaveis para replicacdo viral in vitro, sdo essenciais
para o sucesso replicativo in vivo e desempenham um papel fundamental no desenvolvimento da
doenca. Vpr se destaca por desempenhar um papel critico na infeccdo, replicagdo e patogénese
viral[17, 32]. Este gene codifica uma pequena proteina, com 14kDa e 96 aminodcidos,
inversamente proporcional a sua versatilidade. A sua estrutura € composta de uma extremidade
N-terminal flexivel, seguida de 3 hélices rigidas intercaladas por 2 loops, terminando numa
cauda C-terminal flexivel [33] [34] (Figura 5 B). Justamente pelo tamanho reduzido e suas duas
regides nucleofilicas, uma formada pelas a-hélices e outra na por¢cdo N-terminal, € possivel
encontrar esta proteina no nucleo celular logo apds a infecgéo [35].

O estudo das seqiéncias de residuos de aminoacidos de Vpr entre os diferentes lentivirus
de primatas indicam que certos dominios permanecem altamente conservados, como por

exemplo: na 3% hélice ha regido rica em leucina (LR) — residuos 55 para 77 - e na porgéo C-
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terminal uma sequéncia de aminoacidos denominada “HSRIG” presentes tanto em HIV-1ni4-3
quanto HIV-2rop € SI1Vmac23e. (Figura 5A)[36, 37]. No passado foi descoberto que a chamada
regido LR funciona como o ponto de ligagdo com um fator celular associado a Vpr, a entéo
denominada proteina ligante de Vpr (VprBP, ou, DCAF1), entretanto a funcdo do dominio
HSRIG ainda ndo esta completamente compreendida. Estudos mais recentes demonstram que
mutacdes nos aminodcidos 65 ou 80, respectivamente, posicionados no centro dos dominios LR
e HSRIG séo capazes de inibir algumas das fungdes de Vpr[38-40], indicando que esses

dominios possam ser conservados em decorréncia da sua funcdo na patogénese.

A.
MEQA-———-- P EDQGPOREPY NEWTLELLEE LKSEAVRHFP RIWLHNLGRH

MAEAPTELPP VDGTPLREPG DEWIIEILRE IKEEALKHFD PRLLIALGKY
MEER----PP ENEGPQREPW DEWVVEVLEE LKEEALKHFD PRLLTALGNH

*G5* *80*
IYETYGDTWA GVEALIRILQ OLLFIHFRIG OQRRARNG—A
IYTRHGDTLE GARELIKVLQ RALFTHFRAG GGNPLSAIPT
IYNRHGDTLE GAGELIRILQ RALFMHFRGG GGNPLSAIPP

SRS— HIVInLs3 : 7 ¥
PRNMQ HIV2rop
SRSML SIVmac239

B.

Figura 5. Alinhamento e Estrutura de Vpr [41] (adaptado). Em verde estdo representadas as regides
flexiveis de Vpr; e em plrpura, azul e laranja estdo, respectivamente, a 1%, 2% e 3 hélices. A) Vpr é um gene
presente em todos lentivirus de primatas, bastante preservado tanto na sua seqUéncia de residuos de
aminoécidos quando da funcionalidade. E sabido que os dominios destacados nas caixas vermelhas, LR e

HSRIG, séo essenciais para o efeito de Vpr sobre o ciclo celular[37]. B) A sobreposi¢do de 15 diferentes
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clones de Vpr sugerem que a forma da proteina é determinada pela rigidez e conservagdo das suas hélices

ja a extremidades C e N terminais ndo possuem uma forma bem definida[41].

A proteina Vpr é empacotada dentro da particula viral: durante a montagem do virus Gag
seqliestra Vpr do citoplasma e carrega para o interior do virus que estd sendo formado. Isso é
extremamente importante porque durante o ciclo replicativo do HIV, Vpr comeca a desempenhar
funcOes antes mesmo de comecar a expressao dos genes virais[14]. Por exemplo, Vpr auxilia na
fidelidade da transcriptase reversa - estudos dao conta que na falta de Vpr o acimulo de erros
provocado por RT aumenta em até 18 vezes[42].

Como todos genes acessorios, Vpr ndo é essencial para a replicacdo do HIV in vitro. Isso
poderia sugerir que esse gene € meramente um resquicio evolutivo e que somente teve
importancia fisiologica no ancestral do HIV. Entretanto é importante ressaltar que ensaios in
vitro sdo extremamente simplificados e ndo possuem os desafios que sistemas in vivo
proporcionam, como por exemplo: a pressdo do sistema imunologico. Em um estudo que testava
uma vacina em chipanzés feita com virus Vpr truncado mostrou que em pouco tempo a
sequiéncia selvagem de Vpr foi restaurada. Essa foi apenas a primeira evidéncia que indicaria que
Vpr seria importante para o sucesso replicativo do HIV[43]. Em humanos a relevancia
fisiologica de Vpr ficou bastante evidente apds a infeccdo acidental por um trabalhador que
utilizava as mesmas amostras do estudo citado anteriomente: ele obteve o0 mesmo tipo de

restaurac@o dois anos depois [44].

1.6 Vpr e patogénese da AIDS

Como dito anteriormente a Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida caracteriza-se por
uma deterioracdo progressiva do sistema imune causada principalmente pela perda de linfocitos
CDA4+ seguida do aumento da carga viral[45, 46]. Entretanto, os motivos para tal deplecéo e o
porqué do Virus da Imunodeficiéncia Humana causar a doenga, sdo topicos das mais diversas
especulacOes e hipoteses. Dentre as diferentes linhas de raciocinio, podem ser citadas as que se
baseiam num mecanismo patogénico direto [47, 48], num processo de exaustdo do sistema
imune em virtude de uma resposta exagerada e descontrolada [49, 50], mecanismos exercidos

pelos LT citotdxicos [51] e finalmente em mecanismos apoptéticos [52, 53]. Sabendo-se que a
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maioria das células do sistema imune que sofrem apoptose ndo se encontram infectadas, supdem-
se que a morte de células ndo infectadas seja ocasionada pela liberacdo de fatores solGveis por
parte das células infectadas [48]. Existem trabalhos que elencam Vpr como um desses fatores
soltveis e correlacionam a liberagdo de Vpr na corrente sanguinea com diversas doencas
neurodegenerativas, entre elas a deméncia, em pacientes HIV positivos. Isto porque a proteina
viral regulatdria “R” tem por caracteristica induzir a liberacdo de Caspase 9 e citocromo ¢ no
citoplasma, disparando os sinais que levam & apoptose[4] . Outras funcGes atribuidas a esse gene
ddo fortes evidéncias que esteja envolvido na sobrevida viral e progressdo a AIDS [54-57].
Dentre as principais atividades relacionadas a esta proteina, podem-se citar as seguintes: a)
aumento da eficiéncia do processo de transcricdo reversa; b) transativa do promotor do HIV-1
(long-terminal repeat, LTR); b) facilita a importagdo do complexo de pré-integracéo viral (PIC);
¢) interrompe o ciclo celular no estagio G, e d) induz de apoptoses[37].

No inicio da infecgdo, a proteina Vpr aumenta a eficiéncia e fidelidade da transcri¢do
reversa degradando duas enzimas de reparo ao dano no DNA: UNG2 e SMUG[58]. Estas duas
proteinas sdo duas DNA uracila glicosilases, normalmente elas funcionam auxiliando o sistema
de reparo do DNA na retirada de uracila incorporada erroneamente ou produzida pela
desanimacdo da citosina. O problema consiste que UNG2 e SMUG?2 séo as Unicas DNA uracila
glicosilases que conseguem extrair esses nucleotideos de fitas simples de DNA[58]. A formacéo
de fitas simples de DNA ndo é um evento corriqueiro no interior da célula, porém acontece na
transcriptase reversa: 0 RNA viral é copiado em uma molécula de DNA complementar de fita
simples, a dupla fita so € polimerizada secundariamente pela prépria acdo da RT. O problema de
retirar uracila de um DNA fita simples é que o sistema de reparo de DNA utiliza a fita
complementar para repor o nucleotideo retirado. Se UNG2 e SMUG?2 retirar a uracila do DNA
viral antes da construcéo da fita complementar o sistema de reparo ndo conseguird completar o
seu trabalho[58-60]. Acredita-se que a delecdo de Vpr leva a um aumento de erro em 4 a 18
vezes dependendo do tipo celular [61-63].

Em relacdo ao segundo efeito assinado por esta proteina, a transativagdo do LTR, este
pareceria ser modesto em comparagdo ao exercido pela proteina Tat. Vpr se liga ao mesmo fator
de transcri¢do controlado por TAT, a ciclina T1, porém em posi¢des diferentes. Ensaios com
vetores contendo o luciferase sob o controle do LTR sugeriram que Vpr sozinho poderia

aumentar até 4 vezes a transativacdo, enquanto Tat faria 0 mesmo 1.000 vezes mais; porém héa
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indicios que as duas proteinas atuem sinergeticamente: as duas proteinas juntas poderiam
aumentar os transcritos em até 4.000 vezes [64, 65].

A outra funcdo de Vpr estd relacionada a uma caracteristica diferencial do HIV que,
assim como todos os outros lentivirus de primatas, ndo dependem da desnaturacdo da membrana
nuclear para integrar seu genoma no cromossomo do hospedeiro. Experimentos com vetores
lentivirais que expressaram Vpr truncado foram incapazes de se replicar em mondcitos [34],
porém em linfocitos que estdo se dividindo Vpr parece ser dispensavel para o sucesso da
infeccdo [54, 66]. Apesar dessa funcdo ndo estar bem esclarecida, sabe-se que Vpr é parte
integrante de PIC, assim sendo, especula-se que um dos papéis de Vpr no PIC seria justamente
auxilid-lo na passagem pelo poro nuclear. Por exemplo, a marcacdo de Vpr com fluorescéncia
permitiu observar que grande parte dessa proteina encontra-se concentrada na membrana do
nucleo, talvez porque, como também ja foi observado, Vpr interage com um componente do poro
nuclear, a chamada nucleoporina hCC1. Estudos recentes mostraram que mutacdes na primeira
a-hélice de Vpr impede a interacdo com hCC1, o resultado direto disso é uma distribui¢do de
Vpr difusa no citoplasma [67].

Inicialmente Vpr foi descrita como uma proteina inibidora e posteriormente como
indutora de apoptose. Um dos mecanismos anti-apoptéticos possiveis seria que Vpr se ligaria a
uma proteina mitocondrial anti-apoptdtica, o fator HAX-1, induzindo sua saida para o citoplasma
onde diminuiria o efeito pro-apoptético de vpr [68]. Dentre os possiveis mecanismos pro-
apoptéticos envolvidos, encontram-se 0s da via mitocondrial, onde a ligacdo de Vpr a um fator
relacionado a permeabilidade da organela, o translocador de nucleotideo adenina (ANT). Essa
interacdo provocaria a desestabilizacdo das membranas da mitocéndria e como resultado direto
ocorreria a liberacdo de fatores pro-apoptéticos, como citocromo C, e conseqlientemente
ativacdo da caspase 9 [69] [70].

