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Resumo

A diminuicdo da expressdo do receptor CD4 da sigier€elular € um dos eventos mais
importantes durante a infeccdo pelo virus da Imefici@ncia Adquirida (HIV-1). Dentre as trés
proteinas virais que participam neste processo, Wad e Env, a primeira se apresenta como a
mais relevante. Estudos realizados por outros grepm nosso, evidenciaram claramente a relagao
entre a capacidade em diminuir a expressdo da ulaléeD4, a capacidade replicativa e a
infectividade viral, sugerindo a participacdo destento na patogénese e progressdao a doenca.
Resultados encorajadores obtidos por nosso gruportgraram que o bloqueio da modulacéo de
CD4 mediada por Nef em células infectadas podeuser boa abordagem terapéutica. Baseados
nestes resultados e com o intuito de identificarosoalvos e abordagens terapéuticas, tracamos
como principal objetivo neste estudo determinaeal papel fisiologico da tioesterase humana |l
(hTE) na modulacdo do receptor CD4 mediada por Bstia proteina foi descrita como um dos
principais parceiros celulares de Nef neste pracdssopatoldgico. Utilizando a ferramenta
molecular do RNA de interferéncia (RNAIi) para blegqu a expressao de proteinas celulares e
virais envolvidas neste fendbmeno, foi possivel olageque hTE ndo desempenharia um papel
relevante na modulacdo de CD4, contrariamente sinadado em trabalhos prévios. Porém, esta
proteina mostrou participar na regulacdo dos nivais CD4, possivelmente através da
despalmitoilacdo do receptor viral na superficitulage levando a internalizagcdo da molécula
independentemente da presenca de Nef. Outrosadsslbbtidos neste estudo também indicam
gue ao menos em variantes de Nef que se ligamagestina, como a presente na cepa NL43, a
acado da enzima celular poderia ser potencializatk proteina viral. No entanto a confirmacgéao
desta como outras hipoteses relacionadas as pisssdtvessequéncias biologicas da interagdo entre

hTE e Nef requerem estudos adicionais.

Palavras Chaves: HIV-1, AIDS, Nef, Diminuicdo dpmssao de CD4, hTE e RNAI.



Summary

The down-modulation of CD4 receptor expressionns of the most important events
during the HIV-1 infection. Among the three virabgeins involved in this process Nef, Env and
Vpu, the first one is the most relevant. Resultsioled by our group and others showed a clear
relationship between the virus mediated receptavrndmodulation, the increasing of infectivity
and viral replication of HIV-1, suggesting a patbog role in this phenomenon and disease
progression. More recently, we provided proof-oftcgpt that specific inhibition of Nef
mediated CD4 down-modulation could be a good trerapal strategy. Based on these results
and aiming to identify new targets and therapelstrategies, we investigated the physiological
role of the human tioesterase Il (hTE) in the donwodulation of CD4 receptor mediated by Nef.
The hTE was described as one of the main cellldanprs of Nef in this process. Using the
interference RNA (RNAI) mechanism, as a molecutanl to block cellular and viral proteins
expression involved in this phenomenon, we obsetiwadhTE does not play a relevant role on
Nef-CD4 modulation, as assigned by previous wovke. showed here that the participation in
the regulation of cellular surface CD4 levels pblysby a depalmitolation process, making the
internalization independent of Nef. The hTE enzymattion on Nef-NL43 transfected cells
showed a probably synergism between Nef and hTE. dinfirmation of these preliminary
findings as well as, a more thoroughly understagaih the general biological consequences

arising from the interaction between hTE and Neduires additional studies.

Key words: HIV-1, AIDS, CD4 down-modulation, hTERNAI.
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1. Introducéao



1.1. A Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS

1.1.1 Uma breve abordagem

Os primeiros casos da Sindrome da Imunodeficiéhdguirida (AIDS) foram
detectados em 1981. Esta doenca foi primeiramerggnaosticada em pacientes
homossexuais do sexo masculino, nos Estados Unidodmérica (Gotliebet al,
1981), sendo caracterizada por profunda imunosssgoeprovocada pela diminuicao
do niimero de linfécitos T auxiliares (LT-CD4o0 que leva a ocorréncia de infecgbes
oportunistas e/ou tumores como, por exemplo, um dg tumor de pele denominado
sarcoma de Kaposi e linfoma de células B.

Apesar de os primeiros casos de AIDS serem datdedE981, somente em
1983 se teve os primeiros indicios de que a dogniga como agente infeccioso um
retrovirus (Wigget al, 2002) e finalmente em 1986 o Comité Internaciodal
Taxonomia de Virusliiternational Committee on Taxonomy of VirusedCTV),
determinou que o virus recebesse a designacdorde 84 Imunodeficiéncia Humana
(HIV-1). Nesse mesmo ano, outro virus com caratiesis semelhantes foi
denominado de HIV-2.

Os mecanismos patogénicos envolvidos na génese IB& Ado estdo
completamente elucidados, entretanto, varios estultononstram forte correlagéo
entre a mudanca de tropismo pelo co-receptor, de50gara CXCRA4, e a evolucéo da
doenca (Simmonst al, 1996; Reevegt al, 1999). Além disso, recentes evidéncias
apontam ao tipo de resposta imunologica como gahdator envolvido na origem da
doenca. (Altfeld & Rosenberg, 2000; Emal, 2005).

Quase 25 anos apo6s a descoberta do virus, a pandie®IDS ainda continua
excedendo todas as expectativas em severidade actongocio-global. Assim,
predicbes feitas em 1991 pela Organizacdo Mundigbalide (OMS) estimavam que
para o ano 2000 o numero total de casos acumuéaddedo o mundo, poderia atingir
0os 40 milhdes (Healthy, 2002). Porém, estas predi¢éram amplamente superadas
quando no ano 2000 estudos epidemiolégicos mostrgtee o numero total de casos
atingiu os 56 milhdes de pessoas, quase a poputi@eino Unido, sendo que 20
milhdes de pessoas ja tinham falecido em conse@li@adnfeccéo (Unaids, 2000).

Resultados de estudos epidemioldgicos realizadosnmo de 2005 (Saude,
2005) mostraram que o numero de pessoas infectadasdo o mundo ja atingia 45

milhdes, continuando a superar todas as expedatevgue somados ao numero de



Obitos 0 namero total de casos acumulados podstéa proximo aos 60 milhdes de
pessoas, sendo que a Africa sub-Sahariana acur@silguartos dos casos.

A AIDS tem causado um alto custo quando se trafzed#a e/ou diminui¢do na
qualidade de vida no mundo. Especialmente na Afiagaoximadamente 70% das
mortes ocorridas séo decorrentes da infeccao p#dHealthy, 2002), estimando - se
gue mais 55 milhSes de vidas africanas serdo erdite 2020 em consequéncia da
AIDS. Esta epidemia ja ultrapassou a malaria conmrirgcipal causa de morte na
Africa sub — Sahariana. Além disso, a AIDS levasyméssoas a 6bito que conflitos
armados na Afica (Unaids 2000).

1.1.2. Perspectivas no controle da AIDS.

A AIDS certamente é uma das patologias humanasrgi® despertam medo,
preocupacéo e ansiedade de respostas por parteiddasle. O desenvolvimento de
novas drogas e de novas estratégias para contnaduedo do numero de pessoas
infectadas se faz necessario e urgente. Em 200&Vhaonferéncia internacional de
AIDS, ficou claro que é necessario o empenho dea fmpulacdo mundial para que
possa se lograr o controle e até a cura destasiedr

Um dos grandes problemas no controle da AIDS estasurgimento de
variantes resistentes aos inibidores presente®quetel antiretroviral, a permanéncia
de reservatorios virais latentes, a presenca do®f®xicos colaterais causados pelo
tratamento e o alto custo das drogas disponiveimargado. Dessa forma, a pesquisa
de mecanismos basicos de patogénese volta a degwmmpem papel crucial na
identificacdo de novos alvos farmacolégicos e cgisetemente no desenvolvimento

de novas estratégias terapéuticas e de vacinaangdis e seguras.
1.1.3. Tratamento.

O surgimento da terapia antiretroviral altamenieaatHAART) proporcionou
ao paciente drastica supressao da replicacdo ainadentando-lhe o tempo e qualidade
de vida. Atualmente, os diversos antiretroviratgericiados tém como alvo molecular,
principalmente, as enzimas transcriptase reversg (Rotease (PR) e integrase (IN).
Apds o0 uso do coquetel antiretroviral por mais deawlécada, o tratamento
mostrou ter sérias limitagdes: ineficacia na eoagho da infeccdo, dada a persisténcia

de reservatorios virais, o surgimento de variaméssstentes, devido a mutacdes e



finalmente, por apresentar sérios efeitos colaecamo alteragcdes no metabolismo de
lipideos que redundam, em alguns casos, em aci#deatdiovasculares, lipodistrofia
muscular e ainda alteracdes neuroldgicas (Furttdal. 1999; Yerly et al, 1999).
Dentro dessa nova realidade e gracas aos novogsa@orantos trazidos pela pesquisa
basica, novas drogas e abordagens terapéuticassesido desenvolvidas.

Uma nova tendéncia no tratamento antiretroviral éhducdo de resposta
imunoldgica capaz de complementar o tratamentosdfsma, mediante o fendbmeno
chamado de “auto-imunizacéo”, conseguido pela nmpgdo temporaria da terapia,
busca-se estimular a resposta imune especificapamentes submetidos a terapia
antiretroviral.

Grande parte das mais promissoras drogas que ssiédo testadas em ensaios
clinicos visa inibir a interacdo entre as proteiviess e celulares. Estas drogas agem,
basicamente, nos trés diferentes estagios da ardmadirus na célula hospedeira.

As drogas mais promissoras sao as que agem naU(dstagio, onde ocorre a
fusdo das membranas virais e celulares. A maisipsoma, dentre elas, € o inibidor T-
20 (De Clercq, 2004), a qual foi aprovado pela Fé®d and Drug Administration”.

Porém, o uso destas novas drogas ainda € demorackmuer grandes
investimentos por parte das companhias farmac&uéicaor parte dos consumidores
destes produtos. Além de ressaltar que muitasgéaa eficazes para muitas pessoas
infectadas pelo virus. Frente a isso, o desenvelvicmde novas formas de terapia se

faz necessario.
1.2. O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV).

1.2.1. A origem.

A ancestralidade do HIV, tem sido investigada dipde um virus simio muito
semelhante ao HIV, o SIV do chimpanzé (SIVcpz),oatrado no oeste da Africa
central (Gaoet al, 1999). No entanto, a exata origem do SIVcpz permanece
desconhecida devido a existéncia de mais de 2Qiespée primatas africanos, nao
humanos (Hahmt al, 2000).A andlise filogenética de SIVcpz, tem sugerido gsie
pode ter se originado como resultado da recombinagére o SIV presente no “red
capped mangabeys” (SIVrcm) e o SIV presente noatgspotted nose” (SIVgsn)
(Santiagoet al, 2002). Outra hipétese é que chimpanzés por pessud habito de

predar primatas menores, poderiam ter adquirides\ypor meio da alimentacao (Hout



et al, 2004).
1.2.2. Classificacao filogenética.

O HIV pertence a familidRetroviridae, género Lentivirus (Latim lentus =
lento). Através de estudos soroldgicos, foram exdidelos dois tipos antigénicos:
HIV-1 e HIV-2 (Grant e Cock, 2001kendo que o HIV-1 € mais virulento e mais
disseminado pelo mundo todo, enquanto o HIV-2 éawmernrulento e se encontra
quase exclusivamente no oeste da Africa. Tanto\bHtomo o HIV-2, compreende
diferentes subtipos e organizacdes gendmicas (el 2000).

O HIV-1, amplamente distribuido pelo mundo, é cm@wado por
variabilidade rara genética, resultado de suataka de mutacdo, que levou a originar
inUmeros subtipos, e dentro de cada subtipo, hae®ggle polimorfismos e de hiper -
variabilidade (Dominget al, 1998). As diferentes variantes sao definidashpeio da
analise da sequéncia de nucleotideos dos ggagenv e pol. Assim, através deste
tipo de analise foi possivel subdividir o HIV-1 érés grandes grupos: M (major), O
(outlier) e N (nem M, nem O). O grupo M pode sebdividido em subtipos
filogeneticamente associados, "A" a "J" (Yamg al, 1999) e suas formas
recombinantes (CRFs) (Robertsetral, 2000).

