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Nef é uma proteina multifuncional do HIV que contribui para 0 aumento da viremia e a
progressao da doenca. Nef exerce essas fungdes ao modificar os niveis de expressao de
varias proteinas antivirais em diferentes compartimentos da célula hospedeira, como a
membrana plasmatica, complexo de Golgi e vesiculas extracelulares (EVs). Nesse
trabalho foi realizada uma analise protebmica quantitativa de EVs liberadas por linfocitos
a fim de caracterizar as mudancas globais em seu conteudo proteico promovidas por Nef.
A hipdtese testada foi de que Nef teria alvos ainda ndo identificados com seus niveis
alterados nas EVs. Dentre as diversas proteinas com niveis modificados, os resultados
mostraram que Nef é capaz de reduzir os niveis da proteina antiviral IFITM2 em EVs. A
familia de proteinas IFITMs (Interferon-Induced Transmembrane) age contra uma
diversidade de virus, incluindo: influenza, dengue, zika e HIV. A expressdo de IFITMs é
regulada por interferon e pelo menos trés IFITMs diferentes exibem atividade antiviral
(IFITM1, IFITM2 e IFITM3). No contexto da infeccdo pelo HIV, foi anteriormente
mostrado que as IFITMs impedem a fusdo do virus com a membrana plasmatica,
favorecendo o direcionamento do virus para uma via de degradacdo lisossomal. Até o
momento, ndo ha evidéncias de proteinas virais que antagonizam as IFITMs. A
descoberta de que Nef reduz os niveis de IFITM2 em EVs motivou a investigacdo do
possivel papel de Nef em antagonizar IFITMs em linfécitos. Ensaios de western blot
demonstraram que Nef reduz os niveis proteicos de IFITM1, IFITM2 e IFITM3 nas EVs
de células T, mas ndo afeta os niveis totais intracelulares. Ensaios de biotinilacdo e
enriquecimento de lipid rafts, mostraram que Nef diminui a associacdo de IFITM1,
IFITM2 e IFITM3 com a membrana plasmatica e com dominios de lipid rafts,
respectivamente, sendo este o principal local da biogénese de EVs em linfocitos. A analise
da distribuicdo subcelular de IFITM3 na presenca de Nef mostrou que a proteina tem seus
niveis reduzidos na superficie celular e € redistribuida a partir do citosol para a regido
perinuclear. Ensaios de transferéncia de proteinas por meio de EVs permitiram observar
que IFITM3 pode ser eficientemente entregue para células aceptoras. Por fim, analises da
expressdo dos genes IFITMs em resposta ao interferon revelaram que Nef bloqueia

fortemente a sua expressédo, a partir do bloqueio da via de sinalizacdo de IFN do tipo I.



Os resultados permitem concluir que Nef antagoniza IFITMs na transcricdo e pos-
traducdo, bloqueando sua expressdo induzida por interferon e removendo essas proteinas
dos dominios de lipid rafts na membrana plasmatica. Tal acdo leva a uma excluséo

sustentada de IFITMs de locais de brotamento de EVs.