Varios grupos sugerem que o potencial apoptético de Vpr contribuiria para a marcante
queda de LT-CD4+ circulantes [42, 71-73]. Porém Vpr é uma proteina muito pequena e
aparentemente € excretadas de células infectadas, expecula-se que a Vpr extracelular esteja
envolvida em outras patologias: a proteina induz apoptose em celulas T infectadas ou ndo, assim
como em outros tipos celulares como, Linfocitos B, células progenitoras hematopoiéticas, células
exterminadoras naturais (NK), macrofagos, células dendriticas e neurbnios [34, 52, 54, 61, 68],
podendo estar relacionado a doencas paralelas a imunodeficiéncia como: Parkinson, Alzheimer e
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deméncia [4, 72]. A auséncia da AIDS apresentada em alguns pacientes denominados de ndo-
progressores foi também relacionada em alguns casos com mutagdes nesta proteina viral. Assim,
as mutacdes Q3R e R77Q, foram associadas a perda na capacidade apoptética de Vpr [56, 71].
Outras mutacdes de interesse sdo as eventuais substituicdes na leucina na posicdo 64
relacionadas a um consideravel aumento no potencial apoptotico. Isto € interessante pois tanto o
64° residuo de aminoacido quanto o 65° estdo exatamente dentro do dominio LR dando suporte a
idéia de que mutacGes na extremidade C-terminal podem interferir em dois efeitos citopaticos:
controle do ciclo celular e inducéo a apoptose [71].

A inibicdo do ciclo celular é uma das atividades melhor caracterizada para Vpr [57, 62,
68, 74]. Ela é uma das poucas func¢Bes que ja tiveram sua relevancia confirmada tanto in vitro
quanto in vivo[75] e proporciona muitas vantagens para o virus. Durante a fase G2 do ciclo
celular hd uma maior eficiéncia da transcrigdo dos genes virais [64, 65] 0 que acaba resultando
num aumento da producdo de particulas virais [76], além de inibir a tradu¢cdo dos mRNAs cap
dependentes, o que favorece a traducdo de mMRNAS a partir de sitios de reconhecimento internos
(IRES) [77]. Acredita-se que o efeito apoptético de Vpr seja em decorréncia do estresse causado

pela proteina no ciclo celular, no entanto esse assunto permanece sob discussao.

1.7 Controle do ciclo celular e a desregulagdo pelos virus na fase G2.

Os seres vivos, sejam eles multi ou unicelulares, dependem Unica e exclusivamente da
divisdo celular para crescer, desenvolver, maturar tecidos e se multiplicar. Ndo seria exagero
afirmar que a vida na terra depende da multiplicacdo celular, prova disso é que uma em cada seis
mortes em paises desenvolvidos sdo causadas por doengas que atingem o ciclo celular, entre elas
0 cancer[76].

A mitose gera duas células filhas com uma fidelidade extraordinéria, isso é possivel
gracas a um sistema de controle, pontos de checagem e reparo do DNA. Todo esse sistema segue
a replicagéo dos cromossomos bem de perto, pois um erro que ocorra numa regido importante do
genoma que ndo for reparado imediatamente, ou na fase seguinte, acaba sendo repassado as
geracOes sucessivas gerando conseqliéncias que podem comprometer a sobrevida do

organismo[78].
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De acordo com 0s passos que segue a multiplicacdo do genoma, o ciclo celular é
dividido em 4 etapas: G1, S, G2 e M. Logo ap6s terminar um ciclo de divisdo, a célula entra na
fase G1 onde acumula nutrientes para produzir proteinas que formardo organelas e outros
componentes celulares. A fase seguinte, chamada de fase S, € 0 momento de sintese do DNA que
formara as cromatinas das células filhas. A fase G2 funciona como etapa preparatéria para a
mitose, ela é a ultima chance do sistema de reparo do DNA reverter as mutacdes. Por fim, a
mitose ocorre na fase M: o nucleo é desmontado e os cromossomos divididos entre as células
filhas[78].

Curiosamente muitos virus controlam o ciclo celular para extrair vantagens desse
mecanismo[76]. Embora nem todos os casos estejam completamente elucidados, alguns séo
extremamente adaptativos. O Epstein Barr, por exemplo, garante uma producdo perpétua de
particulas virais tornando imortais as células infectadas[79]. JA& o HIV-1 interrompe o ciclo
celular justamente na fase onde a replicagdo viral € mais intensa[76]. Observando com cuidado
nota-se que esses dois virus produzem efeitos antagénicos na célula: um blogueia o ciclo celular
e outro impede a parada do ciclo celular. Cada um executa sua fungéo interferindo nas proteinas
que dao prosseguimento ao ciclo celular e dos pontos de checagem.

Para compreender como 0s patdgenos conseguem regular a divisdo celular é importante
considerar que o controle do ciclo celular é ciclico irreversivel, em outras palavras: uma vez
iniciada uma fase ndo ha como retornar a etapa anterior sem que o ciclo seja completado. Isto
acontece principalmente porque a passagem de uma fase para outra depende da degradagéo e
expressdo de proteinas especificas mais conhecidas por “ciclinas” (Cyc): proteinas que
controlam a ativagéo das cinases dependentes de ciclinas (Cdk)[78].

A continuidade do ciclo celular acontece de acordo com a expressdo e degradacdo das
ciclinas que determinam ativacdo e desativacdo das CDKs em momentos especificos. Nesse
contexto as Cdks fosforilam as proteinas que irdo efetivamente dar prosseguimento a passagem
para a fase seguinte do ciclo celular. Entretanto, caso algo aconteca de errado, o ciclo pode ser
interrompido pelos pontos de checagem. Nesse caso ocorre um bloqueio do ciclo celular e
ativacdo do sistema de reparo de DNA[80, 81]. Em ultimo caso, se o sistema de reparo nédo
conseguir sanar o problema, a célula é induzida a morte por apoptose[78].

Alguns virus que controlam o ciclo celular atuam na cascata bioquimica responsavel pela

passagem da fase G2 para a mitose. Durante a fase G2 ocorre um acumulo de ciclina B1 que se
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conjuga com Cdk 1 formando B1/Cdk, também conhecido como Fator Promotor de Mitose
(MPF) 1[76]. Esse complexo € mantido inativo no citoplasma pela fosforilagdo inibitoria de
Cdk1, catalisada por Weel(Figura 7A). A inatividade de MPF permanece enquanto a fosfatase
Cdc25C ficar conjugada com seu inibidor 14-3-3[76]. Somente nos estagios finais da fase G2
Cdc25C se desliga de 14-3-3 para desfosforilar Cdkl. Assim MFP é ativado e em seguida
translocado para o nucleo, la o MFP ativa uma cascata que dispara a cinase promotora de mitose
(MAPK) e a celula se divide. O fim da mitose acontece quando o Fator Promotor da Anéafase

(APC) recruta a ciclina B1 para degradacao[76].
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Figura 7. Passagem da fase G2 para M e sua desregulacdo mediada por virus [76](adaptado). A
regido preenchida em branco representa o citoplasma e em bege o nucleo. No inicio da fase G2 ha um
acumulo de Cyc B favorecendo a formacdo de MPF. A) Weel cataliza a fosforilagdo de MPF (forma
inativa) posicionando-o no citoplasma, essa condigdo é mantida pela fosforilacdo de Cdc25C que induz a
interacdo com seu inibidor 14-3-3. B) Num momento tardio da fase G2 Cdc25C é desfosforilado, se desliga
de 14-3-3 e retira o fosfato MPF que por sua vez se torna ativo. C) Na sua forma ativa MPF é chamada de

é, entdo, translocada para o nicleo onde ira ativar e desativar as proteinas prosseguirdo com saida de G2 e
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dar inicio a mitose. D) os baculovirus provocam o prolongamento do ciclo celular seqliestrando Cdk 1 para
inibir a formacdo de MPF. E) Alguns virus podem induzir a ligagdo de 14-3-3 & Cdc25C por intermedio de
ATR e ATM, como por exemplo os parvovirus AAV, B19 e MMV e o HIV. Ja outros virus conseguem
impedir a mitose pela fosforilacdo direta de MPF, sdo eles: SV-40, a proteina E2 do HPV tipo 16, proteina
p40 do BDV, proteina NS1 do MMV e a proteina o1S dos retrovirus. F) Ambas proteinas E4 e NS1,
respectivamente pertencentes a linhagem 16 do HPV e ao parvovirus B19, inibem a translocacdo do MPF
ativado para o nlcleo. A proteina p21 é um outro importante alvo para o prolongamento da fase G2 pois
impede a permanéncia de MPF no ndcleo, essa proteina é expressada em grandes quantidades na presenca
das proteinas Vpr do HIV. Adicionalmente, as proteinas E14 do HPV e Vpr HPV desregulam o ciclo
celular induzindo a fosforilagéo inibitdria de MPF por intermédio de Weel. Por fim, sabe-se que Vpr

interfere na sinalizacdo da ativagdo da cinase promotora de mitose.

A passagem da fase G2 para mitose pode ser interrompida pelas fosfocinases ATM ou
ATR. As proteinas ATM (Ataxia Telangectasia Mutada) e ATR (proteina homéloga a rad 3 de
Schizosaccharomyces pombe e a ATM humana) sdo extremamente sensiveis a danos ou
instabilidades nas cromatinas[38, 57, 82]. Essas duas proteinas funcionam como pontos de
checagem do ciclo celular e sdo auto-fosforiladas na presenca de radiagdo ionizante ou agentes
quimicos mutagénicos. Ambas sdo capazes de provocar o blogueio do ciclo celular na fase G2
porém de maneiras distintas: enquanto ATM fosforila preferencialmente Chk2, ATR faz o
mesmo fosforilando Chk1[82].

As proteinas Chkl e Chk2 , também conhecidas como proteinas do ponto de checagem 1
e 2, respectivamente, sdo duas cinases capazes de fosforilar Cdc25C. Por sua vez, a fosforilagdo
de Cdc25C permite que seu inibidor14-3-3 sequestre-a. Como dito anteriormente: a atividade de
Cdc25C que retira o fosfato inibitério de MPF. A conjugacao de Cdc25C com 14-3-3 é suficiente
para manter MPF inativo e difuso no citoplasma, provocando assim o bloqueio do ciclo celular
na fase G2[57, 80-84].

Curiosamente descobriu-se que o virus Epstein Barr, que causa imortalidade de linfdcitos
B, € capaz de suprimir os pontos de checagem de dano ao DNA na fase G2[79]. Mostrou-se que
0 antigeno 3C desse virus é capaz de inibir a acdo de nocodazole (uma droga capaz disparar
ATM e provocar o prolongamento do ciclo celular na fase G2. Isso aconteceria porque proteina
3C se liga a Chk2 o que, por sua vez, impede a fosforilagdo inibitéria de Cdc25C[76].