1.2.3. Estrutura.

O HIV-1 é um patdgeno bastante simples com novegenl15 proteinas.
Apresenta um envoltério lipoprotéico denominado ebope, que recobre o
nucleocapsideo. O envelope na sua parte exterresespa projecdes ou “spikes”
contendo trimeros formados pelas glicoproteina@{$U) e gp4l (TM). A gpl20
localiza-se externamente ao virion, estendendoee nmeio da gp4l na regido
hidrofobica do envelope viral (Turner & Summers99p Internamente, o envelope
esta constituido pela proteina matriz (MA) pl7 dgaao &cido miristico, sendo

responsavel pela integridade viral e pela incog@malas proteinas no virion maduro.
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Figura 1. Representacdo esquematica do virus da Imadeficiéncia Humana, HIV-1. O HIV-1 é
envolto por um envelope de natureza lipoprotéica.sba face interna, localiza-se a matriz, e nagworg
central da particula viral, encontra-se o capsteo formato cénico. O genoma viral é constituido po
duas fitas de RNA estabilizadas pelas proteinaswddeocapsideo (p7). No interior do capsideo,
encontram-se as enzimas Protease (PR), Transerig@gersa (RT), Integrase (IN) e as proteinas (Nef,
Vif e Vpr) (Wigg et al, 2002).
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Figura 2. Estrutura genémica do HIV-1. HIV-1 (Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo Os genes
gag, pol e enybarras lilas, azul e verde respectivamente),ficadn proteinas estruturais. Os getse

rev (barras roxas e laranjas respectivamente) codifjgateinas regulatorias. Os gene$ vif, vpr e vpu
(barras vermelhas, cinzas, amarelas, rosas e lazat crespectivamente) codificam proteinas acessor
Nas terminacdes 3’ e 5, encontram-se as sequUénmmditivas longas, chamadas de LTRs (Greene e
Peterlin, 2002).

O nucleocapsideo possui formato conico, tipicoeméMirus, constituido pela
proteina do capsideo (CA) p24, e como todo retusyiv material genético € composto
por duas fitas idénticas repetidas de RNA. Trésomaptes enzimas encontram-se

associadas as duas moléculas de RNA, a transerigasrsa (TR), a integrase (IN) e a



protease (PR), além das proteinas p6 e p9 e asimastacessorias Nef, Vif e Vpr
(Figura 1).

O genoma do HIV-1 tem aproximadamente 9,8 kb camstio nove genes,
sendo trés estruturaigag pol e eny, dois regulatoriostat e rev, e quatro acessorios,
nef, vpu, vpr e vif, possuindo nas extremidades 5 e 3’ longas sedgpgmepetidas

invertidas ou LTRs (Long terminal repeats sequencEgura 2)
1.2.4. A proteina acessoria Nef.

Nef € uma proteina ndo enzimatica miristoilada po®sui entre 27 e 34 kDa,
expressa exclusivamente no virus da imunodefiaémgmana (HIV - 1 e 2) e no virus
da imunodeficiéncia simiana (SI1V). Apesar de satdrte estudada e muito importante
para a patogénese dos lentivirus acima citado$urgdes desta proteina ainda séo
pouco compreendidas. A importancia biologica de Nafa a replicacdo viral e
desenvolvimento da doenca foi demonstrada, “in’yieon macacos infectados com
SIV (Kestleret al, 1991) e confirmada através da observacao dadaltprogresséao a
doenca em pacientes infectados por virus apresentantacdo ou delecéo total de Nef
(Kirchhoff et al, 1995; Deacoret al., 1995). “In vitro”, a falta desta proteina leva a
diminuicdo da replicacéo e infectividade viral (llilet al, 1994 e Schwartet al,
1995).

A regido N-terminal desta proteina, de aproximadae60 residuos, apresenta
grande diversidade genética e flexibilidade estalitusendo responsavel por seu
ancoramento a membrana. Esta regido € seguida ddononimio C-terminal (dominio
central), de aproximadamente 130 aminoacidos, I@stonservado e caracterizado
pela presenca de estrutura terciaria estavel. [estes dois dominios existe um sitio de
clivagem para protease viral e uma regido enrotedaproximadamente 30 residuos
projetada para fora do dominio central. Precisagmeansitio de clivagem pela protease
do HIV 1 se encontra entre os residuos dos amidosi®/57 e L58. Estes aminoacidos
sdo altamente conservados, principalmente o taptof57. Nef ainda possui um
dominio SH3 que esta envolvido na interacdo cortepras de sinalizag&o intracelular
como, por exemplo, Hck, Vav e Lck, sendo que dstasacoes sao fundamentais para
a ativacdo celular mediada por Nef (Sakseflaal, 1995; Fackleret al, 1999) e
consequentemente para a replicacdo viral. Nef éifitedh apos a traducdo por

fosforilagcdo, além da miristoilacdo, na por¢cédo Nrieal (Arold e Baur, 2001; Geyer e



Peterlin, 2001 e Geyet al, 1999). Também apresenta em sua estrutura regd@mse
liga a cinase p21 ativada (PAK) 1 e 2, tioester&®4, uma ATPase vacuolar V1H
(NBP1), proteinas adaptadoras de clatrina (AP) @ iagido possivelmente de interacéo
comp-Cop (Geyeet al, 2001) (Figura 3).

— N-Miristoiltransferase

Ligagao a

membrana Dominio SH3

Tioesterase

~= B-COP ?

™A Proteinas
adaptadoras

Figura 3. Localizacdo de motivos funcionais na esttura da proteina Nef do HIV-1. Representacéo
dos motivos funcionais de Nef para interacdo cotorés celulares como: Tioesterase, CD4, V1H,
proteinas adaptadoras de clatrina, PAK 1, PAK 2, §&H3), Lck (SH3), Hck (SH3) e possivelmefte
Cop. A regido N-terminal da proteina é a regidcadeorameto & membrana, devido principalmente a
acdo da N-miristoiltrasferase (Gewral, 2001).

A N-miristoilacdo de Nef é necesséria para suacéss# com a membrana
celular, caracteristica esta critica para todasuagdes bioldgicas da proteina, tais
como: modulacdo de CD4, modulacdo de MHC |, infetdide e ativacdo de PAK
(Geyeret al, 2001).

A fosforilag@o possivelmente esta envolvida narag@&o entre o grupo miristico
e 0s seis primeiros residuos do N-terminal de NMeitroducdo de carga negativa

dentro da regido de ancoramento pode bloqueaaetstssociacdo com a membrana



devido a repulsdo desencadeada pela carga nedatikegido polar dos fosfolipideos
presentes na membrana (Arold & Baur, 2001).

Apesar de serem pouco conhecidos os efeitos déiNeivo” , sabe-se que “in
vitro” Nef esta envolvida no aumento da replicagada infectividade viral em células
primarias, na alteracdo do estado de ativacéo ldasd, na interferéncia das vias de
transducdo de sinais de macréfagos e na inducdmathulagdo de moléculas de
superficie celular tais como: CD4, MHC I, MHC-IIXCR4 e CD28 (Aikenet al,
1994; Swigutet al., 2001; Schwartzt al, 1996; Stumptner-Cuveletiet al, 2001;
Hrecka,et al.,2005).

1.3. Relevéncia da modulacéo do receptor CD4 nabgéhese do HIV-1.

O HIV-1 se liga ao receptor CD4 presente na superftle linfocitos e
macrofagos através da glicoproteina gpl120 presemtenvelope do HIV-1. Apés a
interacdo com CD4 a gp120 sofre mudancas confoomaisi que culminam na fuséo das
membranas virais e celulares (Laphahal, 1996;Chanet al, 1997). Momentos ap0s o
evento de entrada viral, varios processos saoatisi com o objetivo de assegurar a
diminuicdo da expresséao do receptor viral (Figyra 4

Desta forma a modulacdo da expressdo do receptor CD4 é umndos
importantes eventos durante a infeccdo pelo HI¥ehdo conservada tanto no HIV-1,
HIV-2, como no SIV (Marini & Showronski, 1993; Gy al, 1987; Fosteet al, 1994).

Dentre os nove genes viraisef, env e vpuparticipam deste processo,
demonstrando que a modulagdo do receptor viralugerficie celular possui papel
critico no ciclo de replicacdo destes retrovirug fato, niveis de CD4 levemente
superiores aos observados nos linfocitos primf@aem vir a saturar a maquinaria viral
(Cortes et al, 2002). Destas trés proteinas, Nef € a Unica evtgd& no virion e
expressa logo apds a infeccdo, sendo seus trassost mais abundantes nesta fase,
desempenhando o papel mais relevante na modulag&Dd (Colemaret al, 2001;
Aiken & Trono, 1995; Cheet al, 1996). Assim, seu efeito pode ser detectado é2tee
16 horas apoés a infeccédo (Cortdsal, 2002), porém a contribuicdo de Env e Vpu na
modulacdo de CD4 é detectada apenas em estaglmstda infeccdo. Os efeitos de Nef
(produto precoce) e Vpu/Env (produtos tardio) sd@mngjtativa e qualitativamente
distintos (Cheret al, 1996).
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Figura 4. Mecanismos envolvidos nadiminuicdo da expressao de CD4 da superficie da céu
infectada pelo HIV-1. A modulacdo de CD4 ocorre em diferentes locaiséliala infectada e envolve as
proteinas virais Nef, Vpu e Env. Nef age como umector na superficie da célula ligando o dominio
citoplasmatico de CD4 com o complexo protéico aatdqt da clatrina AP-2, induzindo a formacao de
vesiculas endociticas, que posteriormente por tavento da proteinf-Cop, sdo direcionadas ao
lisossoma para degradacédo. Ja as proteinas Vpu edirecionam as moléculas CD4 recém sintetizadas
presentes no RE, para degradacdo proteassdmica,(Raes).

A modulacao de CD4 (Figura 4) acontece em trésatifes niveis e localizagdes:
na membrana plasmatica, no reticulo endoplasm@iRd e em menor grau no aparelho
de Golgi. Na membrana, Nef age como conector ligama@lominio citoplasméatico do
receptor viral CD4 ao complexo heterotetraméricapsatlor de clatrina, AP-2 (Harpetr
al., 1986). Esta interacéo leva a formacéo de vesi@rdociticas, que sao direcionadas
para o endossoma (Schwasgk al, 1995; Mangasariaret al, 1997)e posteriormente
para degradacao lisossdmica via interagdo com teipap-COP (Piguetet al, 1998).
Também foi proposto que Nef direcionaria as mobcude CD4 presentes na regido
trans-golgi para os endossomos precoces e tardiasés de interagcbes com as
subunidadesmicro (u) dos complexos AP-1 e AP-3, contribuindssiam com a
degradacdo de proteinas recém sintetizadas (Maiajasé al, 1997;Le Gall et al,
1998 e Craiget al, 2000).

As outras duas proteinas virais, Vpu e Env, ageRBdloqueando o transporte
das moléculas recém sintetizadas. Assim, e dewdoatta afinidade, a gp160 liga-se
fortemente a molécula CD4 proporcionando a formalgagregados que bloqueiam o
transporte do receptor viral para a superficielael{tevensoret al, 1988; Geleziunas
et al, 1994). Posteriormente, Vpu que é uma proteira wiuito conservada entre os

diversos isolados virais, mas ausente em HIV-2 e mmaoria dos virus da
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imunodeficiéncia simiana (SIV) (Cohat al, 1988) age de forma similar a Nef, como
conector entre o dominio citoplasmatico de CD4 erateinaTrCP, membro do
complexo protéico de ubiquitinacdo, Skplp-CDc53kHS, que direciona o CD4 para a
degradacéo proteassémica (Margodtiral, 1998).

Existem diversas hipoteses realcionadas a relevdisoblogica deste fenbmeno
na infeccéao pelo HIV, dentre as mais aceitas pedstar: a) evitar a ligagdo cruzada da
molécula CD4 na superficie de células infectadasa vitar a transducdo de sinais
inibitorios, os quais podem inibir a transcricaol@WA viral a partir do Long Terminal
repeat (LTR); b) inibir a inducéo de apoptose e efeititopaticos, antes que a liberacao
viral aconteca (Newelet al, 1990; Wassmeret al, 1985; Tobiumeet al, 2002); c)
impedir a super-infeccdo, o que poderia por emgpeda producao viral (Potash &
Volsky, 1998); d) favorecer a liberacdo de pattiswirais (Bensort al, 1993; Bouret
al., 1999) e finalmente, evitar a diminuicdo da infedade das particulas virais
liberadas (Lameaet al, 1999; Cortest al, 2002; Argafiarazt al, 2003). Porém vale
ressaltar que estas hipoteses nao sdo excludesdesdm ocorrer concomitantemente,
aumentando a eficiéncia do processo infeccioso.

Os primeiros trabalhos mostrando os efeitos intmsdda expressédo de CD4 na
replicacéo viral foram de Marshall e colaboraddd€9?). Posteriormente, trabalhos de
Lama e colaboradores (1999), mostraram que a sxpeessao do receptor viral CD4
levava a diminuicao da infectividade e liberacée particulas virais e que as proteinas
Nef e Vpu por meio da participacéo na diminuica@xiaresséo do receptor da superficie
viral, eram capazes de impedir os efeitos inirmediados por CD4. Por outro lado, a
eliminacdo dos efeitos inibitérios mediante o usdrticulas virais pseudotipadas, com
as glicoproteinas dos virus da estomatite vesic{f&Vg) ou com a do virus da
leucemia viral murina (MLV), mostraram claramentge geste fenbmeno requeria a
interacdo da molécula CD4 e a glicoproteina de réigpe viral, a gp120. Entretanto,
estes estudos foram realizados em células 293Tapmente transfectadas com vetores
expressando a moléculdD4, o que pode levar a maior expressao da quser\@ua nas
células infectadas naturalmente, ja que estasaselnfio expressam a proteina de
transmembrana Lck, a qual se associa a CD4 nafeugeriral. Com o objetivo de
abordar estas questfes, Cortes e colaboradore®) (2@0izaranns mesmos estudos de
inibicdo em linhagem de células Jurkat, que expradsck, com altos e baixos niveis de
expressdo de CD4. Desta forma, foi possivel obsardaninuicdo da infectividade entre

75-85%, ainda em células com baixos niveis de GD4ue mostrava que pequenas
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quantidades de CD4 eram prejudiciais para a inidetile viral. JA em células
expressando altos niveis de CD4 os niveis de &uvbatingiram 95% (Cortest al,
2002).

Estes estudos em conjunto, mostraram claramenta aqukicédo da infectividade
podia acontecer em condicdes fisiologicas de egficede CD4 e bem abaixo dos niveis
de expresséao requerida para inibir a liberacdcadécplas virais. A independéncia entre
estes dois fendbmenos foi demonstrada pelo mapeantentdominios diferentes na
molécula CD4, para a verificacdo de ambos os feném¢Bouret al, 1999).

Evidéncias proporcionadas pelos trabalhos de Cettak(Corteset al, 2002) e
posteriormente pelos de Argafaezal (Argafarazet al, 2003), onde foram detectados
niveis de incorporacdo da molécula CD4 na superfies particulas virais, levaram a
sugerir inativacédo funcional da gp120 como consecjéiéda co-expressdo de ambas as

proteinas na superficie do virus.

1.3.1. A modulacdo de CD4 mediada por Nef.

A proteina Nef do HIV e do SIV estdo envolvidasreducdo da expressdo de
varias moléculas envolvidas no funcionamento dtersia imune, evento que integra
parte das iniUmeras estratégias virais para evas&sittma imune e persisténcia viral
(Aiken et al, 1994; Swiguet al, 2001; Schwartet al, 1996; Stumptneet al, 2001;
Hreckaet al.,2005).

Umas das funcdes mais estudadas de Nef € a cagacide reduzir
dramaticamente o estado de expressao da moléc@B4i@a superficie celular (Aiken
et al, 1994). Todos os alelos de Nef isolados fazemutagédo de CD4 em varios tipos
de célula e em vérias condicbes experimentais. Emundongos transgénicos
expressando Nef do HIV-1 ocorre reducéo na expredsdD4 em timdcitos imaturos
e comprometimento na selecdo de linfocitos CDA4+rifMa& Showronski, 1993).
Provavelmente as funcdes de Nef nas células infastpelo HIV sdo mediadas por
interacOes especificas com proteinas celularetuddidacdo destes mecanismos de acao
de Nef requer a identificacdo destes parceiros.

Nef age sobre as moléculas de CD4 que sado in@tgsma membrana celular,
ao contrario das outras proteinas virais que ageiwe intracelular. A modulagéao de
CD4 mediada por Nef envolve o aceleramento da édecdo receptor, seguido de

degradacéo pela via lisossomal (Ailetral., 1994). No entanto, ndo foram encontradas
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modificagcbes no transporte pela via exocitica esfrdese da molécula de CD4
(Sanfridsoret al.,1994; Rhee & Marsh, 1994). A hipotese de que autagdo de CD4
mediada por Nef é realizada pela via lisossomalsteatada por experimentos onde
células transfectadas com a proteina viral mostrareior nimero de moléculas CD4
marcadas com clatrina do que células que nédo fdransfectadas (Johannes al.,
2003). Outra evidéncia em favor do envolvimentwiddisossomal foi obtida mediante
0 uso de agentes bloqueadores da atividade lisassongue levou ao bloqueio da
endocitose de CD4 mediada por Nef (Sanfridstoal., 1994).

A endocitose da molécula de CD4, igual a de outeosptores de membrana,
ocorre por intermédio da ligacdo de clatrina a Gegi presentes nas caldas
citoplasmaticas destas moléculas, permitindo arnateacdo e direcionamento dos
receptores para os endossomos primarios (Robitsah, 1994). A molécula de CD4
possui quatro aminoacidos hidrofobicos, incluindmsdresiduos de lisina na calda
citoplasmatica proximos da regido transmembranica sfo importantes para este
processo de endocitose (Aikest al., 1994; Salghettiet al., 1995). Esta regido
geralmente é encoberta pela ligacdo de p56 Lckegita a internalizacdo de CD4
mediada pela ligacédo de proteinas adaptadorasa@B9mplexo de clatrina.

Nef apresenta uma via secundaria de modulacdo d& EBte mecanismo
envolve a fosoforilagdo do residuo S408 (Gasetial., 1991) e a ligagdo direta ao
motivo dileucina presente na cauda citoplasmatec&d4 (Mangasariast al., 1997).
Os residuos W57, L58, G95, G96, L97, R106 e L110Nwh estdo envolvidos no
contato com CD4 (Grzesiekt al., 1996; Grzesiek, Bart al., 1996). O residuo D204
mostrou ser critico para a ligagcdo com CD4, desgeaymutante D204K eliminou a
ligacdo a CD4 e consequentemente sua internali{taféateet al., 1997). Além disso,
Nef também possui um motivo di-leucina, o qualueAP2 via cadeia2 (Greenberg
et al.,1997). Mutacdes nos residuos Y38 e Y39 em Nefimdirasta interacdo, porém o
mutante D204K ainda recrut (Piguetet al., 1998). Esta evidéncia aponta a proteina
Nef como uma proteina conectora entre a moléculd €badeiai2, deslocando p56
Lck.

Nef também interage com a subunidade V1H de umaasdRacuolar que
possivelmente esta envolvida no processo de mditulde CD4 (Luet al., 1998;
Mandic et al., 2001). V1H também é chamada de NBP1 (Nef bindigemn-1) e se
encontra em uma parte de vesiculas marcadas canmalasendo necessaria para a

acidificacdo de endossomos e lisossomos. Experim@l@monstraram que a regiao C-
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terminal de Nef € importante para a interacdo cdid YErdtmann et al., 2000). NBP-1
se liga a Nef e a subunidade p2 de AP2, 0 que super esta interacdo possa vir a
aumentar a fraca ligacao existente entre Nef e (RB2t al, 1998; Geyeet al, 2002).

Uma outra regido de Nef compreendida entre os uesidcEE155/156 foi
inicialmente proposta como regido de ligacgd@OP, sendo descrita como critica na
modulacdo de CD4 (Benichat al., 1994; NAet al., 2004). Esta regido foi descrita
como sendo responsavel pelo direcionamento do exmef-CD4 para os lisossomos
secundarios. No entanto, um mutante da proteirs, #K ao invés de EE, ainda se
mostrou totalmente funcional na modulacdo de C»$t@ret al., 2001) levantando a
possibilidade da existéncia de um co-fator no tacnento da proteingCOP mediada
por Nef (Janvieet al.,2001).

Em 1997 Liu et al, através de um sistema, de duoipladacdo em queef foi
fusionada a Gal4AD, responsavel por encontrar mtdsacelulares que se ligam a Nef,
conseguiu-se isolar uma tioesterase (hTE), enziesponsavel por clivar ligacbes
tioester. A partir da caracterizagdo da sequéneiautleotideos desta proteina que
interage com Nef, produziu-se um vetor de expreggdbTE recombinante, que teve
sua atividade enzimatica conferida através de égpetometria com auxilio de 5,59-
di-tiobis (2-acido nitrobenzéico). Além disto, coude mutantes de Nef possibilitaram a
conclusédo de que a regido de ligacao de hTE estavizlvida na modulagédo de CD4, ja
que um tipo de Nef que nédo realizava modulacéolie t@mbém néo se ligava a hTE.

Posteriormente Cohen et al (2000), através de desagnddmicas na molécula
de Nef, obtiveram a regido responsavel pela inierapm hTE (residuos entre 70 e
125), regido esta, também, importante para a med@olde CD4, que foi confirmada
através de citometria de fluxo. No entanto, expenitos de co-imunoprecipitacdo e
imunofluorescéncia confocal demonstraram que algonugntes e algumas cepas de
Nef (SF2 e mac239) ndo se ligam a hTE "in vitrogsncontinuam modulando CDA4.
Sendo assim, a necessidade de ligacao que a ceffadelLNef possui levanta questdes
a serem respondidas dentro de um contexto evolatfigologico viral.

Portanto, a tioesterase humana Il (hTE) tambéneriwblvida no processo de
endocitose de CD4 mediado por Nef (latial., 1997). Porém, a participacdo desta
proteina no mecanismo de modulacdo de CD4 foi questa j& que alguns alelos de
Nef ndo interagem com esta proteina celular, masnt@am diminuindo eficientemente

a expressao da molecula CD4 (Cokeal.,2000).
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O residuo D123 de Nef foi descrito como critieoimeracdo com hTE, assim
como na dimerizagcdo da proteina viral na modulad@oCD4 e do complexo de
histocompatibilidade do tipo | (MHC 1) (Liat al.,1997). Assim como a dimerizacao, a
miristoilacdo do extremo N-terminal de Nef é fundamtal para o ancoramento da
proteina @ membrana celular, fendbmeno este fundameas diferentes funcdes

exercidas pela proteina (Gewtral.,2001; Pengt al.,2001).

1.4. A importancia do processamento lipidico na uéagdo do CD4 na infeccéo pelo
HIV-1.

1.4.1. O envolvimento de membranas no funcionameceular.

Em uma célula constantemente as moléculas saoagasyvsendo que para iSso
muitas necessitam ser substituidas e entdo degpadasstruturas celulares. A todo o
momento novas moléculas estdo sendo originadasb&itsindo outras ndo mais
funcionais. Grande parte da comunicacdo e renovagiizada pela célula € realizada
através de vesiculas que transitam pelo espa@z@hitar. Uma grande quantidade de
moléculas é sintetizada no interior da célula corpor exemplo, no reticulo
endoplasmatico (RE) e necessitam ser levados paerdrana plasmatica, para outros
compartimentos ou para fora da célula. O trafegeedéculas € um evento constante no
espaco intracelular (Rothman, 1996). Portanto erditfo e a fusdo de vesiculas séo
pontos chaves para grande parte dos processosatimialda célula. Eventos como a
comunicacao entre compartimentos subcelulares,cénde, secrecdo de substancias,
infeccdes celulares e a divisdo celular sdo eveguesenvolvem fusdo de membranas
(Rothman, 1996).

Os receptores presentes na superficie celular@@tantemente capturados por
vesiculas que sao fusionadas a endossomos, levamdigo moléculas como, por
exemplo, lipoproteinas e ferro, substancias altéenemportantes para o crescimento e
o funcionamento celular. Os receptores entdo s&an@nhados novamente para a
superficie celular através de outras vesiculasioareinhadas para os lisossomos para a
sua degradacéo e utilizacdo de seus produtos @ela (Rothman, 1996).

Desta forma, entender os mecanismos molecularesemes na formacédo e
fusdo destas vesiculas no interior da célula énl@aimental importancia para a possivel
interferéncia e correcdo quando estes mecanismosntam-se envolvidos em

processos infecciosos ou disturbios metabodlicogegra

15



As proteinas integrais sdo proteinas que estdenferite ligadas a membrana
por ligacdes hidrofébicas que s6 podem ser libarguar agentes que rompem a
membrana como solventes organicos ou detergeidtes. @roteinas periféricas se ligam
a membrana através de interacOes eletrostaticastespde hidrogénio que podem ser
dissociadas da membrana por mudanca de pH. Prelajadas a lipideos sdo proteinas
que possuem ligacdo covalente com lipideos quemsecomo ancoras hidrofébicas que
se inserem na bicamada lipidica e mantém a protainparte dela ligada de forma
indireta a membrana celular (Nelsetmal, 2002).