Outros tantos virus provocam efeito inverso ao do Epstein Barr, eles induzem o bloqueio

do ciclo celular na fase G2. Eles fazem isso de diversas maneiras (Figura 7, painéis D, E e F):
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seqliestrando Cdk 1 para impedir a conjugacdo com Cyc B1 como é o caso do baculovirus; o
HIV, AAV, B19 e MMV prolongam a fase G2 pela ativagdo dos pontos de checagem de dano ao
DNA, ATM e ATR, induzindo a fosforilagdo Cdc25C e consequentemente inativando-a pela
conjugacdo com seu inibidor 14-3-3; através da fosforilagdo direta de MPF catalizando a
expressdo da enzima p21, como é o caso do HPV tipo 16, SV40, BDV e MMS; HIV, JCV e
MMV; o HPV e o HIV também induzem a fosforilacdo inibitéria de MFP por intermédio de
Weel; por fim, o HIV também interfere na sinalizacdo da ativagdo da cinase promotora de
mitose (MAPK) [57, 80-83]..

A usurpacédo do ciclo celular pelo HIV € um dos casos mais estudados no contexto de
Vpr. Ja foi demonstrado, in vitro, que o bloqueio da divisdo celular na fase G2 favorece a
transativacdo do seu LTR, também foi possivel observar aumento de até 18 vezes na produgéo de
particulas virais[43]. Para o virus da imunodeficiéncia humana o bloqueio do ciclo celular parece
ter consequiéncias diretas para a sua patogénese, pelo menos é o que sugere 0 maior nimero de
celulas em G2 (se comparado com as células nas outras fases do ciclo celular) na populagéo de
linfécitos infectados extraidos de pacientes com AIDS[75]. Novos estudos sustentam que a
inducdo da morte celular por apoptose provocada por Vpr seria uma das conseqiiéncias da
ativacdo de ATR][85].

Embora nédo exista nenhuma prova de que o HIV cause danos ao DNA ele dispara o
ponto de checagem para prolongar a fase G2. A expressdo de Vpr, seja sozinho ou no contexto
do HIV completo, resulta na ativacdo de ATR seguido dos seus alvos: Variante X da Histona 2A
(H2A-X), subunidade 32kd da Proteina de replicacio A (RPA 32), Cinase 1 do ponto de
checagem (Chk1), Proteina Associada ao Cancer de Mama (BRCAL) e Proteina 1 ligante de
p53(53BP1). Todas essas proteinas desempenham fungdes importantes no bloqueio do ciclo
celular: H2A-X é uma histona sensivel a quebra da dupla fita de DNA: quando ocorre dano na
estrutura da cromatina H2A-X é fosforilada e recruta o sistema de reparo[86, 87]; RPA 32 é
sensivel em detectar fitas simples de DNA no genoma e recrutar ATR ativado para o local[86]; a
funcdo de Chkl é parar o ciclo celular quando o DNA apresenta alguma instabilidade[57, 75,
86]; BRCAL interage com Rad 5 para facilitar a ligacdo de fitas de cromatinas danificadas[87] e
p53BP1 também funciona como um guardido dos danos sofridos pelo DNA ativando p53[72].

Desde a descoberta da ativacdo de ATR por Vpr o conhecimento em torno do controle do
ciclo celular realizado pelo HIV evoluiu relativamente pouco. A maior parte dos novos trabalhos
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esclarece apenas 0 que acontece apos a ativacdo do ponto de checagem de dano ao DNA[88]. A
pergunta principal permanece sem resposta: “o que causa a ativagdo de ATR e consequentemente
bloqueio da fase G2 do ciclo celular?”. Ironicamente os mais recentes trabalhos apontam para
uma proteina que foi descoberta justamente no contexto de Vpr hd mais de dez anos atrés.
Inicialmente ela foi chamada de proteina ligante de Vpr (VprBP) mas desde a revisdo de Angers
[89] VprBP passou a ser chamada de Fator de Associacdo com Cul4A e DDB1 1(DCAF1).

As funcbes Cul4A e DDBL serdo exploradas a fundo no proximo tdpico, poréem, breves
comentarios sdo necessarios para esclarecer os atuais paradigmas envolvidos no arrasto da fase
G2 provocado pelo HIV.

As proteinas Cul4A e DDB1 sdo subunidade do Sistema Proteassoma-Ubiquitina (UPS),
um mecanismo responsavel pela degradagdo de proteinas celulares. Foi demonstrado que o
nocaute de DCAF1 simplesmente interrompe a funcionalidade de Vpr sobre o ciclo celular,
sugerindo que a degradacgédo de um alvo desconhecido desencadearia o bloqueio do ciclo celular
[1, 33, 38-40, 58, 60, 89-93]. Curiosamente o HIV ndo possui s6 um gene responsavel pelo
induzimento do bloqueio da fase G2, ele possui dois. Além do conhecido Vpr, recentemente foi
descoberto que Vif também tem sua participacdo no controle do ciclo celular. Apesar do
blogueio da fase de G2 mediado por Vif ser timido se comparado com o provocado por Vpr,
aparentemente UPS esté envolvido em ambos os casos[50].

1.8 O sistema ubiquitina-proteasoma.

O UPS é um mecanismo pos-traducional que a célula utiliza para controlar proteinas que
ja foram produzidas, através dele € possivel degradar determinados peptideos de acordo com
diferentes estimulos do ambiente. Ele é organizado por uma sequéncia de adaptadores que
recrutam a proteina especifica a ser degradada [89]. Falhas nesses adaptadores podem gerar
consequéncias desastrosas como a morte celular, inibicdo do desenvolvimento embrionario e
doencas neurodegenerativas. Isto porque o UPS controla vias metabolicas importantissimas,
entre elas o ciclo celular, o que o torna um 6timo nicho a ser explorado por microorganismos
patogénicos, entre eles virus e bactérias[89].

Enfatizando no controle do ciclo celular, nota-se que UPS esta presente em muitas etapas

dessas vias metabdlicas, por exemplo: durante o progresso do ciclo celular a passagem da fase
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G1 para a fase S é marcada pela degradacdo dos inibidores do complexo ciclina-CDK da fase S.
Basicamente o que acontece é que o complexo ciclina-CDK de G1 fosforila os inibidores do
complexo ciclina-CDK da fase S[78], isso provoca o recrutamento de UPS que por sua vez induz
a degradacdo da proteina inibitoria via proteassoma. Assim, sem o inibidor, o complexo ciclina-
CDK da fase S fica livre para ativar a sintese de DNA.

O funcionamento do UPS é bastante simples: ele recruta a proteina alvo para adiciona-la
a uma cadeia de ubquitina (Ub). A Ub é uma unidade proteica que liga-se a ela mesma e forma
longos polimeros. A chamada poliubiquitinagdo de uma proteina funciona como um sinal de
envio para o proteassoma 26S, um complexo protéico especializado em degradar proteinas[89].

Se por um lado o funcionamento de UPS é simples, por outro lado a sua organizagdo é
bastante complexa. Essa complexidade é devida a quantidade de vias metabdlicas que ele
controla e o nimero significativamente menor de fatores envolvidos[78, 89, 92, 94, 95]. Esses
fatores sdo ligases que podem ser divididas em 3 categorias E1, E2 e E3. O mais complexo deles
é a ligase E3 e 0 motivo é Gbvio, através da E3 que o sistema pode recrutar o alvo celular de
maneira especifica. Na dinamica do UPS a ligase E3 segura o alvo celular enquanto permanece
ligada a ligase E2, a E1 carrega a Ub para dentro do sistema e transfere para E2 que entdo
adiciona 0 mondmero ao substrato [89].

Como dito anteriormente, ligase E3 é uma categoria de fatores de UPS de alta
complexidade, isso porque a E3 ligase pode ser formada desde apenas uma proteina que liga
UPS até a combinagdo de um ou mais adaptadores, ou, fatores de associagdo a ligase E3. Até o
momento s6 sdo conhecidos trés principais tipos de ligases E3: HECT Ub ligase, RING de
ligacdo simples e RING de multipla subunidades de ligacdo que também sdo conhecidos como
CRUL - Cullin RING Ub Ligase - onde Cullin é o nome da familia das proteinas: Cull, Cul2,
Cul3, Cul4A e Cul5[89].

Especialmente no caso de Cul4A por exemplo ela pode recrutar alvos celulares através da
associacdo com outros adaptadores como a proteina ligante ao dano de DNA (DDBL1). Andlises
protedmicas dessa associacdo, Cul4A-DDB1, revelou 20 Fatores Associados a DDB1-Cul4A
(DCAF) (Figura 6B) e entre esses fatores foi encontrado DCAF1 que anteriormente foi descrito
como proteina ligante de Vpr (VprBP)[89, 96]. Curiosamente ja havia sido reportado que
inibidores de UPS impediam Vpr de bloquear o ciclo celular, Lé Rouzic e seus colaboradores
foram os primeiros a sugerir que DDB1-Cul4A e DCAFL1 estariam envolvidos no efeito
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citopético induzido por Vpr, em seguida pelo menos outros 6 laboratorios chegaram a mesma
conclusdo [1, 33, 38-40, 58, 60, 89-93]. Embora saibam-se que Vpr induz o prolongamento da
fase G2 do ciclo celular pela ativagdo do ponto de checagem de dano ao DNA via ATR, como
Vpr induz a fosforilacdo de ATR é uma questdo que permanece sem esclarecimento[37]. Nosso
grupo tem demonstrado que inibicdo da expressdo de DCAF1 por acdo de um RNA de
interferéncia impede o efeito de afidicolina, uma droga que interrompe o ciclo celular na fase G2
através da ativacdo de ATR[38].
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Figura 8. Esquematiza¢do do UPS [89] (adaptado). O sistema ubiquitina proteassoma controla diversas
vias metabolicas, entre elas o ciclo celular, através da degradacdo de proteinas especificas. A) Ele é
composto de 3 ligases e um proteassoma; a ligase E1 trads Ub para dentro do sistema e tranfere para a ligase
E2, essa segunda encotra-se ancorada na ligase E3. A ligase E2 tem como funcdo principal transferir os
mondmeros de Ub para o substrato que deverd ser degradado, ja a ligase E3 é composta de diversos
adaptadores que combinados consegue se ligar seletivamente & alvos que devem ser poliubquitinados. A
poliubiquitinag¢do funciona como um sinal que direciona o substrato ao proteassoma 26S que por sua vez
executa a degradagdo da proteina alvo. B) A ligase E3 Cul4-DDB1 possui uma série de adaptadores que
permite recrutar alvos diferentes, esses adaptadores sdo chamados de DCAFs. Curiosamente um desses

DCAFs, no caso DCAF1, interage com Vpr, porém, essa interacéo ainda nao é completamente entendida.
1.9 Microorganismos usurpam UPS em seu favor.