A ligacdo de proteinas a lipideos pode ocorreréke formas: a) miristoilacao:
um processo irreversivel em que o acido miristion, acido graxo saturado de 14
carbonos, se liga a proteina de membrana atravdéigad#o amida com o grupo
amino da glicina amino terminal; b) palmitoilagkum processo reversivel em que o
acido palmitico, um acido graxo saturado de 16arab, € adicionado ao residuo de
cisteina por ligacdo tioester; c) prenilacdo: psdéos estdo ligados as proteinas por
unidades de isopreno (figura 5) (Nelsdral, 2002).

(a) o (b) 0 (c) o
HN—C'HJ—CL— -------- —NH—C'H—g‘—---- ----—’-.\'I—I—C'H—JZ‘—O—CH;
C=0 C'H C|H
§ $
=0
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/

Figura 5. Diferentes tipos de ligacdo de acidos gras as proteinasProcessos pés traducionais fazem
com que &cidos graxos sejam ligados as proteinasne isso elas se ancoram na membrana. (a)
Miristoilacdo. (b) Palmitoilacao. (c) Prenilacéo.
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1.4.2. O processo de palmitoilacéo.

ModificagOes lipidicas em proteinas sdo necessg@ms a destinacdo e
enriguecimento de proteinas em membranas e vesiaddlares (Resh, 1999;
Berthiaume, 2002; Hancock, 2003). A palmitoilag&téderelacionada a funcdo das
proteinas, aumentando a hidrofobicidade e contrdmupara a associagédo das proteinas
as membranas. A palmitoilacdo possui funcdes iraptes no trafego subcelular de
proteinas através de compartimentos membranossesn aoomo a modulacdo de
interacbes proteina-proteina (Berthiaume, 2002)maédificacdo por lipidios € um
mecanismo universal em células eucariontes e aitpdapdo é uma modificacdo
encontrada exclusivamente em proteinas de mem{@Bamatrys & Linder, 2004).

Assim como a grande maioria das reacdes quimicssepies nas células, a
palmitoilacdo € uma reacdo enzimatica, a qual éiadadpor uma proteina
palmitoiltransferase (PAT) ou simplesmente acikfarase. No entanto a relevancia
desta enzima ainda néo foi totalmente elucidadaifi&tharet al, 1990; Berthiaume &
Resh, 1995; Dast al, 1997), pois as regifes de palmitoilacdo ndoesaguma regra
rigorosa (Bijlmakers & Marsh, 2003) e, também, deva proteinas com residuos de
cisteinas alvo para palmitolilacdo sofrerém,vitro, o processo de palmitoilacdo na
presenca de apenas palmitoil-CoA (Duncan & Gilnt896; Veitet al, 1998; Veit,
2000; Bizzozeret al,, 2001)

O processo de palmitoilacdo de proteinas foi desqela primeira vez na
glicoproteina do virus da estomatite vesicular (&$YSchmidt & Schlesinger, 1980).
Subsequentes experimentos demonstraram que osagsld cisteina estdo envolvidos
no processo de palmitoilacdo (Rasteal., 1984). A familia de proteinas modificadas
por palmitoilacdo é grande e diversificada. De forgeral a palmitoilacdo aumenta a
afinidade das proteinas pela membrana, afetandoatizacdo e funcéo das proteinas.
Além disto, a modificacdo por lipideos tem impocianna distribuicdo lateral de
proteinas na membrana plasmatica formando regidas em lipideos “"Lipid rafts™
(LR). A palmitoilacdo junto com outras modificacdgddicas, possui importancia na
destinacdo das proteinas modificadas no interiazélisla (Bizzozereet al, 2001). A
remocdo de palmitato das proteinas ocorre congétnente e em resposta a sinais
celulares. Este processo de despalmitoilacdo € necegso realizado pelas enzimas

tioesterases (Bizzozes al., 2001).
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A molécula de CD4 é uma glicoproteina integral ce®nkDa encontrada na
superficie de linfocitos T e macréfagos (Stevesirdl., 1986; Thomast al, 1983). Esta
proteina esta envolvida na adesdo celular (Doyl&t8miner, 1987), sinalizacdo
molecular durante a ativacao celular (Rosbfl.,1987) e também serve como receptor
para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (De&ihet al.,1984). A molécula de
CD4 possui 5 residuos de cisteina espalhados phiosinios citoplasmaticos e
transmenbréanicos. Dois destes residuos, C420 e, @G24n parte dos oito residuos de
aminoacidos presentes na parte citoplasmatica décuola envolvidos na ligacdo de
CD4 atirosina kinase p56 Lck (Shaival.,1990; Turneet al, 1990).

Estudos demonstraram que CD4 pode incorporar g@tioitico marcado com
H® (Crise & Rose, 1992) e que os residuos de cistgiesentes na proximidade da
juncdo do dominio transmenbréanico e citoplasmats&m importantes para a
incorporacdo deste acido palmitico. Mutacdes nateioas 394 e 397 reduzem
significantemente a incorporagdo de palmitato ndarcgela molécula de CD4,
indicando que estes residuos sdo palmitoilados€C& Rose, 1992). Além disto,
estudos prévios demonstraram que a palmitoilacd@oDdeé importante para o acamulo

deste receptor nas regides LR (Fragesa)].,2003).
1.4.3. A familia das Tioesterases.

As tioesterases sdo enzimas envolvidas na clivatgelgacoes tioesters, reacao
principalmente envolvida no metabolismo de lipididss acetil-CoA tioesterases
(ACOT), nome mais correto para as tioesterasesnfgrarte de um grupo de enzimas
que hidrolisam acetil-CoAs em acidos graxos lieeenzima A (CoASH) (figura 6)
(Huntet al.,2002; Yamada, 2005), o que sugere que sejam cigeksem potencial de
acetil-CoAs intracelulares, acidos graxos livr€&od\SH. Estas enzimas séo localizadas
em muitos compartimentos celulares tais como Heti@ndoplasmatico, citosol,
mitocondria e peroxissomos (Huwettal.,2002). As ACOTSs séo reguladas pelo Receptor
Ativador da Proliferacdo de Peroxissomos (PPARBYaes nutricionais, o que leva a
conclusdao de que elas estejam envolvidas no metatmlde lipidios. No entanto as
funcg@es fisioldgicas destas enzimas ainda ndo feosammente elucidadas (Le al.,
1995; Huntet al., 2001). Estas enzimas também podem ser citadas aogii-CoA

hidrolases, acetil-CoA tioester hidrolases e palitr@oA hidrolases.
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Figura 6.Possiveis funcdes celulares da tioesterase humaR&presentacao esquematica de provaveis
funcbes celulares em que as tioesterases poderpatécipacdo, destacando-se (em vermelho) a
distribuicao de proteinas e a fusdo de membranagomasma celular (Hurgt al, 2002).

Apesar da funcdo das tioesterases ainda néo set@imente compreendidas, se
admite que estejam envolvidas no controle dos sigtei COA esters, acidos graxos
livres e coenzima. Desta forma controlaria os efegue a variagdo dos niveis destas
moléculas possam ter em processos celulares. Padentender a importancia das
acetil-CoA tioesterases quando observamos a grgndetidade de processos que
envolvem longas cadeias de acetil-CoA tioestexsdoa graxos livres. Estas moléculas
sdo importantes intermediarios na sintese e degiadde acidos graxos (Huet al.,
2002), além de possuirem papeis importantes naribdigfo de proteinas
(Wedegaertneet al., 1995; McCabeet al., 1999), regulacdes alostéricas de muitas
enzimas, regulacdo dos canais desknsiveis ao ATP, ativacdo de ATPases dé'Ca
regulacdo da secrecdo de insulina, transducamedeatraves da kinase C, reducao da
inducdo de apoptose via &cido retindico e o enw@wito na ligacdo e na fusdo de
membranas intracelulares (Huwettal., 2002) (Figura 6). Além disto, recentemente foi
demonstrado a participacdo de acetil-CoA na redolaiganscricional através da
interacdo com receptores nucleares. O acetil-Cofos®gorta como um ligante para o
receptor nuclear hepatico 4 alfa (HNF-4a) o quatiéado ou inibido dependendo da
presenca ou auséncia de acetil-CoA (Hettal, 1998). Acetil-CoA também se liga ao
receptor nuclear do horménio tireoideano e portamite a ligacdo natural do*Li et
al., 1993). Notavelmente, acetil-CoAs funcionam comadagonistas de PPARe
PPARy (Elholm et al., 2001; Murakamiet al., 2001), no entanto foi mostrado que
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acidos graxos livres ativam PPARGottlicheret al, 1992) e agem como ligantes para
varios outros PPARs (Kliewet al, 1997; Formart al, 1997) (Figura 6).

Em camundongo existem seis genes distintos, todecalizados em grupo,
(“cluster™”), com 120 Kb no cromossomo 12D3. Estess genes codificam uma
proteina que se localiza no citosol (ACOTL1), umatgina na mitocondria (ACOT2) e
quatro proteinas localizadas nos peroxissomos (ACOTCOT6). Estes genes sao
resultantes de trés exons (Hentl.,2005).

Em humanos, no entanto, existem quatro genes toistipresentes no
cromossomo 14q924.3 que codificam duas proteinasdditas (ACOT1 e ACOT®6),
uma enzima mitocondrial (ACOT2) e uma enzima peastinal (ACOT4). Além disso,
0 geneACOT8se encontra no cromossomo 20q12-q13.1 (leusa., 2005) Este gene
foi clonado de varias espécies e a sua proteinaafacterizada. ACOT8 (NM_005469)
foi descrita primeiramente como uma proteina qtexage com a proteina Nef do virus
da imunodeficiéncia humana (HIV-1) e recebeu denagies como hTE, hTE Il e hTE
[ll. Depois este gene foi identificado e caractmiiz como uma acetil-Coa tioesterase
peroxissomal (Hunet al., 2005). Porém novas informacdes sdo necessariasopar
completo entendimento da participacdo desta enzarfancionamento celular.

Uma grande quantidade de proteinas € modificadaua® cisteinas por acidos
graxos (palmitoiladas). Esta modificacdo implica @em aumento de hidrofobicidade,
que é importante para diversas atividades biol&gieas como: interacdo com a
membrana, interacdo com outras proteinas, tramspedicular, transducéo de sinal e
manutencdo da arquitetura celular. Notavelmenteeqpog incluir a estas proteinas,
palmitoiladas, a oxido nitrico sintetase (Robinsen al., 1995), receptores de
transferrina (Jing e Trowbridge, 1987), acetilcesiterase (Randall, 1994), subunidade
a da proteina G, alguns receptores acoplados aimao@ tais como adrenérgicos,
serotonérgicos, receptores dopaminérgicos (Dunphyn&ler, 1998), o receptor CD4
(Crise & Rose, 1992) e proteinas neuronais taisoc@mproteina sinaptossomal
associada (SNAP-25) (Veit, 2000). Ciclos de palifaitéio e despalmitoilacdo s&o
conhecidos e as ACOTs séo enzimas que quando-hegpressas levam a um aumento
de despalmitoilacédo de subunidadda proteina G (Duncan & Gilman, 2002). A partir
destes dados pode se entender que as ACOTs pogsatie importancia nas fungdes
gue estas proteinas, acima citadas, exercem nbaolistao celular.

Estudos demonstraram que as ACOTs estao envolualaespalmitoilacdo de

residuos de cisteinas de proteinas presentessngsdmos (Lt al., 1996). Mutacdes
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nestas ACOTs levam a uma desordem neurodegenermtigati chamada de
Lipofuscinose ceréide neuronal (LCN), caracterizpel® acumulo de granulos amorfos
Nnos neurdnios corticais que leva a cegueira, @ptacmorte cerebral por volta de trés
anos de idade (Lat al.,1996). Possivelmente esta é a patologia mais gnavelvendo

a participacdo de ACOTs, descrita até 0 momento.
1.5. RNA de interferéncia.
1.5.1. Um breve histérico.

Um dos grandes avancos nas Ultimas décadas nagibiatoolecular, foi a
descoberta de que as moléculas de RNA podem reayebgoressao de genes (Feteal,
1998). Por muitos anos as moléculas de RNA erarhemtias apenas por participar em
processos classicos como transcricdo, processaradaraducdo. Porém estes conceitos
comecaram a ser mudados quando em 1998 cientetasederam um novo mecanismo
de inibicdo da expresséo génica induzido pela pgasde RNA de dupla fita (dsRNA),
conhecido como silenciamento da expressédo génic&NaA de interferéncia (RNAI)
(Fire et al, 1998). Este fenGmeno foi inicialmente caractelizeomo um mecanismo de
defesa celular contra infeccao viral e mobilizag@&drasposons que funcionava atraves
da inibicdo traducional por dsRNA (Kettirg al, 1999). Desde entédo, este mecanismo
também foi descrito em plantas, protozoarios, néites e insetos. Mostrando sua
conservacgao atraves da evolugdo das esp@cesri & Zamore, 2005).

No entanto, com o descobrimento de uma nova cldss@pequenos RNAs
codificados pelo genoma de células eucariontes atlasnde micro RNAs (miRNASs) a
participacdo deste fenbmeno foi largamente amplEda varios processos biologicos,
tais como: diferenciagdo, desenvolvimento, mortéulae proliferagdo celular e
hematopoiese, dentre outros (Ambedsl.,2004; Bartel, 2004; Lee at., 1993; Limet
al., 2003).

Finalmente, o mecanismo de RNAI se tornou podefesamenta para estudo
das fungBes génicas e bloqueio de infec¢cbes pelzdutdo de dsRNA homdlogas ao
RNAm alvo (Elbashiet al, 2001; Jacquet al, 2002; Novina & Sharp, 2002; Brisile¢
al., 2003).

A primeira tentativa de inibir a expressdo génicancRNAI foi através de
transfeccdo de células de mamiferos em cultivo @égonucleotideos sintéticos com 21
nucleotideos de comprimento chamados de dsRNAsaghkilh Lendeckel & Tuschl,
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2001; Elbashiet al, 2001). A partir disto, diversos grupos de pesyjgismecaram a
aplicar esta ferramenta no silenciamento da ex@oegsnica em células de mamifero em
cultivo (Paddison & Hannon, 2002; Paddiseinal, 2002). Ao mesmo tempo, outro
laboratorio desenvolveu um mecanismo de expressastitutiva de moléculas de
dsRNA através do uso de vetores que expressavamde@iMAum pequeno dobramento
em uma das extremidades (ShRNA) (Brummelkaipl, 2002 ). Para a expresséo de
shRNA, estes vetores possuem promotores para RNifkeyase Il (H1 e U6) que
transcrevem um RNA com sequéncia senso e anti-saparadas por uma regido que
serve de dobramento. Além disso, estes vetoresu@msgyenes de resisténcia a
antibiéticos como puromicina e neomicina (Paddisbal, 2002; Brummelkampt al,
2002). Recentemente, os vetores lentivirais tertos®do a forma mais usada para a
expressao de RNAI (Lest al, 2003; Anderson & Akkina, 2005 ).

O uso de RNAIi também tem sido utilizado no comlaatkbencas como cancer,
diabetes e outras doencas que envolvem patdgemos eous, bactérias, fungos e
protozoarios (Brown & Catteruccia, 2006; Fitzal, 2006; Simmonst al, 2006; Tong,
2006), devido o RNAI ter o poder de bloquear a esgfio de genes possivelmente

envolvidos nos processos patogénicos.
1.5.2. Mecanismo geral do RNA..

Existem duas formas de RNA envolvidas no RNAi: mi@Ne siRNAs (""small
interferéncia RNA™). Os miRNAs sdo gerados de&egicodificadas no genoma de
células eucariontes, enquanto que os siRNAs po@ergesados de dsRNAs de virus,
elementos trasponiveis ou introduzidos nas cétlda®rma artificial (Fireet al, 1998)
(Figura 7).

O processo de producdo de miRNAs se inicia comtasd de longos transcritos
primarios de miRNAs (pri-miRNAs) (Bartel, 2004 )indla no nucleo este pri-miRNA é
clivado em estruturas estaveis com um dobramento uema das extremidades,
apresentando aproximadamente 70 nucleotideos el@otideos na extremidade 3~ sem
pareamento complementar. Esta clivagem é realigadama nuclease conhecida como
Drosha (Leeet al, 2003). A esta estrutura resultante damos o n@@elmiRNA (Lee
et al, 2002; Leeet al, 2003). Este pre-miRNA é exportado para o citapkastravés de
uma Exportina 5 (Yet al, 2003). No citoplasma este pre-miRNA, assim cosiRMNAS

artificialmente introduzidos no citoplasma das la&u é processado por uma outra
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nuclease, chamada Dicer, em fragmentos com aprdgimente 22 nucleotideos e com
os dois nucleotideos prolongados na extremidagel@nmondet al, 2000). Apés esta
clivagem, estes pequenos pedacos de RNA duplaeBistante com grupo fosfato na
extremidade 5° e dois nucleotideos prolongados xteermidade 3~ tem suas fitas
separadas por uma helicase ainda nao caracterizdaés de um mecanismo
dependente de ATP (Bernsteet al, 2001). A fita com baixa estabilidade na
extremidade 5°, chamada de fita guia, é seleciomadl@corporada ao complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC) (Hammaetdal, 2000; Elbashiet al, 2001).
Desta forma, RISC identifica as sequéncias alvoRNAs mensageiros que possuem
sequéncias complementares idénticas as fitas gongzindo a degradacdo do RNAm
através de uma nuclease chamada de Argonauta 2r{btaahet al, 2000; Hammonet
al., 2001) (Figura?).

\ E. Siser
k 5 3
Degradagéo do RNAmM
por clivagem, .
3 RNAM
ARARAAL s ¥

3)
W~ ComplexoRISC
\ junto a fita guia.

Figura 7. Silenciamento génico via RNAi em célulasucariontes. A producao de RNAi em células
eucariontes. Na transcricdo se produz moléculasdpias de micro RNAs (pri-miRNA), sendo que, ainda
no nucleo ocorre a clivagem da molécula de pri-nARMr uma RNAse do tipo Ill (Drorsha), o que
resulta em moléculas de RNA dobradas (pré-miRNA)agEmoléculas de pré-miRNA séo exportadas do
nucleo e sofrem outra clivagem no citoplasma atraesoutra RNAse do tipo Ill (Dicer). Ap6s a segund
clivagem a fita guia se liga ao complexo RISC, ommdo entédo a interagdo com a molécula de RNAm
alvo e sua degradacéo.

1.5.3. RNAi como uma nova ferramenta contra o HIV-1

A habilidade do HIV-1 de rapidamente sofrer mutagdeima das fortes razdes

da atual terapia antiretroviral ndo conseguir écead completamente o virus de
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pacientes infectados. O uso de terapia génicampat@entes € baseado nos resultados
de experimentos ““in vittd que demonstram que a replicacdo do HIV-1 pode ser
inibida por RNA anti-sentido, RNA catalitico (Ribioms) e RNA de interferéncia (et

al., 2003; Zhang & Burke, 2005; Morris & Rossi, 200®entre estes, 0 RNAI
possivelmente é a ferramenta mais promissora nobatmmao HIV. Estudos ja
demonstraram a capacidade de inibicdo da replicdgadlV-1 em cultura de células
(Novinaet al.,2002).

Diversos genes do HIV foram alvos do RNAI, tais oayag, pol, vif, rev, ene
nefalém da regido LTR (Coburn & Cullen, 2002; Jacqual, 2002; Leeet al, 2003;
Parket al, 2003; Boderet al, 2004; Dat al, 2004). Os genea®v e tat podem servir
como bons alvos para terapia génica por serema@agena replicacéo do HIV-1(Lex
al., 2003). O genaefpode ser, também, um 6timo alvo para terapia ggmc RNAI
devido a parte que possui em comum com o 3" UTRI®o

Devido ao fato de que o RNAI é um processo altaensansivel a mutacées nas
sequéncias alvo e o HIV possuir uma alta taxa deagéo, o virus pode se tornar
resistente ao mecanismo de RNAI. Estudos realiz&dovitro” mostraram claramente
a capacidade do virus da imunodeficiéncia humarthibiar este mecanismo inibitorio.
Estudos realizados (Bodenm al, 2003) mostraram que depois de 25 dias de passagen
em cultura de células sobre a acdo de um RNAI, \»Hke tornou resistente apos
adquirir uma Unica mutacdo em apenas um nucleotideseqiéncia alvo. Em outro
estudo utilizandaef como alvo, o virus conseguiu escapar do RNAIi dedeamndo
uma estrutura secundaria alternativa no seu RNXAfas{erhout et al.2005). Desta
forma a busca por genes do hospedeiro como alvoseertornado cada vez mais
freqUente. Pesquisadores recentemente demonstgaamn infeccédo pelo HIV pode ser
bloqueada em células hematopoiéticas progenit@a3B4+ pela inibicdo simultanea
dos co - receptores CXCR4 e CCR5 (Anderson & AkK2®5).

Neste contexto os mMiRNAs, mais do que siRNAsasetma ferramenta mais
promissora no tratamento da infeccdo pelo HIV, j#& s requerimentos de
complementariedade com a sequéncia alvo ndo sacesfiitos como no caso dos
siRNAs (Schwalet al, 2006 ).

Apesar de que 0s genes virais possam servir conos @lara terapia génica
utilizando RNAI, genes do hospedeiro também podepnesentar bons alvos, ja que

possuem maior estabilidade em seus processosdericdio e traducdo. Desta forma, a
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modulacao do receptor CD4, que é um importantetewdurante a infeccao pelo HIV-

1, pode ser um bom campo de estudo para a utiizsg&NAI como terapia génica
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2. Relevancia da Pesquisa & Objetivos
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2.1 Relevancia da Pesquisa

2.1.1. A modulagéo do receptor viral CD4 como n@heo terapéutico.

Aproximadamente 15 anos apds o desenvolvimento ptantacdo de potente
terapia antiretroviral baseada no uso de drogasaoldgicas, a pesquisa em FADS
atingiu um ponto critico marcado pelo surgimentovdeantes virais resistentes as
drogas ati-retrovirais (Cohen, 2001) e a permaéde reservatorios virais latentes
(Chun, 1998). Diante deste quadro, se torna altEmernioritaria a elucidacdo de
mecanismos bésicos de patogénese que permitambaraglao de novas estratégias
terapéuticas que possam auxiliar no tratamenta diegnca.

Neste contexto e com o intuito de encontrar nafagrdagens terapéuticas,
trabalhos realizados por nosso grupo se focalizaeam desenvolver diferentes
abordagens com o objetivo de bloquear a modulagaeagptor viral CD4 mediado pelo
HIV-1. Assim, a expressdo na superficie de célimtestadas de moléculas de CD4 que
nao sofrem os efeitos modulatérios das proteinasisviNef e Vpu levou a uma
consideravel diminuicdo da infectividade das paldie virais (Phamet al, 2004).
Células 293T, assim como diversas linhagens ddasélu e células mononucleares de
sangue periférico (PBMC) que foram transduzidas eetores lentivirais capazes de
expressar moléculas de CD4 recombinantes (semda cibplasmatica ou fusionada
com a proteina viral matriz em lugar da mesma) ymivdm particulas virais com niveis
de infectividade e replicacdo muito menores queslaguapresentadas por virus obtidos
de células transduzidas com vetores expressandsézuta CD4 completa ou selvagem
(Phamet al, 2004). Estes resultados encorajadores nos nmerstralaramente que o
bloqueio da diminuicdo de CD4 em células infectagageria ser um bom alvo
terapéutico.

Até o momento todas as fungBes de Nef descritasrm&fitiadas por interagcdes
especificas com proteinas celulares, sendo queaEatido dos mecanismos moleculares
envolvidos nas diferentes funcdes de Nef requdeatificacdo dos diferentes parceiros
celulares. Assim como o descrito com as proteimhdaresp-Cop, NBP1 e AP2, a
interacdo de hTE-Nef parece desempenhar uma fungl@vante no processo de
modulacdo de CD4, pelo menos com a cepa NL43. Paéfalta de modelos
experimentais que permitam determinar a exata aet@a fisiologica destas interacdes

na modulacdo de CD4 fazem do RNAiI uma poderosaarfesnta tanto para a
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identificacdo de parceiros celulares de Nef, coram povas abordagens terapéuticas
envolvendo o silenciamento destas proteinas.
Seguindo esta linha de raciocinio, tragcamos, nestado, como objetivo a

determinacao da relevancia fisiologia da interat@proteina viral Nef com hTE.