E com extrema precisdo, e porque ndo dizer audacia, que patdgenos utilizam UPS para
controlar o metabolismo celular em seu beneficio. Ja foram descritos diversas vias metabdlicas
controladas por UPS que séo exploradas por microorganismos patogénicos, um dos exemplos
mais elegantes é a modulacdo do sistema imunologico pelo Virus Simiano 5 (SV5) (Figura 9).
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A resposta imunoldgica contra virus pode ser modulada atraves de IFN-y, esta citocina

controla uma série de genes antivirais que modulam mecanismos inflamatérios, multiplicacéo
celular e induzem a apoptose, tudo isso na tentativa de impedir a proliferagdo desses patdgenos
através do organismo [1]. No entanto, esse controle ndo é necessariamente direto, ou seja, o IFN-
v necessita de fatores chamados de sinais de transducdo e ativadores da transcri¢do (STAT). Séo
conhecidos pelo menos trés tipos de STAT: STAT1, STAT2 e STAT3. Tais fatores sdo
essenciais para a expressdo de genes sensitivos a IFN-y, pois sdo eles que se ligam aos
promotores desses genes[1].

Curiosamente a meia vida dos STATS é bastante longa, normalmente as suas atividades
sdo inibidas por tirosina fosfatoses nucleares, entretanto, a simples expressao da proteina V de
SV5 provoca o desaparecimento de STATL. Ulane e seus colaboradores demonstraram que V é
capaz de ligar-se a DDB1 e Cul4A e auto-polimerizar-se para entdo recrutar STAT2 em
associagdo com STATL, em sequiéncia V induz a poliubiquitinagdo de STAT1 e sua consequente
degradacéo via proteassoma 26S[1].

Figura 9. Aproteina V de SV5 induz a
degradacdo de STATL1 para modular a
resposta imune induzida por IFN-y [1]
(adaptado). V se liga a UPS atraveés da
sua afinidade por Cul4A-DDB1, com ajuda
de outras proteinas V se polimeriza e
recruta STAT1-STAT2 para o sistema.

Somente STATL1 é poliubiquitinada e

;tﬁ:g?nas degradada.

Atualmente sabe-se que o HIV é um virus que explora UPS extensivamente durante sua
patogénese. Por exemplo, para aumentar o brotamento viral e evitar superinfecgdo, a proteina
Vpu do HIV induz a degradacdo do receptor viral , a molécula CD4, através de uma ligase E3

BTrcp [92]. Outro exemplo classico diz respeito a imunidade inata contra retrovirus, as células de
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primatas possuem deaminases que durante a transcriptase reversa induzem inimeras mutagdes
no DNA viral. Essas enzimas, APOBEC3G e APOBEC3F, retiram o grupamento amino das
citosinas transformando-as em uracilas numa taxa téo elevada que inviabiliza a replicacdo viral.
Através da sua proteina Vif, o HIV se liga a UPS através da ligase E3 Clu5 para poliubquitinar
APOBEC3G/F e, consequentemente, degrada-las[94].

O gene Vpr, como dito anteriormente, é extremamente conservado em lentivirus de
primatas, reflexos do seu fenotipo, como bloqueio do ciclo celular na fase G2 e inducdo a
apoptose, podem ser observados tanto in vitro quanto in vivo e, além disso, a restauracdo da ORF
de virus Vpr defectivos demonstrou que ele é extremamente relevante para a patogénese do virus
causador da AIDS. A exemplo de outras proteinas do HIV, Vpr também interage com UPS
através da ligase E3 Cul4A-DDB1-DCAF1[37]. Aparentemente a inibicdo dessa interacéo
previne a ativagdo de ATR e consequentemente impede que Vpr bloqueie o ciclo celular. 1sso
sugere que a associagao de Vpr com UPS visaria a degradacdo de um alvo celular que levaria a
ativacdo de ATR[38]. A descoberta desse alvo celular poderia ajudar a explicar como o HIV
provoca o bloqueio do ciclo celular. Assim, no presente estudo nos propomos explorar a possivel
participacdo da proteina viral Vpr em mecanismos patogénicos envolvidos na Sindrome de

Imunodeficiéncia Adquirida.
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2. Objetivos
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2.1 Relevancia da Pesquisa & Objetivos

Levando em consideracdo a situacdo atual da pesquisa em HIV / AIDS, a qual atingiu
uma encruzilhada marcada pelo surgimento de novos paradigmas, como: a presenga de variantes
resistentes a inibidores presentes no coquetel anti-retroviral; a permanéncia de reservatorios
virais latentes; a falha dos testes de vacinas; a presenca de efeitos toxicos colaterais causados
pelo tratamento e por Gltimo o alto custo das drogas disponiveis no mercado, a pesquisa de
mecanismos basicos de patogéneses tornou-se de crucial importancia na identificacdo de novos
alvos farmacoldgicos e no consequente desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

A indugéo a apoptose e inibicdo do ciclo celular durante a fase G2 séo apenas algumas
das atividades desempenhadas pela proteina viral R do HIV que ja foram observadas in vivo. O
conhecimento dos mecanismos patogénicos dessa proteina poderiam ajudar na compreensdo da

patogénese da AIDS, bem como na descoberta de novos alvos terapéuticos.

2.2 Objetivo geral
Determinar a relevancia fisiologica de proteinas celulares relacionadas ao sistema
ubiquitina-proteassoma na inibi¢do do ciclo celular mediada pela proteina Vpr.
2.3 Objetivos especificos
* Avaliar a participacdo da proteina DCAF-1 na inibigdo do ciclo celular por Vpr.
e Estudar a possivel ligacdo de DCAF e DBD1 a Vpr.
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3. Materiais e Métodos
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3.1 Linhas celulares

Foram usadas as linhagens celulares 293FT (células embrionarias de rim humano) e Hela
(células derivadas de tumor cervical), ambas foram cultivadas a 37°C numa atmosfera de 5% de
CO; em meio “Dulbecco Modified Eagle Medium” (DMEM) suplementado com 10% de Soro
Bovino Fetal e 2 mM de L- Glutamina.

3.2 Plasmideos e producéo de virus

Os mutantes de Vpr - Vpr(Q65R), Vpr(R80A) e Vpr(Q65R-R80A) - foram construidos
baseado na arquitetura de pHR-HA Vpr-IRES-GFP. Estes clones foram pontualmente mutados,
seguindo as dire¢cfes da STRATAGENE® no seu kit de mutagdo direcionada por “primers”:
Quikchange Il XL. As substituicdes dos aminoécidos foram forjadas pela mudancga dos cddons
através da substituicdo de nucleotideos localizados nos pontos de interesse. As mutagdes foram

feitas utilizando os seguintes pares de primers

Vpr(Q65R)
5’CCATAATAAGAATTCTGCAACGACTGCTGTTTATCCAS3 e
5’TGGATAAACAGCAGTCGTTGCAGAATTCTTATTATGGI,

Vpr(R80A)
5’GAATTGGGTGTCGACATAGCGCAATAGGCGTTACTCGACAGS3 e
5-CTGTCGAGTAACGCCTATTGCGCTATGTCGACACCCAATTC-3'.

(ETYGDTWAGVEATTRILOQQLLFIHFRIGCRHSRI

Vpr Q65R
sIRILOQLLFIHFRIGCRHSRIGVTRORRARNGASRS

Vpr R80A

Figura 10. Substituicfes de residuos de aminoacidos na sequiéncia de Vpr. Nas figuras A e B as letras
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representam a seqiiéncia de aminoécidos de Vpr (tipo selvagem) e os pontos indicam onde os mutantes
possuem residuos idénticos em posi¢des equivalentes, as setas indicam onde os aminodcidos foram
substituidos. A) Esquema da mutacdo induzida em Vpr (Q65R). B) Esquema da mutacéo induzida em
Vpr(R80A).

Para construir os vetores lentivirais foram utilizados os plasmideos: pHR-HAVpr-IRES-
GFP, que carrega virions capazes de expressar Vpr, ou, seus respectivos mutantes Vpr(Q65R),
Vpr(R80A) e Vpr(Q65R-R80A); pCMV-VSVG[97] que expressa o envelope viral do virus
VSV-G (Virus da Estomatite Infecciosa) [97] e pCMV AR8.2AVpr[98] que expressam apenas
proteinas essenciais para 0 empacotamento viral e integracdo do vetor como p24, IN e RT. Como
controle foi utilizado um pHR-GFP, que tem as mesmas seqliéncias de pHR-HAVpr-IRES-GFP,
porém, nao expressa nenhum Vpr ou HA, apenas GFP.

Particulas virais produzidas por esse método sdo incapazes de se replicar dentro da
célula, por isso também sdo chamados de replicantes incompetentes. Isso porque o0 genoma que é
empacotado dentro do vetor lentiviral ndo possui 0s genes estruturais (essenciais) para a
formacdo de capsideo, transcriptase reversa, integrase ou mesmo um envelope.

O empacotamento do virion contido em pHR-HAVpr-IRES-GFP ocorre gragas a um
fragmento do gene Gag, que é essencial para o recrutamento do virion para o interior da particula
viral. As sequéncias de LTR permitem o reconhecimento da IN e consequentemente integragéo
do genoma viral no hospedeiro.

Os genes contidos nos plasmideos pCMV-VSVG e pCMV AR8.2AVpr ndo sdo
incorporados aos virus produzidos atraves desse protocolo. O envelope utilizado, bem como os
componentes que formam a particula viral s sdo expressos nas células transfectadas por esses
plasmideos, porque eles ndo possuem LTR e nem o sinal para 0 empacotamento viral.

Quando novas células sdo infectadas com esses vetores lentivirais a transcriptase reversa
e a integracdo ocorre gracas a RT e IN, que foram empacotadas dentro do virus quando eles
foram formados. A delecdo do gene que codifica o envelope do HIV-1 é substituida pela
expressdo do envelope de outro virus, 0 VSV-G. O uso desse envelope possibilita a infeccao de

células CD4-, consequentemente facilita o estudos em linhagens celulares como Hela e 293T.
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FIGURA 11. Mapa dos vetores lentivirais [99](adaptado). A partir da combinacdo dos
plasmideos A B e C é possivel construir particulas infecciosas que expressdo o gene de estudo, nesse caso
Vpr e suas variantes. A) pCMV AR8.2AVpr é um vetor que carrega apenas dois genes funcionais do HIV,
Gag e Pol. Esse vetor é responsével por formar o capsideo do virus e expressar a RT e IN. B) pHR-HAVpr-
IRES-GFP: esse € o plasmideo que possibilita introduzir o RNA do gene de estudo dentro da particula
viral, a p24 reconhece o sinal de empacotamento presente em um fragmento da sequiéncia de nucleotideos
de Gag (apontado na figura como Gag) e recruta o genoma do virus para o interior da particula viral. Note-
se também que logo apds Vpr existe um sitio de reconhecimento por ribossomos (IRES) que favorece a
expressdo de GFP que funciona como um gene reporter da transfec¢do e também é utilizado na titulacéo
dos vetores. O pHR expressa o gene de estudo fusionado a um radical HA que serve pra
imunoprecipitacdes e western blots. C) Nota-se que tanto o plasmideo A quanto o palsmideo B ndo
condificam o envelope do HIV. Para formar uma particula viral infecciosa foi utilizado um envelope de
VSV-G.