2.2. Objetivo geral

Analisar “in vitro” os efeitos da reducéo dos n$vda tioesterase humana (hTE)

na modulacao do receptor viral CD4, mediado por Nef

2.3 Objetivos especificos

1. Desenvolver vetores codificantes para RNAI contrhiaesterase humana
(hTE), a molécula CD4 e a proteina viral Nef.

2. Avaliar a eficiencia dos RNAI na inibicdo da exm®&s de diferentes
proteinas virais envolvidas na modulacéo de CD4.

3. Analisar o efeito da reducdo dos niveis de hTE malutacdo de CD4
mediada por Nef.

4. Analisar o efeito da reducdo dos niveis de hTE malulacdo de CDA4
mediada por diferentes alelos de Nef do HIV-1 &tb

5. Analisar o efeito da reducédo dos niveis de hTE waulacdo de outras

moléculas de superficie, ndo palmitoiladas, meduealadNef..
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3. Materiais e Métodos
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3.1. Linhas celulares.

Neste trabalho foi utilizada a linhagem celularradee de fibroblastos de rim
humano denominada 293T. As células foram cultivaddgC em atmosfera de 5% de
CO, e em meio de cultura Dulbecco Modified Eagle MedigpbMEM) (Gibco)
suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal inatiy&@RF) (Gibco), 2 mM de L-
Glutamina (Gibco) e 1% de penicilina/streptomidi@&bco).

3.2. Vetores.

3.2.1. Vetores utilizados.

Os vetores utilizados neste trabalho encontrafistselos e relacionados com o
produto codificado correspondente (tabela 1). @smideos pCMX e pCG possuem
um promotor proveniente do citomegalovirus, sendetal forma plasmideos para
expressado génica em células de mamifero. O vet@ p@ssui uma regidao IRES
(internal ribosomal entry site) entre o gene daesgfo de interesseefpor exemplo, e
0 gene de GFP (green fluorescence protein), pditaioio assim a expressao do gene
de interesse ao mesmo tempo da expressdo de GHgu(®iv al, 2001). O vetor
pPpSUPER (Oligoengine) possui o promotor H1, para RidAmerase Il de mamiferos,
antes do sitio de clonagem para sequéncias aleoRidAi. O vetor pBABE € um vetor
retroviral de expressao em células de mamiferalcsgne o gene para hTE foi clonado
fusionado a um epitopo para HA (Hemaglutinina). édow pBEB € 0 vetor controle
negativo para pBABE (Cohest al.,2000). O vetor pPCDNA3 € um vetor comercial sem
nenhum gene clonado.

Bactériask. coli (DH5a) foram transformadas, através da técnica de choque
térmico, com os vetores listados abaixo. As badéransformadas foram crescidas em
250 ml de meio LB e purificadas através de colutscromatografia MIDI-PREP
(Promega) conforme descricbes do fabricante. A tificatdo do DNA obtido foi

realizada por meio de espectrofotometria, em camgrto de onda de 260 nm.
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Plasmideo

Produto codificado

Referéncia /Companhia

pCMX-CD4 Receptor CD4 Argafara al, 2003.
pCMX-Nef Proteina Nef-NL43 Aiken et al., 1994,
pcCCR4 Co-receptor CXCR4 Morgenstern & Land., 1990.
pCG GFP Proteina GFP Greenberg et al., 1997.
pCG mac239 Nef Proteina Nef do SIV Greenberg et al., 1997.
pCG SF2 Nef Proteina Nef SF2 Greenberg et al., 1997.
pBEB Nenhum Coheet al.,2000.
pBABE-hTE HA hTE com epitopo HA Cohest al.,2000.
pSUPER Nenhum Oligoengine

pSUPER CD4 RNAI contra CD4 -

pPSUPER Nef RNAI contra Nef -

pPSUPER hTE RNAI contra hTE -

pCDNA3 Nenhum Clontech

Tabela 1. Listagem e descricdo de plasmideogetores utilizados para expressdo de moléculas em
células de mamifero expressao de RNAI. Os proderpsessos e as referéncias se encontram indicados
ao lado de cada vetor.

3.2.2. Construcao de plasmideos para expressaoNd&iR

Resumidamente, obteve-se as sequéncias alvo p&AAI contra as proteinas
a serem bloqueadas a partir das sequéncias dos TABIATE M _005469 e CD4
(NM_00061§ e utilizando-se o programa siDESING disponivel pagina da
companhia Dharmacon (www.dharmacon.com) (Tabeld&2q seqiéncia alvo para Nef
(NC_001802, foi obtida a partir de informacéo publicada éesterhoutet al (2005).

Gene Sequéncia alvo
CD4 5" TGATCGCGCTGACTCAAGA 3°
Nef 5 GTGCCTGGCTAGAAGCACA 3
hTE 5" GGACGAGGATCTCTTCAGA 3

Tabela 2. Seqiiéncias alvos para RNASeqiliéncias alvo utilizadas para inibicdo daspmas CD4, Nef
e hTE, sendo que as seqiiéncias estao dispostasgi@odb™ pra 3°.

Oligonucleotideos contendo as sequéncias alvo formrtruidos de acordo com
as normas do fabricante do vetor pSUPER (Oligoegkosterioremente foi realizado
0 anelamento dos oligonucleotideos correpondentesla RNAI adicionando-se 8,48
de tampédo de anelamento (NaCl 100mM, HEPES 50 mMHe7.4) 1 ul de
oligonucleotideo sentido el de oligonucleotideo anti-sentido em concentragé®

mg/ml, cada um. As condi¢Ges de anelamento forasegusintes:
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Passo 1: 9C por 04 min.
Passo 2: AT por 10 min
Passo 3: 3T por 20 min
Passo 4: 1TC por 30 min

Posteriormente os oligonucleotideos contendo tiessile restricdo para as
enzimasBglll e Hindlll foram clonados no vetor pPSUPER previamente wliigecom as
mesmas enzimas e purificado do gel de agarosesatde/coluna de cromatografia para
extracdo de DNA em gel de agarose (Promega), del@aamom as descricbes do
fabricante.

A reacédo de ligacéo foi realizada utilizando-s& |y de vetor aberto,pd de
solucéo com os oligonucleotideos anelados, 10 deglde T4 DNA ligase (Fermentas)
e tampdao da enzima T4 DNA ligase na concentragab die 1X. A solucdo de ligacao
foi incubada a 20 durante 3 horas.

Para obtencdo de clones contendo os oligonuctasidlonados, bactéri&s
coli (DH5a) foram transformadas com a reagdo de ligacdo téelsica de choque
térmico e posteriormente plagueadas em meio LB-@ig&Po de agar bacterioldgico,
suplementado com 1Q@y/ml de ampicilina). Apds incubacgdo a 37°C por bfabk as
colénias resultantes da selecdo por antibiéticanfocrescidas em 7 ml de meio LB
liguido suplementado com 1@@/ml de ampicilina e submetidas a extracdo de DNA
plasmideal pelo método de lise alcalina (Currentd®ols in Molecular Biology).

Com objetivo de identificar os clones recombingnt® DNA dos diferentes
clones selecionados, assim como, do vetor con{p#®JPER), foram submetidos a
digestdo com as enzimas de restri€@oR| e Hindlll. Os vetores que continham os
oligonucleotideos ligados apresentaram uma ban@8Ht@ares de base (pb), enquanto

gue vetores que nao possuem apresentaram 227 pb.
3.3. Sequenciamento dos vetores codificantes paXAR

Com objetivo de confirmar as sequéncias dos difeseroligonucleotideos
clonados, os clones recombinantes selecionadosnf@a@glenciados em ambas as

direcbes com os primers M13 “foward” e M13 “‘reee segundo o protocolo

DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit (Amensh Pharmacidiotech) e
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corridas em gel de poliacrilamida usando-se o sem@eor ABI 377 (Amersham

Biosciences).

3.4. Transfeccao de células.

A transfeccdo das células 293T foi realizada pétmita de precipitacdo de
fosfato de calcio. Resumidamente, 24 horas antegxgerimento as células eram
ressuspensas em solucdo de tampéao fosfato (PBS¢ t¥locadas em placas de
transfeccdo de seis pocos a densidade de 2 océlOlas/poco em 2 ml de meio de
cultura DMEM suplementado.

Todos os experimentos foram realizados em triggicRara cada ponto, 5 ug
(quantidade total) de DNA plasmideal era diluidomstura de 12%l de agua destilada
e 125ul de CaC} 0,5 M. Paralelamente, para a formacédo dos crisiaifosfato de
calcio, a solugédo contendo o DNA plasmideal erasantada gota a gota a 28@e
uma solugéo 2X HBS (NaCl 280 mM; KCI 10 mM; J&P O, 1.5 mM; dextrosel2 mM;
Hepes 50 mM) sob agitacdo. Finalmente a soluc&cadsfeccédo era espalhada gota a
gota sobre a camada de células. Apds 16 horaswksféccdo o meio de cultura antigo
era retirado e se adicionava meio novo. Apos 42 &cofas da transfeccéo as células
eram ressuspensas em PBS 1X, lisadas ou marcada® amnticorpo fluorescente

correspondente e analisadas ipgmunoblottingou citometria de fluxo.

3.5. Preparacéo do extrato protéico.

A extracdo de proteinas celulares foi realizadavés da adicdo de tampao
RIPA (50 mM Tris—HCI, pH 7.41% NP-40; 0.25% deoxicolato de sddio; 150 mM
NaCl; 1 mM EGTA;1 mM PMSF; 1 pg/ml de aprotinina, leupeptina e dpspatinal
mM NaVO,4, 1 mM NaF) sob vigorosa agitagéo e subsequentifogacao a 14.500
rpm para eliminacéo de restos celulares que fica@ifndo do tubo.

As determinacfes das concentracdes de cada eptatico foram realizadas
pelo método descrito por Bradford (1976) utilizarsdo albumina sérica bovina

(Sigma®) como padréo.
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3.6. Anticorpos utilizados.

Os anticorpos utilizados neste trabalho se enaontistados abaixo (tabela 3),

assim como suas respectivas companhias.

Reagente Produzido em Conjugado com Produzido por Ndmero de
catalogo
Anti CD4 camundongo PE BD Biosciences 555347
Anti hTE camundongo - Santa cruz biotechnology 437
Anti Hemaglutinina (HA) camundongo - Invitrogen 43
Anti IgG de camundongo coelho PE Caltag M35017
Anti IgG de camundongo coelho Fosfatase alkalina  vitrigen M30108
Anti o-Actina camundongo - Santa cruz biotechnology R297
Anti CXCR4 camundongo PE BD Biosciences 555974
IgG inespecifico Camundongo PE BD Biosciences 33904

Tabela 3. Listagem de anticorpos utilizadasLista de anticorpos utilizados (reagentes), ogde
demonstrado em que animal foi produzido, se o @@ estd conjugado com alguma enzima ou
fluorocromo, a companhia produtora do reagentai&neero de catalogo.

3.7. Eletroforese e Immunoblotting.

Aproximadamente 1ng dos diferentes extratos protéicos foram submeteda
eletroforese em gel de poliacrilamida na presergaatiecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE), sob condi¢cdes desnaturantes e redutoragorom método originalmente
descrito por Laemmili (1970). Para isso utilizouessistema de eletroforese vertical e
os géis foram preparados com concentracdo de 18&wopgel separador e 4% para o
gel concentrador (Current Protocols in Moleculaol&jy). As amostras foram diluidas
em tampao de amostra 5x (Tris-HCI 50 mM, pH 6,8 SSIY%; azul de bromofenol
0,1%; B-mercaptoetanol (2-Me) 15 mM e glicerol 10%) e i@ag por 5 min antes de
serem aplicadas no gel. A eletroforese foi realizaah tampé&o de corrida (Tris-HCI 25
mM, pH 8,8; glicina 250 mM e SDS 0,1%) a voltageonstante de 70 V e de 150 V
durante a passagem das amostras pelo gel conaanéraparador, respectivamente.
Como padrao de massas moleculares para o expevirdergletroforese, utilizou-se o
marcador comercial da Bio-Rad: Precision Plus Rrdfaleidoscope Standards (MW:
10 — 250 kDa).

Apés eletroforese, as proteinas foram transferjpsm uma membrana de
nitrocelulose em sistema semi-seco de transferémaiaontal (Trans-Blot SD Semi-
Dry Transfer Cell, Bio-Rad) conforme as recomendagdo fabricante. A transferéncia

teve duracdo de 80 min a corrente constante denfA&n? , em tampdo de
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transferéncia (Tris-HCI 48,4 mM; Glicna 39 mM; SDB®37% e Metanol 20%). Apos a
transferéncia, a membrana foi incubada em tampédodeeio (PBS 1X, Twen20 0,2%
e Leite em p6 desnatado 5%) por 1 hora a temparatnbiente em agitacao constante.

A membrana foi lavada trés vezes em tampéo deydéawaPBS adicionado de
Tween 20 0,2%) e entdo incubado com o anticorpmgsio especifico para cada
proteina diluido 1:200 em PBS 1X contendo 1% de kin pd desnatado (PBS-Leite),
por 1 hora. Apés duas lavagens, de 10 min cada,taompdo de lavagem a membrana
foi incubada com o anticorpo secundario conjugamin tosfatase alcalina, na diluicdo
de 1:2000 em tampéao PBS Leite por 1 hora a temyarambiente. Apos trés lavagens
com tampado de lavagem, de 10 min cada, foi adidona membrana solucdo
reveladora contendo 6 de p-nitro azul tetrazolico (NBT) (Gibco-BRL) & 8l de 5-
bromo-4cloro-3-indolil-fosfato (BCIP) (Gibco-BRL)me 10 ml de tampé&o Tris-HCI
100mM pH 9,5; NaCl 100 mM; Mggb mM. A reacéo de revelacao foi interrompida
com lavagens sucessivas com agua destilada. Aasmasdeculares das proteinas eram
conferidas de acordo com o marcador utilizado ho ge

Para calculo das densidades relativas (D.R.}yatitse o software Alpha Imager

5.0 (Alpha Innotech Corporation).

3.8. Citometria de Fluxo (FACS).

Os niveis de expressdao da molécula CD4 nas cétudasfectadas foram
mensurados por imuno-marcagdo com anticorpo comfgugaom ficoeritrina (PE)
(Tabela 3). Resumidamente, 48-72 hs ap0s a tra@sfeas células foram lavadas duas
vezes com solucdo de PBS 1X e incubadas por 45aengelo com o anticorpo numa
concentragdo de pg/ml em PBS. Apos incubagdo com o anticorpo as celiaiem
lavadas duas vezes com PBS 1X e ressuspendida@0mh d& paraformaldehido 2.%.
As células imunomarcadas foram analisadas por FA&fbur com o programa
CellQuest (BD Biosciences).

A deteccdo dos niveis intracelulares da proteihk foi determinada por
imunomarcacao intracelular utilizando-se o kit peErmeabilizacdo celular (Caltag
Laboratory), um anticorpo primario anti-hTE e umi@rpo secundario anti-lgG-PE
(Tabela 3). Apdés a imuno-marcacdo as ceélulas fofaradas em solucdo de

paraformaldeido 2 % e analisadas por FACS.

35



4. Resultados
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4.1. Desenvolvimento de vetores para RNAI.

Como mencionado em materiais e métodos, a selegioetores para expressao
dos diferentes RNAI foi realizada através de aeghsr enzima de restricABcoR| e
Hindlll, e posterior sequenciamento dos vetores. Aslagedo vetor que ndo possui a
sequéncia alvo para RNAI libera um fragmento de [#27eferente apenas ao promotor
H1, enquanto que o vetor que possui a sequénaiairaderida libera um fragmento de
281 pb. Esta diferenca foi observada através deoftleese em gel de agarose 1%
(Figura 8).

S
SRR
\)Q?’Q‘ Q@?‘

Q°

1kb —

Figura 8. Confirmacdo da presenca de insertos codtiintes para os diferenetes RNAi no vetor
pSUPER. Os diferentes vetores foram digeridos com as erwifneR1 eHindlll para a verificagdo da
presenca de oligonucleotideos para os diferenteAsRi¢ interferéncia. Primeira coluna, marcador de
peso molecular 1kb ladder (Invitrogen); Segundauma| vetor pSUPER sem oligonucleotideo para
RNAI; Terceira coluna, vetor pSUPER com o oligoeatideo para RNAi - CD4 (pSUPER CD4);
Quarta coluna, vetor pPSUPER com o oligonucleotigam RNAi — Nef (pbSUPER Nef); quinta coluna,
vetor pPSUPER com oligonucleotideo para RNAI — hpEYPER hTE).

Devido ao fato de que o RNAI exige uma total ctem@ntariedade entre a fita
guia e o0 RNAmM do gene alvo (Brummelkarep al, 2002), os diferentes vetores
carregando os insertos para producdo de RNAI fosamilenciados em ambas as
direcbes com objetivo de confirmar a sequéncia diterentes oligonucleotideos

clonados (Figura 9).
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Figura 9. Confirmagéo da sequiéncia de oligonucleattos para os diferentes RNAis clonados no
vetor pSUPER. Fluorogramas correspondentes as seqiiéncias dosntife oligonucleotideos clonados
no vetor pSUPER. A) sequUéncia referente ao vet&RER CD4; B) Sequéncia referente ao vetor
pSUPER Nef; C) Sequéncia referente ao vetor pSUIPER As seqiiéncias superiores sdo referentes ao

primer M13 “"Foward™", enquanto que as sequéneffesentes ao primer M13 “"Reverse™ se encontram
na parte inferior.

4.2. Inibicdo da expressédo da tioesterase humanaEh por RNA..

A eficiéncia do vetor pSUPER-hTE foi testada poftremsfeccdo de células
293T, com 0,519 de um vetor que expressa uma hTE recombinant®BRENTE-HA),
3,5 ug do vetor pPSUPER-hTE e g de pCDNA3. Apds 48 hs da co-transfeccdo as
células foram lisadas e os niveis de hTE recomb@ndoram determinados por
imunoblottingcom o anticorpo especifico para HA (Figura 10A).

Posteriormente, a eficiénai vetor pPSUPER-hTE foi testada quanto a inibicao

da expressdo enddgena da proteina. Desta formdas@&93T foram transfectadas
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apenas com o vetor pSUPER-hTE. Os niveis endoégnespressao da proteina foram
aferidos porimunoblotting 48 e 72 hs apés transfeccdo (Figura 10B). Asson, f
possivel observar que 48 horas apoés a transfeapficeaeducdo da densidade relativa
(D.R.) da banda de hibridac&o correspondente xiapadamente 40%, porém apos 72
horas houve reducéo de aproximadamente 90% (FigdBa No intuito de confirmar a
reducdo nos niveis de expressao da proteina hTégend, foram mensurados os niveis
intracelulares da proteina por citometria de fluResta forma foi possivel confirmar a

diminuicdo da expresséao da proteina 72 horas apadransfeccao (Figura 10C).
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Figura 10. Diminuicdo da expresséao de hTE pelo uste RNAI. (a) Diminuicdo da expressdo de hTE
exégena, expressa em células 29&Imunoblotingde lisados provenientes da co-trasfeccdo de pBABE
hTE-HA e pSUPER hTE ap0s 48 horas da co-transfeggéneira coluna referente ao controle negativo
onde se transfectou apenas pBEB.§); segunda coluna referente ao controle positieetransfeccéo
com pBABE-hTE-HA (0,5ug), pSUPER (3,519) e pCDNAS3 (1ug); terceira coluna referente a co-
transfeccdo de pBABE-hTE-HA (0/), pSUPER hTE (3,hg) e pCDNA3 (1ug);. (b) Immunobloting

de lisados celulares com intuito de observar amiipao da expressdao de hTE enddgena em células
293T. Primeira coluna, controle negativo referaamelisado coletado 48 horas apés co-tranfeccdo com
PSUPER (3,519) e pCDNA3 (1,5.9), apresentando densidade relativa (D.R.) de 1@&gunda coluna
referente a lisado coletado 48 horas apos coetraéib com pSUPER hTE (348) e pCDNAS (1,519),
apresentando D.R. de aprox. 63%; Terceira colgoatrole negativo referente a lisado coletado #a$o
apos co-tranfeccao com pSUPER (3¢ e pCDNA3 (1,5u9), apresentando D.R. de aprox.92%; Quarta
coluna referente a lisado coletado 72 horas apdsnfeccdo com pSUPER-hTE (31§) e pCDNA3

(1,5 ng), apresentando D.R. de aprox. 122).Nivel de hTE enddgena mensurada através de citamet
de fluxo (FACS) 72 horas ap0s transfeccao. Histograuperior, controle negativo relativo a marcacgao
com anticorpo ndo especifico (IgG PE); Histograméermediario, controle positivo referente a
transfec¢cdo com pSUPER sem inserto, indicando assiniveis normais de hTE na célula; Histograma
inferior referente a células transfectadas com ESRJRTE, indicando reducao de 68% no nivel de hTE.
Os nameros presentes em cada histograma sdo tefeeeimtensidade de hTE obtidos em cada leitura.
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4.3.Mudancas significativas nos niveis de CD4 obtidas pransfeccdo com RNAI.

Os niveis de inibicdo da expressdo da molécula @d4uperficie de células
293T foram obtidos através de FACS. Os experimtaraom realizados utilizando 3,0
ug de pPSUPER-CD4 ou pSUPER no caso de controleieg@i5ug de pCMX-CD4,
0,5ug de pCMX Nef e 0,5 ug de pCG-GFP, sendo que aetaracéo final de 5,0g
foi mantida em todos os experimentos completandoese DNA do vetor pCDNA3

guando necessatrio.

No primeiro experimento 48 horas apés co-transfecoén os vetores pSUPER
CD4, pCMX-CD4 e pCG-GFP observou-se diminuicéo pedamadamente 14, na
expressdo do receptor CD4 (Figura 10). Entretaapdés 72 horas a inibicdo atingiu

50% em relacéo as células expressando CD4 e Girasaffégura 12).
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Figura 11. Efeito da expressdo de RNAI(s) nos niweifle CD4, 48 horas apés transfeccdOs niveis

de CD4 em células 293T co-transfectadas, em diesesombinacfes de vetores para expressao de CD4,
Nef, GFP e os correspondentes RNAI(s) foram arddisgor FACS. As células foram imuno marcadas
com anticorpo fluorescente especifico para CD4i(8Bt4-PE) e as intensidades de fluorescéncia para
CD4 foram determinadas nas células GFP positieagdo R2 nimero em vermelho). Na parte inferior
de cada grafico encontram-se descrito os vetoiadbs em cada experimento, no contole nega#vo s
utilizou apenas o vetor pPCDNA3 o qual ndo codifiemhum produto.
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Nas células transfectadas com vetores pCMX-CD4 MpGlef, foi possivel
observar uma significativa modulagcdo de CD4 ja paseiras 48 horas apos
transfeccéo (reducéo de 50%), demonstrando ser rooegso Mmais precoce que a
inibicdo por RNAI (Figura 10). Porém, o uso de RNz&intra Nef s6 foi capaz de

restaurar os niveis de expressao de CD4 aposr@g tia co-transfeccéo (Figura 12).
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Figura 12. Efeito da expressao de RNAI(s) nos nigeile CD4, 72 horas apés a transfeccdds niveis

de CD4 em células 293T co-transfectadas, em difesaaombinacBes de vetores para expressao de CD4,
Nef, GFP e os correspondentes RNAI(s) foram arddisgpor FACS. As células foram imuno marcadas
com anticorpo fluorescente especifico para CD4i{8B4-PE) e as intensidades de fluorescéncia para
CD4 foram determinadas nas células GFP positivegdo R2). Os diferentes niveis de expressao de
CD4 encontram-se indicados em vermelho. Na pafegiamn de cada grafico encontram-se descrito o0s
vetores utilizados em cada experimento, no comteggmtivo se utilizou apenas o vetor pPCDNA3 o qual
ndo codifica nenhum produto.

Finalmente, quando as células 293T foram co-trateslas com vetores pCMX-
CD4, pCG-GFP, pCMX-Nef e pSUPER-hTE nao se obseduminuicdo da reducao na
modulacdo de CD4 mediada por Nef, 48 horas apésféecdo (Figura 10). Porém
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apos 72 horas foi possivel observar reducdo na laxgiiu de CD4 aumentando em

aproximadamente 106% os niveis de expressao dqif4s#a 12).

4.4. Incremento nos niveis de CD4 por inibicdo dekhem células transfectadas com

diferentes proteinas de lentivirus.

Estudos demonstraram que alguns alelos de Nef ammuresentes nas cepas
HIV-SF2 e SIV-mac239 ndo se ligam a proteina hTBh@Det al, 2000). Por este
motivo foi testada a participacdo desta tioestenasmodulacdo da expressédo de CD4
mediada por diferentes alelos de Nef e pela pratdipu, a qual apresenta um
mecanismo diferente de modulacéo de CD4 (Margettal, 1998).