A producdo viral foi realizada em células 293T co-transfectadas com 5ug de pPCMV-
VSVG, 12,5ug de pCMV AR8.2AVpr e 12,5ug de pHR-HAVpr-IRES-GFP. O sobrenadante
contendo as particulas virais foi coletado 24h e imediatamente centrifugado a 2000 rpm por
10min, em tubos tipo Falcon de 50ml, para a retirada dos fragmentos celulares; esse

procedimento foi repetido pelos outros dois dias subseqlientes. O meio contendo os virus foi

ultracentrifugado utilizando um rotor SW28 de uma ultracentrifuga Sorval a 25.000 rpm por 2h

regulada a 4C, em seguida aspirou-se 0 sobrenadante até sobrar aproximadamente 400ul da

solucéo. Depois de incubar as amostras por 2 ha 4 °C, o precipitado contendo as particulas virais
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foi ressuspendido e finalmente congelado em aliquotas de 200 ul a -80 °C.

A titulacdo das particulas virais foi realizada por meio de transducéo de 3x10° células
Hela num volume total de 1,5ml ; nessa mistura continha DMEM completo mais 10ug/ml de
Polibrene e solugdo de virus. As infec¢bes eram feitas em trés diferentes concentracfes de virus:
100ul, 33ul e 11pul.

A quantidade de unidade de particulas infecciosas (virus) foi mensurada indiretamente
pela expressdo de GFP. Brevemente, apos 48 h de infeccdo, as células foram tripsinizadas,
ressuspendidas em 1ml de tampdo FACS (1 x PBS. 0.1% BSA. 0.09% Sddio azidico),
centrifugado a 1000rpm por 5 minutos e ressuspendidos novamente em 0,5 ml de tamp&o FACS.
As células foram entdo analisadas no FACS para determinacdo dos niveis de expressdo da
proteina GFP. O programa Cellquest foi utilizado para validar a frequéncia de células
(porcentagem) GPF positivas. A titulacdo foi realizada usando a seguinte formula:

(FxCo/ V)D)

F: é a porcentagem de expressdo de GFP; Cy: 0 numero total de células no momento da
infecgdo; V: o volume total do inoculo e D € o fator de diluigao.

Nos casos onde foram utilizados vetores lentivirais as células foram infectadas de acordo
com a unidade infeccdo multipla (MOI) calculada na titulacdo de cada virus. Entende-se por um
MOI ideal, o volume minimo da suspensdo de vetores lentivirais suficiente para infectar 100%
do numero de células.

Nos vetores pHR, a expressao de Vpr e GFP ndo sdo necessariamente iguais pois ambos
possuem seus préprios cddons de iniciacdo e de parada e, ainda, eles possuem diferentes
distancias do promotor CMV exatamente por causa disso que existe um IRES antes de GFP. E
importante ressaltar isto, pois ao longo desses anos que nosso grupo vem trabalhando com o
vetor pHR, observou-se que a MOI ideal encontra-se por volta de 70% de células GFP positiva.
Quando utilizando a MOI correspondente a 70% de células GFP positivas nos nossos
experimentos, foi possivel observar que cerca de 90% das células apresentam o ciclo celular
bloqueado na fase G2/M quando Vpr esta presente.

O célculo de MOI é necessério, pois principalmente no caso do gene Vpr, que por
natureza é um gene que provoca apoptose, altas dosagens de particulas virais causam a morte
precoce das células. Experimentalmente nunca foi observado uma transducéo que resultasse mais

de 99% de células GFP positivas, isso demonstra que nossos métodos de andlise sdo
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extremamente sensiveis e podem detectar variagcdes ocorridas em uma unica célula.

Apesar do método quantificacdo de vetores lentivirais baseado na expressdo de gene
reporter, seja uma quantificacdo indireta, ela € amplamente utilizada e aceita por jornais de alto
impacto. Dentre as vantagens de se utilizar GFP como gene repdrter na titulacdo de vetores
lentivirais, se destaca o protocolo que é extremamente simples e baixo custo, uma vez que nédo é
preciso usar nenhum tipo de kit comercial. De qualquer forma, calculo preciso de MOI é
necessario para evitar os efeitos de uma indesejavel super infeccdo que poderia influenciar
principalmente os experimentos onde mais de um tipo de virus é contransfectado.

Se for seguido o protocolo aqui descrito para a producdo de vetores lentivirais,
recomenda-se o que foi feito neste trabalho: quantificar os virus, separadamente, em volumes
100ul, 33ul e 11ul e calcular a titulacdo (ver férmula pégina anterior) estimada pela média
aritmética dos resultados obtidos; apds isso & necessario calibrar titulacio em um novo
experimento com 3 amostras variando cerca de 15% da titulacdo media, por exemplo: se a
titulacdo estimada indicar que 50ul de solugdo contendo virus é suficiente para que 70%
expressem GFP a o experimento de calibracdo serd com amostras contendo: 50ul-15%=42,5ul;
50ul e 50ul+15%=57,5ul.

3.3 Transfec¢do de plasmideos

As células foram plaqueadas com um dia de antecedéncia em quantidades dependentes
do tamanho do recipiente, de forma que no dia da transfeccdo fosse possivel obter uma
confluéncia de 50-80%. Antes de qualquer tipo de transfec¢do, o meio de cultura era substituido
com 1h de antecedéncia.

Foram utilizadas trés técnicas de transfeccdo: as células Hela e HEK293T foram
transfectadas utilizando oligofectamina® (invitrogen) e Polyfect® (Quiagen), respectivamente,
seguindo as instrugdes do fabricante; alternativamente ambas as linhagens celulares foram
transfectadas utilizando pelo método do fosfato de célcio seguindo o protocolo abaixo.

Brevemente, a transfeccdo por fosfato de célcio era utilizada principalmente para a
producdo de vetores lentivirais. Para isso, utilizava-se uma mistura de plasmideos que
codificavam o gene de estudo, o capsideo e as proteinas necessarias para integracao e o envelope
viral. No momento da transfecdo, a solucdo de plasmidios era diluida em 900 ul de &gua
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destilada contendo 100ul de CaCl; 2,5 M. Posteriormente, adicionava-se, gota a gota, 1ml de 2X
HBS (NaCl 280 mM; KCI 10 mM; Na;HPO, 1.5 mM; dextrosel2 mM; Hepes 50 mM) sob
agitacdo para favorecer a formacdo dos cristais de fosfato de célcio. Finalmente a solugdo era
espalhada sobre a camada de células seguida de leve agitacdo. Em seguida as células eram postas
na incubadora por cerca de 12-16 horas e logo depois 0 meio de cultura era trocado por meio de

cultura novo.
3.4 Transdugdo das particulas virais:

Para estimar a titulacdo seguindo os procedimentos béasicos de passagem de células, do
dia anterior as células eram passadas recipientes de placas de 6 pocos numa densidade de
aproximadamente 3x10°%/ poco e o meio de cultura foi substituido por um novo no dia da
infeccdo. Em um volume final de 1,5ml, a quantidade de virus indicada pelo MOI era diluida em
DMEM completo contendo 10ug de polibrene. Apoés a infe¢do, o meio de cultura era trocado a
cada 24h.

3.5 Transfeccdo dos RNA de Interferéncia:

Nos experimentos onde foi necessario inibir a expressdao de DCAF1 utilizou-se RNA
complementar a sequéncia do mRNA de DCAF1 numa técnica conhecida por RNA de
interferéncia (siRNA). Para evidenciar que a inibicdo de DCAF1 foi especifica utilizou-se como
controle uma sequéncia de siRNA aparentemente sem especificidade por nenhum mRNA
celular. Os siRNAs ndo especificos (NESiRNA) e especificos para DCAF1 (DCAF1siRNA)
(CACACACACACACACACACAC E CCACAGAAUUUGUUGCGCAUU, respectivamente),
foram adquiridos da companhia Dharmacon e transfectados com oligofectamina® (invitrogen)
como indicado pelo fabricante.

3.6 Analise do ciclo celular

48h apds transducdo com os diferentes vetores lentivirais, as células Hela foram
ressUPSendidas em tampé&o de FACS e centrifugadas a 1000 rpm por 5min. O sobrenadante foi
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aspirado e as células fixadas adicionando-se 2 ml de Etanol 70% a -20 °C, gota a gota, e
incubado-as a -20 “C por 12h. No dia seguinte as células foram ressUPSendidas em 0,5 ml de
tampdo Pl (20 g/ml iodeto de propidio, 11.25 kunitz unidades/ml RNase A in PBS) e seu ciclo
celular analisado por citometria de fluxo. O idodeto de propidio se liga ao DNA da célula, essa
ligacdo pode ser observada pela incidéncia de luz ultravioleta (UV). O aparelho FACS possui um
feixe de UV seguido de um receptor super sensivel que permite captar a fluorescéncia de uma
unica célula. O programa Cellquest agrupa esses pontos em populac@es de acordo com o seu
conteudo celular, nesse caso de acordo com a quantidade de DNA. Dessa forma é possivel
determinar se as células estdo na fase G2/M, momento em que genoma se encontra multiplicado
em 2. Através de um sistema de selecionamento é possivel escolher as células que ndo estdo
grudadas a outras células e também separar das células mortas e, ou, rompidas. O programa
conta 10.000 eventos dentro da janela selecionada e o calculo da porcentagem de células nas
fases G1, S e G2/M foi obitida com o programa ModFit®.

3.7 Preparacao dos extratos proteicos

24 horas pos-transfeccdo o meio de cultura foi aspirado e as células lavadas com solucéo
de PBS. Posteriormente, as células foram coletadas pela adi¢do de 2ml de solucdo de tripsina
10% diluida em PBS e posteriormente a tripsina inativada pela adicdo de 3 ml de DMEM
completo. Finalmente, a sUPSensdo celular foi centrifugada a 2000 rpm por 5 minutos e 0
precipitado lavado com 5ml de PBS.

O precipitado celular foi lisado em 2ml de tamp&o para lise-e-imunoprecipitacdo (IP) (20
mM Tris, pH 7.5, 100 mM NaCl, 0.5% NP-40, 0.5mM EDTA) suplementado com inibidores de
protease (Complete tablets; Roche) e incubado por 10 minutos no gelo. Os lisados foram
centrifugados a 2.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante estocado a -80 °C. A determinacéo
da concentragdo protéica foi realizada em aliquota de 1 ml pelo método de Bradford (Bradford
(1976).

3.8 Co-imunoprecipitacéo

Para facilitar a deteccdo das diferentes proteinas, as celulas HEK293FT foram
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transfectadas com vetores que expressam as proteinas de interesse fusionadas com as proteinas
HA ou Flag. Dessa forma os imunoprecipitados puderam ser analisados quanto a presenca
simultanea de Flag e HA. A marca¢ao foi realizada utilizando-se 1ul (quantidade padronizada
por titulagdo) de anticorpo policlonal especifico, sob agitacdo por uma hora a 4 °C. Em seguida,
foi adicionado 20ul Proteina A/G agarose (Santa Cruz Biotechnology) incubando-se durante a
noite a 4 “C sob agitacdo. Na manha do dia seguinte as amostras foram foi centrifugadas a 2500
rpm por 5 minutos a 4 °C, o sobrenadante descartado e o precipitado lavado 5 vezes com tampao

IP para finalmente ser ressuspendido em 40ul em tampao para eletroforese.

3.9 Eletroforese em gel de poliacrilamida & Western Blot (WB)

Aproximadamente 15ug de cada amostra foi misturada com 9,5 pl da solucgdo
desnaturante 4X XT, 0,5ul da solugdo redutora XT (ambas disponibilizadas pela BioRad,
Hercules, Calif) e tampao IP até volumem final de 40 pl.. Posteriormente, ferveu-se as amostras
por 5 min.. As amostras forma analisadas por eletroforeses em gel de poliacrilamida na presenca
de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), utilizando-se géis de poliacrilamida Criterion XT bis-
tris gel (Bio-Rad, Hercules, Calif.) com gradiente de concentragdo de 4-12%.

A eletroforese foi realizada verticalmente em tampao de corrida (Tris-HCl 25 mM, pH
8,8; glicina 250 mM e SDS 0,1%) a uma voltagem constante de 100 Volt, utilizando-se o
marcador comercial da Bio-Rad, Precision Plus Protein Kaleidoscope Standards (MW: 10 — 250
kDa).

Ap0s eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de "polivinilene
difluoride" (Millipore, Bedford, MA) em um sistema semi-seco de transferéncia horizontal
(Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad) conforme as recomendagdes do fabricante. A
transferéncia teve duragio de 60 min. & corrente constante de 0,8 mA/cm® em tampio de
transferéncia (Tris-HCl 48,4 mM; Glicna 39 mM; SDS 0, 037% e Metanol 20%). Apos a
transferéncia, a membrana foi incubada em tampao de bloqueio (PBS 1X, Twen20 0,2% e leite
em po desnatado 5%) por 1 hora a temperatura ambiente em agitacdo constante.

A membrana foi lavada trés vezes em tampao de lavagem (PBS adicionado de Tween 20
0,2%) e entdo incubado com o anticorpo primario especifico para cada proteina diluido 1:100 em

PBS 1X contendo 1% de leite em pd desnatado (PBS-Leite), por 1 hora. Apés duas lavagens, de
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10 min cada, com tampdo de lavagem a membrana foi incubada com o anticorpo secundario
conjugado com fosfatase alcalina, na diluicdo de 1:10.000 em tampao PBS-leite por 1 hora a
temperatura ambiente, ou durante a noite a 4 °C. Apos trés lavagens com tampao de lavagem, de
10 min. cada, foi adicionado a membrana solugdo reveladora contendo 66 pl de p-nitro azul
tetrazélico (NBT) (Gibco-BRL) e 33 ul de 5-bromo-4cloro-3-indolil-fosfato (BCIP) (Gibco-
BRL) em 10 ml de tampao Tris-HCI 100mM pH 9,5; NaCl 100 mM; MgCl, 5 mM. A reacdo de
revelacdo foi interrompida com lavagens sucessivas com agua destilada. As massas moleculares
das proteinas foram determinadas por compara¢do com o marcador de peso molecular.

A hemaglutinina (HA) fusionada aos vetores pHR foi marcada utilizando-se o anticorpo
policlonal primério de rato anti-HA.11 (16B12) adiquiridos pela Covance®. O radical Flag que
estd fusionado a DCAF1 foi marcado utilizando-se o anticorpo policlonal primario de rato anti-
Flag da Sigma®. Para detectar DDB1 enddgeno utilizou-se o anticorpo policlonal primério de
rato anti-DDB1 da ABMCAM® e DCAFI1 endégeno foi marcado pelo anticorpo policlonal
sedido pelo Dr. Ling-Jun Zhao da Universidade de Saint Louis.

3.10 Inducéo do Bloqueio do Ciclo Celular.

Nos experimentos onde foram usados Afidicolina e Etoposide para simular o

prolongamento do ciclo celular na fase G2 as concentracdes dessas drogas foram mantidas

respectivamente a 0,3 uM e 10 uM.
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4.Resultados

45



4.1 DCAF-1 e requerida para a inibicédo do ciclo celular em G2 mediada por Vpr

Os primeiros indicios de que DCAF1 poderia atuar no UPS foram descobertos em 2006
[89], mais de 10 anos apds a descoberta da interacdo de DCAF1 com Vpr [96]. Mesmo depois de
tanto tempo até o momento ndo se sabe a funcdo de DCAF1 no ciclo celular e, ou, da relevancia
fisiologica de sua interagdo com Vpr [37]. Dentro deste contexto tracamos como primeiro
objetivo elucidar o papel de DCAF1 numa das principais fungdes de Vpr: o bloqueio do ciclo
celular. Para isto a atividade da proteina viral foi avaliada em células Hela onde a expressdo
enddgena da proteina DCAF1 foi inibida pelo uso da técnica de RNA de interferéncia (SiRNA)
(Figura 12A). A delecdo de DCAF1 nédo afetou o ciclo celular na auséncia de Vpr conforme
indica o controle negativo (Figura 12A). Entretanto, a diminuicdo da expressao da proteina do
hospedeiro inibiu quase por completo a influéncia de Vpr sobre o ciclo celular (Figura 12B).
celular uma vez que na falta de DCAF1 ocorre 0 a liberagcdo do bloqueio do ciclo celular
provocado por Vpr.

Com objetivo de verificar a especificidade da participacdo de DCAF1 no bloqueio do
ciclo celular mediado por Vpr avaliamos o efeito do etoposide [10 uM], um inibidor da atividade
de topoisomerase Il e consequentemente do ciclo celular. Interessantemente, a delecdo de
DCAF1 néo teve efeito na inibicdo do progresso do ciclo celular mediada por esta droga (Figura
12B).

O tratamento com etoposide induz a quebra da fita dupla de DNA levando ao blogueio do
ciclo celular por ativacdo de ATM, ATR e, ou, DNA-PK [100]. Entretanto, é conhecido que o
bloqueio mediado por Vpr envolve apenas a via de ATR [57, 87] Com objetivo de confirmar a
participacdo de DCAF-1 na inibigéo do ciclo celular exclusivamente pela via de ATR, repetimos
os experimentos usando afidicolina, uma droga que utilizada em baixas dosagens inibe a
atividade da DNA polimerase levando ao blogueio do ciclo celular na fase G2 em decorréncia da
inducdo da auto fosforilacdo Unica e especifica de ATR [80]. A inibicdo da producdo enddgena
de DCAF1 pelo uso de siRNA resultou numa forte inibicdo do efeito da afidicolina, sugerindo
que DCAF1 estaria especificamente relacionado ao blogqueio do ciclo celular via ATR (Figura
12B).
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Figura 12. Funcao de DCAF1 no bloqueio do ciclo celular induzido por Vpr. Células Hela foram transfectadas
com NE-siRNA e DCAF1-siRNA. NE-siRNA é um RNA de interferéncia ndo especifico com tamanho comparavel
ao outro RNA de interferéncia utilizado, 0 DCAF1-siRNA, que inibe por sua vez é capaz de inibir a especificamente
a expressao de DCAF1. A) A especificidade e eficiéncia da delecdo do DCAF1 enddgeno pela técnica de RNA
interferéncia pode ser observado comparando as colunas NE e DCAFL, respectivamente transfectadas com NE-
siRNA e DCAF1-siRNA. B) siRNA-DCAF1 é capaz de inibir a o bloqueio do ciclo celular induzido por Vpr e
afidicolina (Afidi) porém ndo afeta o bloqueio provocado por etoposide (Etopo), sugerindo que DCAF1 atuaria

especificamente no ponto de checagem de dano ao DNA mediado por ATR.

4.2 DCAF1 liga Vpr a Cul4A - DDBL1.

A chamada VprBP mudou de nome para DCAF1 em 2006 quando foi descoberto que
essa proteina atuaria como um adaptador de Cul4A-DDB1, formando uma E3 ligase que
potencialmente recruta alvos celulares para serem degradados[89]. Em 2007 Lé Rouzic e seus
colaboradores foram os primeiros a demonstrar que DCAF1 estaria envolvido no bloqueio do

47



ciclo celular induzido por Vpr [39]. Poucos meses depois outros 6 laboratoérios, inclusive 0 nosso
grupo de pesquisa, chegaram a mesma conclusdo [38, 40, 60, 90, 91, 93] . A maioria desses
trabalhos foram consistentes em propor um modelo para a interacdo de Vpr com UPS atraves de
DCAF1. Schrofelbauer e seus colaboradores propuseram um modelo onde a interacdo de VPR
com a E3 ligase Cul4A-DDB1 direcionaria a degradacdo de duas dUTPases UGN2 e SMUG
porém sem considerar que DCAF1 poderia estar participando dessa via metabdlica [58]. A
interacdo de Vpr com DCAF1 ja foi demonstrada anteriormente, porém gostariamos de saber se
Vpr interage com DCAF1 para provocar o prolongamento da fase G2 do ciclo celular. Além
disso, sabendo que naturalmente DCAF1 interage Cul4A-DDB1 na auséncia de HIV-1 [89],
também decidimos avaliar a possivel a funcdo de DCAF1 no contexto de Vpr e DDB1.

Dessa forma células Hela foram transfectadas separadamente com plasmideos que
codificam as proteinas: DCAF-1 (Flag-DCAF1), Vpr do tipo selvagem (HA-Vpr) e uma mutante
Vpr-R80A [HA-Vpr(R80A)] que é incapaz de induzir o blogueio do ciclo celular [75, 85]. Apds
48h, o extrato celular foi imunoprecipitado com os anticorpos anti-Flag ou anti-HA,
posteriormente foram analisados por WB (Figura 13).

A analise pontual das linhas 5 e 8 da Figura 8 apontam que a mutante Vpr(R80A) é capaz
de se ligar a DCAF1 com eficiéncia similar ao tipo selvagem de Vpr (Figura 13, linas 6 e 9). A
unica diferenca de Vpr para Vpr(R80A) é uma substituicdo na posi¢do do residuo aminoacido de
nimero 80. Essa mutacdo é suficiente para impedir que a mutante provoque o bloqueio do ciclo
celular. A respeito dessa substituicdo cabe ressaltar que ela se encontra numa regido extremamente
conservada nos lentivirus de primatas, a regido conhecida como: HSRIG.

Se a simples interagdo com DCAF1 fosse suficiente para Vpr provocar o prolongamento de
G2 seria esperado que Vpr(R80A) n&o se ligaria a DCAF1, porém tomando como base os dados da
figura 12(que indicam que DCAFL1 é necessario Vpr provocar o arrasto da fase G2 ) somados ao
mostrado na figura 13 (até uma mutante de Vpr inativa foi capaz de se ligar a DCAF1) concluimos
que a interagdo de Vpr com DCAF1 é necesséaria porém ndo é suficiente para Vpr induzir o
bloqueio do ciclo celular.
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Figura 13. Co-imunoprecipitacdo de Vpr e DCAF1. Apds 48h de transfeccdo os extratos celulares foram
imunoprecipitados com anticorpo anti-HA (IP:HA) e anti-Flag (IP:Flag) e posteriormente submetidos a WB usando
anticorpos anti-Flag e anti-HA, como indicado. Bandas nas linhas 6 e 9; 5 e 8 indicam que ambas as versdes de Vpr
(HA-Vpr e Vpr-R80A) co-imunoprecipitam com DCAF1 independentemente de causarem o prolongamento do

ciclo celular ou néo.

Sabendo que DDBL € o ligante natural de DCAF1 [89], nos perguntamos se Vpr poderia
se ligar também a DDBL. Para testar esta hipdtese foram obtidos extratos protéicos de células
Hela transfectadas separadamente com HA-Vpr, HA-Vpr(R80A), HA-Vpr(Q65R) e a proteina
florescente verde (GFP). Esses dois tltimos vetores foram usados como controle negativo uma
vez que GFP e a mutante Q65R n&do interagem com DCAF1l. Os extratos foram
imunoprecipitados com anticorpo anti-HA e analisados por WB com anticorpo anti-DDB1 ou
anti-HA (Figura 14A). Dessa forma foi possivel observar que R80A continua se ligando a
DDB1(Figura 14A, coluna 7) e, curiosamente, a interacdo acorre na mesma intensidade da
ligacdo Vpr(R80A)-DCAF1 (Figura 13, linhas 5 e 8); também observou-se que Vpr(Q65R) é
incapaz de ser co-imunoprecipitado com DDB1 (Figura 14 B, linha 6). Paralelamente,
corroborando com estudos anteriores, foi demonstrado que Vpr (Q65R) também é incapaz de se
ligar a DCAF1 (Figura 14 B, coluna 6).
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Figura 14. Co-imunoprecipitacio de Vpr-DBD1 e Vpr-DCAF1.Células Hela foram transfectadas com os vetores
expressando as diferentes versdes de Vpr e a proteina fluorescente verde, co-imunoprecipitados com anticoporos
anti-HA e submetidos a WB com anticorpos anti-DBD1 e anti-HA. A) Os extratos celulares foram
imunoprecipitados com anticorpos anti-HA e submetidos a WB na presenca de anticorpos anti-DDBL1 e anti-HA. Na
coluna 7 é possivel observar que R80A continua interagindo com DDB1 enquanto Q65R, na linha 8, ndo pode ser
co-imunoprecipitado. B) Os extratos celulares foram imunoprecipitados na presenca de anticorpos anti-HA e
submetidos a WB para verificagdo da interacdo entre Q65R e DCAF1, como demonstrado na coluna 6 Q65R é

incapaz de interagir com DCAF1.

Aparentemente a ligacdo de Vpr com UPS é dependente de DCAF1. Essa teoria €
corroborada pelo fato de Vpr(R80A) - que possui 0 dominio LR intacto - continua interagindo
com DCAF1 consequentemente foi co-imunoprecipitada com DDB1(Figura 14, coluna 7), ao
mesmo tempo em que Vpr(Q65R) — que possui 0 dominio LR alterado - ndo se ligaa DDB1.

Para avaliar a relevancia de DCAF1 no contexto da interagdo de Vpr com DDB1
transfectamos células Hela com o vetor HA-Vpr e eliminamos o DCAF1 enddgeno por meio de
um siRNA-DCAF1, em seguida os extratos celulares foram imunoprecipitados na presenca de
HA. Como esperado, anéalises por WB demonstraram que a interacdo Vpr-DDB1 é inibida na
auséncia de DCAFL1 (Figura 15, coluna 4), entretanto o experimento controle com siRNA ndo

especifico (SIRNA-NS) ndo interferiu na ligacdo das proteinas (Figura 15, coluna 3).
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Figura 15. Inibicdo da ligacdo de Vpr-DBD1 por inibicdo da expressdo de DCAF. Células Hela foram
transfectadas com siRNA-NS e siRNA-DCAF1, imunoprecipitadas com anticorpos anti-HA e analisadas por WB
com anticorpos especificos anti-HA e anti-DBD1. Na imagem é possivel observar que a inibicdo da expressao de
DCAF1 foi suficiente para abolir a interacdo entre DDB1 e Vpr (coluna 4), no controle onde a expressao foi mantida

a ligacdo DCAF1-Vpr ndo foi afetada.

Aqui mostramos que esses mutantes Vpr(Q65R) e Vpr(R80A) interagem com DDBI1 e
DCAF1 de forma diferente. Como mostrado anteriormente (Figura 12A) que DCAF1 é um
componente necessario para o funcionamento de Vpr e, também, ja esta solidificado na literatura
que Vpr(Q65R) desestrutura o sitio de ligagdo com DCAF1, o dominio LR, e embora a Vpr(Q65R)
néo se ligue a DDBL1 a sua inatividade poderia ser explicada simplesmente pela falta de interagéo
com DCAF1. [60, 96]. Nesse ponto a interacdo de Vpr(R80A) com DDB1 continua sem
esclarecer: porque essa mutante ndo tem efeito sobre o ciclo celular.? Talvez a resposta para essa
questdo esteja na estrutura de Vpr e como a proteina interage com o UPS. Estudos recentes
apontam que o blogueio do ciclo celular mediado por VPR é dependente do sistema UPS: tanto o
uso de inibidores de proteassoma quanto a super expressao de Ub mutadas (que s&o incapazes de
formar as longas cadeias que sinalizam para a degradagéo via proteassoma 26S) impedem Vpr de
bloguear o ciclo celular[38]. 1sso poderia sugerir também que muta¢es que impedem a interacéo
de Vpr com UPS ndo induziriam o arrasto de G2. Como dito acima essa hipdtese funcionaria
perfeitamente para Vpr(Q65R) mas para Vpr(R80A) a explicacdo ndo seria plausivel.

O HIV usurpa o UPS pelo menos em dois outros bem conhecidos casos: Vpu induz a
degradacédo de CD4 e Vif degrada APOBEC. Atualmente o que falta para explicar a interacao de
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Vpr com UPS é justamente um alvo celular que quando degradado provoque a ativagdo do ponto
de checagem de dano do DNA via ATR e consequentemente o bloqueio do ciclo celular. Dentro
desse contexto especulamos que a inatividade de Vpr(R80A) seria causada pela desestruturagéo do
sitio HSRIG, um dominio que recrutaria o alvo ainda desconhecido.

4.3 Vpr(R80A) age como um dominante negativo.

Os resultados obtidos até aqui nos sugerem que a ligagdo de Vpr depende de DCAF1 para
causar a inibicdo do progresso do ciclo celular e que essa interacdo € essencial para a conjugagdo
com Cul4A-DDBL. Ja foi reportado que esta E3 ligase utiliza uma série de adaptadores, entre
eles DCAFL1, para regular as mais diversas vias metabdlicas; entre elas o ciclo celular. Apesar da
funcdo bioldgica de DCAF1 ainda ser desconhecida acredita-se que a sua interacdo com Vpr
recrutaria um alvo celular - também desconhecido - que dispararia 0 prolongamento do ciclo
celular a um passo anterior a via classica mediada por ATR[38-40, 90, 91, 93].

NOs aqui sugerimos que HSRIG poderia ser o dominio e ligagdo de Vpr com o alvo
celular que é degradado via DCAF1-DDB1-Cul4A. Se nossa hipotese for verdadeira VVpr(R80A)
atuaria como proteina dominante negativa (DN) em relagdo a Vpr tipo selvagem, isso porque
Vpr(R80A) ocuparia o UPS impedindo alostericamente que Vpr entre no sistema. Em
decorréncia disso o alvo celular de Vpr permaneceria estavel na célula e o ciclo celular correria
normalmente.

Para testar esta possibilidade avaliamos a inibi¢do do ciclo celular em células Hela co-
transduzidas com quantidades constantes do vetor lentiviral pHR-Vpr (MOI=1.0) e quantidades
decrescentes de um vetor contendo a versdo mutante Vpr(R80A) ( MOls de 1, 0,5 e 0,25). Como
controle negativo foi utilizado um vetor lentiviral expressando GFP apenas.

A transdugdo com de unidades infecciosas contendo apenas GFP ndo impediram o efeito
de Vpr no bloqueio do ciclo celular. Entretanto, Vpr(R80A) inibiu a atividade de Vpr de maneira
dose dependente como se fosse uma proteina DN. Para avaliar se o efeito DN de Vpr(R80A) é
realmente dependente do seu dominio LR intacto, repetimos os experimentos com um vetor
lentiviral duplamente mutante - Vpr(Q65R-R80A) - com substituicbes em R80A e Q65R. A
desestabilizacdo de LR provocada por Q65R foi suficiente para abolir o efeito DN de
Vpr(R80A). Reunidos esses resultados corroboram a hipétese de que HSRIG poderia ser o ponto
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onde Vpr se liga ao alvo celular que dispara o prolongamento da fase G2 do ciclo celular (
Figura 16).

4
.
O
~
N
@3
=
()
NG
o 2
()
©
(o]
[
(@)
_01
(@)
o]
N
[
Y O

Mock

1VPR
1VPR(RB0A)
1GFP
1VPR(QB5R)
1IVPR.1GFP

1VPR(QESR,R80A)
1VPR:1VPR(RBOA)

1VPR 0.5VPR(RB0A)
1VPR:0.25VPR(RB0A)
1VPR.0.5GFP
1VPR:0.25GFP
1VPR:1VPR(QESR,RB0A)
1VPR.0.5VPR(QESR,RB0A)

TVPR:0.25VPR(Q65R, RB0A)

Vetores lentivirais e MOI

Figura 16. A mutante R80A funciona como uma proteina dominante-negativa. As células Hela foram
transduzidas com vetores lentivirais expressando os clones indicados na figura. Os virus foram titulados e a
quantidade de particulas infecciosas utilizadas foram padronizadas para infectar aproximadamente 100% das
células. Apds 48h de infeccéo as células foram processadas para anélise do ciclo celular, graficando-se a razdo do

numero de células na fase G2/G1 vs vetores lentivirais e MOI.
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Como na maioria dos virus, o agente etiolégico da sindrome de imunodeficiéncia humana,
0 HIV-1, consegue através da expressdo de seus genes, controlar a maquinaria celular, e assim,
driblar a resposta imune do hospedeiro, aperfeicoar sua infectividade e capacidade replicativa
assegurando desta forma a sobrevida no seu hospedeiro[14, 50, 101]. A proteina Vpr é um tipico
exemplo, j& que exerce funcdes cruciais no contexto da infec¢do viral, como, aumentar a eficiéncia
do processo de transcricdo reversa; incrementar a atividade do promotor LTR; facilitar a
importacdo nuclear do complexo de pré-integracdo viral (PIC); inibir o ciclo celular no estagio G,
e induzir apoptose na célula hospedeira[42]

Dentro deste contexto a inibi¢do do ciclo celular é uma das fun¢Ges mais relevantes, ja que
foi relacionada a outras duas importantes caracteristicas da infec¢do, como sdo a transativacdo do
promotor viral e apoptose celular[85] . Estudos recentes sugeriram que Vpr induziria o bloqueio do
ciclo celular por intermédio de Cul4-A e DDB1[37, 38, 57, 80, 83, 86].

Curiosamente outros virus utilizam se ligam diretamente a DDB1. A proteina 5 de
paramixovirus V (SV5-V) domina Cul4A-DDB1 para degradar STAT1 via proteassoma,
interferindo na resposta induzidas pela expressdo de INF[1]. A exemplo de Vpr, proteina X do
virus da hepatite B (HBX)[102] provoca prolongamento do ciclo celular, transativacdo e
desencadeamento de atividades proapoptéticas. Ambas SV5-V e HBX recrutam seus alvos
ligando-se diretamente a DDB1. Diferentemente, nossos resultados sugerem que para provocar o
prolongamento do ciclo celular Vpr ndo interage diretamente com DDB1, a ligagdo de Vpr com
UPS seria realizada pelo adaptador DCAF1.

A presenca de DCAF1 no complexo ndo explicaria, por si s6, o prolongamento de G2.
Primeiro porque a falta de DCAF1 leva ao prolongamento de Gl(dados ndo publicados),
sugerindo que DCAF1 é essencial para degradar um alvo que impede o prosseguimento da fase
G1 para S diferentemente do que acontece com Vpr que atua entre as fases G2 e M. Segundo
porque Vpx, uma proteina semelhante a Vpr presente em HIV-2 e SIVqn,, é capaz de se ligar a
Cul4A-DDB1-DCAF1 sem causar bloqueio do ciclo celular em G2 [39, 40].

Baseados em nossos resultados desenvolvemos um modelo onde sugerimos que para
causar a inibicdo do ciclo celular em G2 (Figura 17), Vpr se ligaria a Culr4A-DDB1 através de
DCAF1 para induzir a degradagdo de uma proteina essencial para o progresso da fase G2 para
mitose. Primeiro, porque siRNA de DCAFL1 previne a co-imunoprecipitacdo de Vpr e DDB1,
sugerindo que DCAF1 poderia estar atuando como uma ponte de ligagcdo entre as duas proteinas.
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Segundo, porque a inibicdo da expressdo de DCAFL1 previne o efeito citopatico de Vpr sem
causar o prolongamento da fase G2, dando indicio que DCAFL1 seria necessario para o fenétipo
provocado por Vpr . Terceiro, Vpr(R80A) se liga a DCAF1 mas néo interfere no ciclo celular
sugerindo que o conjunto Cul4A-DDB1-DCAF1 é requerido mas ndo essencial para provocar
arrasto de G2.

Vpr(Q65R) desestabiliza o LR de Vpr o que inibe a ligacdo com DCAF1 como ja era
esperado. Outras analises de mutagbes pontuais, fora de HFRIGC, demonstraram que
substituicdes em H71G ou R85A sdo instaveis e fracamente expressas porém continuam sendo
imunoprecipitadas com DDB1. A atividade DN de Vpr(R80A) fortalece a hip6tese de que
HFRIGC é a regido por onde Vpr recruta a proteina para induzir o efeito cito estatico. Nossos
resultados corroboram para a tese que a extremidade N-terminal de Vpr é responsavel pelo efeito
citopético, os estudos de outras mutacdes ao redor de HFRIGC podera dizer se esse é realmente
o sitio de ligagcdo com o alvo desconhecido.

O modelo proposto difere de outros que sugerem que Vpr se ligaria a DDB1[93] ou que
ndo levam em conta a presenca de DCAF1[60]. E importante ressaltar que nossos resultados s&o
consistentes com o apresentados por outros grupos de pesquisa[38-40, 90, 91, 93] porém ele
ainda nao é completamente testavel pois o alvo putativo desse sistema permanece desconhecidos.
Outros modelos que descrevem a cascata bioquimica que leva ao blogueio do ciclo celular sem
considerar a participagdo de UPS, por exemplo Huard[88] e seus colaboradores propuseram que
0 blogueio do ciclo celular poderia ser causado pela fosforilagdo de Cdc25. Esta proteina é
necessaria para ativar Cdc2 e dar prosseguimento ao ciclo celular entre a fase G2 e M. O que
Huard mostrou foi que Cdc25 é controlada por uma série de cinases entre elas Srkl, uma cinase
que na presenca de Vpr fosforila Cdc25 e induz sua relocalizagdo do nucleo para o citoplasma. O
modelo de Huard ndo invalida o que propomos nesse trabalho, ele apenas detalha como a
ativacdo de ATR consegue parar o ciclo celular. Nossos experimentos demonstram que a
ativacdo de ATR pode ser prevenida com a delecdo de DCAF1, sugerindo que a utilizagdo de
UPS ¢ anterior a ativagdo de ATR.

Mesmo ap6s 12 anos a sua descoberta principais perguntas a respeito de DCAF1
permanecem sem esclarecimento. Qual o papel bioldgico de DCAF1 fora do contexto de Vpr, qual
a influéncia de DCAF1 no ciclo celular e quais sdo os alvos de DCAF1 que poderiam ser
explorados por Vpr sdo perguntas que poderiam esclarecer como Vpr causa o prolongamento do
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ciclo celular. Embora ndo seja comprovado que Vpr cause danos diretos ao DNA ja esta bastante
claro que essa proteina bloqueia o ciclo celular na fase G2 através da inducdo do ponto de
checagem de dano ao DNA, mais especificamente Vpr provoca o prolongamento da fase G2
através da ativacdo de ATR[57, 80, 86]. A falta de evidéncias que Vpr estaria causando a quebra
dos cromossomos tem alimentado hipGteses de que essa proteina viral poderia estar causando
apenas uma instabilidade no genoma porém suficiente para ativar os pontos de checagem. O fato
que mais colabora para essa teoria € que inibindo a interacdo de VPR com Cul4A-DDB1-DCAF1
inibi-se também a ativacdo de ATR. Acredita-se, entdo, que a o bloqueio do ciclo celular induzido
por Vpr seja causado pela degradagdo de uma proteina que levaria a ativacdo de ATR e nédo
necessariamente um dano ao DNA[37, 38, 57, 80, 83, 86].

A descoberta do alvo putativo de Vpr ampliard os horizontes do estudo do HIV-1, sera
possivel entender melhor como acontece o bloqueio do ciclo celular e os efeitos patolégicos
decorrentes disso. Acredita-se que a interrupgdo de do bloqueio celular induzido por Vpr in vivo

poderia diminuir a morte celular e a producdo de particulas virais, podendo ser usado como alvo

terapéutico futuramente.

Figura 17. Modelo proposto para interacdo de Vpr
UPS.

Nossos resultados suportam a idéia de que Vpr induz
0 bloqueio da fase G2 do ciclo celular mediante a
degracdo um alvo celular via DCAF1-DDB1-Cul4A
E3 ubiquitina ligase.
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5.1 Abreviacgoes:

Siglas Definigéo
Deaminase que funciona como protecéo
contra lentivirus elevando & mutacéo da
APOBEC transcriptase reversa
Ataxia Telangectasia Mutada: cinase que
funciona como ponto de checagem de
ATM danos ao DNA
Proteina semelhante a ATM e Rad-3 que
funciona como ponto de checagem de
ATR danos a estrutura do DNA
B19, parvovirus
BDV Virus da Doenca de Borna
CA Capisideo do virus
CCRS, Receptor de quimiocina
Cdc25C Fosfatase reguladora do ciclo celular
Cdk9 Cinase dependente de ciclina 9
Chk1l Poteina do Ponto de Checagem 1
Chk2 Proteina do Ponto de Checagem 2
Ligase de Ubiquitina 3 pertencente a
Cul familia CRUL
CXCR4 receptor de quimiocina
Cyc Ciclina
Proteina Ligante ao Dano de DNA que
DDB1 funciona como adaptador para Cul4-A
Gene que codifica as proteinas do envelope
Env do HIV: gp120 e gp4l
FIV Virus da Imunodeficiéncia Felina
Gag Gene do HIV que codifica todas as
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proteinas que compdem o capsideo viral.

gp120 proteina do envelope que se liga ao CD4
proteina do envelope que se liga aos
gp4l receptores de quimiocina
HAX-1, fator apoptoético
proteina componente do poro nuclear que
hCCL. interage com Vpr
HECT Tipo de Ligase de Ubiquitina 3
HPV virus papiloma
Sequéncia de aminoacidos encotrada em
lentivirus de primatas correlacionada ao
HSRIG prolongamento do ciclo celular
IN integrase
IRES Sitio de reconhecimento de Ribossomos
LR Regido rica em leucina
LT CD4+ Linfocitos T CD4+
Sequéncias Terminais Longas Repetidas
(Long Teriminal Sequences): promotor dos
LTR genes do HIV
MAPK Cinase Promotora de Mitose
Pincipal Complexo de
Histocompatibilidade (Major
Histocompability Complex): familia de
receptores celulares que modulam entre
MHC outros a resposta imune.
MMV mice minute virus
Fator Negativo: gene do HIV que codifica
a proteina NEF que é responsavel pela
Nef, modulagédo de CD4
PIC Complexo de Pré Integragdo
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Fator encontrado em células de certas

espécies de simios que impede a replicacdo

REF-1 do HIV
Proteina Regulatoria Viral: regula a
Rev expressédo dos genes do HIV
Transcriptase reversa: proteina codificada
pelo gene Pol do HIV que é responsavel
RT pela transcriptase reversa
SIvV Virus da Imunodeficiéncia Simiana
Linhagem de SIV que infecta 0 género
SIVmac239 Rhesus
SIVsm linhagem sooty mangabey do SIV
SMUG2 tipo de uracil DNA glicosilase
Familia de proteinas conhecidas como:
Sinais de Transducdo e Ativadores da
STAT Transcricéo
Transativador: gene do HIV que codifica a
proteina TAT que é responsavel por
Tat transativar o LTR do HIV.
Ub ubiquitina
UNG2 tipo de uracil DNA glicosilase
UPS Sistema Ubiquitina Proteassoma
Linhagem de vacina baseada num virus da
V520 gripe testada contra o0 HIV sem sucesso
Fator de Infectividade Viral: gene do HIV
que codifica a proteina VIF responsavel
Vif pela degradacdo de APOBEC
Proteina Viral Regulatoria: gene do HIV
que codifica a proteina VPR que é
Vpr responsavel pelo blogueio do ciclo celular,
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apoptose e modulacéo do LTR viral entre

outras.

Proteina Viral U: gene do HIV que codifica

a proteina VPU que é responsavel pela

Vpu degradacéo de CD4
Cinase reguladora do ciclo celular
Weel degradada na presenca de Vpr
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