Os experimento foram realizados utilizando-seu8,@e vetor para expressao de
RNAI (pSUPER-CD4, pSUPER-Nef ou pSUPER-hTE) ou pERMo0 caso de controle
negativo, 0,519 do vetor pCMX-CD4, 0,ng de vetores expressando a proteina viral
Nef (pCMX-Nef, pCG-SF2 Nef, pCG mac239 Nef e pCG/MNef) e 0,5 ug de vetor
pCG-GFP, sendo que a concentracao final deu§,0foi mantida em todos os casos
completado com DNA do vetor pCDNA 3 quando necéssar

A expressao do RNAI para hTE em células que espmesNef da cepa NL43
(NL43 Nef) mostrou aumentar os niveis de express@oCD4 de 76 para 180,
equivalente a um aumento de 136%. Entretanto, quatiidzado o alelo de Nef da cepa
NA7 foi possivel observar uma diminuicdo da ex@esdse CD4 maior que a obtida
com o alelo de Nef da cepa NL43 Nef (76 vs 34ndeegue expressando o RNAI para
hTE os niveis de CD4 em 103% (34 vs 69) (Figura 13)

Quando usados os alelos de Nef presentes nas &dgasmc239 e SF2, a
reducdo nos niveis de CD4 foram de 87% e 85% rbegpeente (44 e 53).
Similarmente ao observado com os outros dois alélosve incremento, embora
menor, nos niveis de CD4 (de 44 para 81 e de B 3tarespectivamente), quando as
células foram co-transfectadas com o vetor pSURPHE-(Figura 13).

Como esperado, na expressdo da proteina Vpu da Mep3 (NL43 Vpu)
também foi possivel observar diminuicdo na expressédmolécula CD4 (de 342 para
114, equivalente a uma reducédo de 67%) 72 hs agisfeéccao (Figura 12). Entretanto
inesperado aumento nos niveis de CD4 foi obsereadmdo as células foram co-
transfectadas com o vetor pSUPER-hTE (de 114 @@0aefuivalente a uma aumento
de 57%) (Figura 13).
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Figura 13. Efeito da expressdo de RNAIi para hTE nanodulacdo do receptor CD4 mediada por
diferentes alelos de Nef e pela proteina Vp@s niveis de CD4 foram determinados em células Z&3T
hs ap0s co-transfeccéo, com vetores expressanpimténas CD4, os diferentes alelos de Nef (NL4.3,
SF2 e SIV-mac239), GFP e o RNAI para hTE. As arasdtsram analisadas por FACS. As células foram
imuno-marcadas com anticorpo fluorescente especffara CD4 (Anti-CD4-PE) e as intensidades de
fluorescéncia para CD4 foram determinadas nasa=l@FP positivas (regido R2). Os diferentes niveis
de expressdo de CD4 encontram-se indicados em Wernida parte inferior de cada gréafico encontra-se
descritos os vetores utilizados em cada experimardocontrole negativo se utilizou apenas o vetor
pPCDNAS3 o qual ndo codifica nenhum produto.

4.5. Reciclagem de CD4 mediada por hTE independeraete de Nef.

Baseado nos resultados anteriores relacionadossivpb participacdo de hTE
na modulac&o do receptor CD4, mediada por protgjuasdo se ligam a esta proteina
celular, foram determinados 0s niveis de express&ioCD4 em células apenas
transfectadas com os vetores codificando as pesteliD4, GFP e o RNAI para hTE.
Interessantemente foi possivel observar aument60ée (362 vs 561) nos niveis de

expressao de CD4 ap0s 72 horas de co-transfecgchoaA4).
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Figura 14. Efeito da expressé@o de RNAIi para hTE naxpresséo do receptor CD40s niveis de CD4

em células 293T co-transfectadas, com vetores @geessdo de CD4, GFP e RNAI para hTE foram
analisadas por FACS 72 hs apés a transfeccdo. Asagéforam imuno-marcadas com anticorpo
fluorescente especifico para CD4 (tabela3) e asnsidades de fluorescéncia para CD4 foram
determinadas nas células GFP positivas (regido RR).diferentes niveis de expressdo de CD4
encontram-se indicados em vermelho. Na parte orfelé cada grafico encontram-se descrito os vetores
utilizados em cada experimento, no controle negasi¥ utilizou apenas o vetor pCDNA3 o qual nado
codifica nenhum produto.

As verificacdes dos niveis de expressdo da moléCild na superficie de
células 293T foram obtidas atravées de FACS. Os rgrpato foram realizados
utilizando-se 3,Qug de vetor pSUPER-hTE, pSUPER-CD4 ou pSUPER no daso
controle negativo, 0,ig do vetor pCMX-CD4, 0,ng de vetor pCMX-Nef e 0,5 ug
de pCG-GFP, sendo que a concentracao final deud,0foi mantida em todos os

experimentos completando-se com DNA do vetor pCD#&ndo necessario.
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4.6. hTE néao interfere na modulacdo de CXCR4 medigubr Nef.

Com o intuito de observar o efeito da reducdo mioeis de hTE em outra
molécula também expressa na superficie celular dulada por Nef, porém né&o
palmitoilada, foram mensurados os niveis do copteceCXCR4 (X4) na presenca e
auséncia de NL43-Nef e RNAI para hTE. Dessa forimiapossivel observar que os
niveis de expressdo da molécula X4 diminuiram ef 4084 vs 82) na presenca de
Nef, porém quando co-expresso 0 RNAI para hTE wsiside expressdo nao sofreram
variacao significativa (82 vs 72). Finalmente, ridioobservada variacao significativa
nos niveis de expressao deste co-receptor na Buperélular apenas na presenca do
vetor pSUPER- hTE (Figura 15).
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RMNAIRTE e RNARTE
GFP

Figura 15. Efeito da expressdo de RNAi para hTE namodulagdo da expressdo do co-receptor
CXCR4 mediada por Nef.Os niveis de CXCR4 (X4) em células 293T co-tranafias, com vetores
para expressao de X4, GFP e RNAI para hTE forartisadas por FACS 72 hs apés a transfeccdo. As
células foram imuno marcadas com anticorpo fluanescespecifico para X4 (tabela3) e as intensidades
de fluorescéncia para X4 foram determinadas nagaséGGFP positivas (regido R2). Os diferentes mivei
de expressédo de X4 encontram-se indicados em vewmiga parte inferior de cada grafico encontram-se
descrito os vetores utilizados em cada experimemtocontole negativo se utilizou apenas o vetor
pCDNAS3 o qual ndo codifica henhum produto.
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As variacdes nos niveis de expressao da moléculaaxduperficie de células
293T foram obtidas através de FACS. Os experimfaram realizados utilizando-se
3,0 ug de vetor pSUPER-hTE ou pSUPER no caso de contegativo, 0,5ug do
vetor pcCCR4, 0,;ng de vetor pCMX-Nef e 0,5 ug de pCG-GFP, sendoaquelume

final de 5,0ug era completado com o vetor pPCDNA3 quando nedessa
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5. Discussao
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Como observado em diferentes processos infecciasosliferentes niveis de
progressao da AIDS observada em pacientes infectaelo HIV-1 sdo determinados
por complexa interacdo entre fatores genéticosodpddeiro e do virus (Willegt al.,
1992; Weiss, 1993). O virus HIV consegue atravésxpaessdo de algumas proteinas
denominadas de proteinas acessorias, controlagaimagia celular e assim a expressao
de alguns receptores, co-receptores e outras nadécia superficie celular. Estes
eventos permitem que o HIV consiga driblar a respamune do hospedeiro,
aperfeicoar sua infectividade e capacidade replmatdentre outras funcoes,
assegurando desta forma a sobrevida no seu hospedei

Dentre as principais moléculas presentes na sujgedelular, cuja expresséao €
modulada por Nef, encontram-se as moléculas de CD28, CXCR4, MHC |, MHC
Il e DC-SIGN (Aiken et al, 1994; Swigutet al., 2001; Schwartzet al, 1996;
Stumptner-Cuveletteet al, 2001; Hrecka,et al., 2005), proteinas chaves para o
funcionamento do sistema imune. A expressao destedtas proteinas na superficie
celular é regulada total ou parcialmente pela pmateiral Nef.

Neste contexto a elucidagdo dos diferentes mecasisenvolvidos na
modulacdo da expressdo destas moléculas € de mypéaéncia no entendimento da
patogénese da doenca e no desenvolvimento de astragegias anti-HIV que possam
vir a se somar ao arsenal de drogas anti-retrg\vataialmente existentes no mercado.

A diminuicdo da expressdo do receptor CD4 na sigierda célula infectada é
um dos mais importantes eventos durante a infegeBoHIV-1, ja que a expressao do
principal receptor viral na célula infectada inideis cruciais eventos na replicacao
viral: a) infectividade; b) liberacdo das particularais das células infectadas (Benson
et al, 1993; Lamaet al, 1999; Corte®t al, 2002). A importancia deste fenbmeno para
replicagdo deste retrovirus se vé reforcada pétoda que o HIV-1 usa trés proteinas,
Nef, Vpu e Env, para assegurar a inibicdo da esgrede CD4 (Lama, 2003; Levesque
et al, 2003). Entretanto, os mecanismos exercidos pdr (pleduto inicial) e por
Vpu/Env (produtos tardios) sdo quantitativamentqualitativamente diferentes. As
proteinas Vpu e Env interferem no transporte dagentas de CD4 recém sintetizadas
para a superficie celular, direcionando-a paraatkgéo proteassémica (Margotéh
al., 1998).

Apesar de que o mecanismo de acdo de Nef tenhaasigtamente estudado

nestes Ultimos anos, existem pontos obscuros quia atsperam ser esclarecidos.
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Porém, € amplamente aceito de que esta proteinasagaperficie celular como um
conector entre a calda citoplasmatica da molécldd € o complexo formado pela
proteina clatrina através da interacdo com AP2, amaptador heterotrimérico
(Greenberget al.,1997; Piguett al.,1998). Esta ligacéo induz a formacao de vesiculas
endociticas (Bresnahaat al., 1999; Craig et al., 2000) que posteriormente sao
direcionadas para degradacdo lisossomal por intkonda interacdo de Nef com [3-
COP (Piguett al.,1999).

Por outro lado, outras duas proteinas celularemnfaiambém envolvidas na
diminuicdo do receptor CD4 mediada por Nef, umastierase humana Il (hTE) e uma
bomba vacuolar de préton dependente de ATP, demalmide NBP1 (Coheet al.,
2000; Luet al.,1998). Entretanto, o real papel destas proteinas & controverso.

Neste contexto, com o intuito de compreender mebaoparticipacdo dos
parceiros celulares de Nef e consequentementefidanpossiveis alvos terapéuticos,
tracamos como principal objetivo deste estudo deter a relevancia fisiolégica de
hTE na diminui¢cdo da expresséo de CDA4.

Para atingir este objetivo foi utilizada a técndm RNA de interferéncia no
intuito de reduzir os niveis intracelulares destdgina e posterior avaliacdo da reducao
da expresséo de CD4 mediada por Nef.

No primeiro momento foi possivel observar quedavnédia da proteina hTE é
um fator critico na inibicdo da expressao destaepma pelo vetor pPSUPER-hTE. Esta
observacdo se sustenta pelo fato de que o blogaegxpressao protéica é quase total
48 hs apos a transfecgdo, quando a proteina éssapaepartir do vetor pBABE-hTE-
HA (Figura 10A). Porém inibic&do significativa dapegssdo da proteina enddgena foi
atingida apenas 72 hs apo0s a transfeccao dop@WPER-hTE (Figura 10B).

Por outro lado, os maximos niveis de inibicdo daresséo das proteinas CD4 e
Nef, foram atingidos apenas 72hs apds transfeapdoos correspondentes vetores para
RNAI (Figuras 11 e 12), resultados estes que podemexplicados em parte pela
diferenca nos promotores presentes nos vetoregepprassao das proteinas CD4 e Nef,
promotor CMX, e 0 presente nos vetores para exjpoes®s diferentes RNAI, o
promotor H1. Um outro fator importante na interpgéio destes resultados € que o
blogueio exercido pelo mecanismo de RNAIi ocorresapoétranscricdo e antes da
traducdo das proteinas, fazendo com que as pret@imaesentes na célula ndo fossem
afetadas pelo RNAI. Isso poderia explicar o tem@guerido para a observacdo do

efeito do RNAI nos niveis da proteina enddgena.
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Devido a existéncia de diferencas na sequéncraapia da proteina Nef, foi
possivel identificar diferentes variantes como, gamplo, as cepas NL43, NA7 e SF2
do HIV e mac239 do SIV. A regido de Nef, da cepalBlLresponsavel pela interacédo
com hTE encontra-se entre os residuos 70 e 12Eetamb, esta regido apresenta
variacfes nas cepas SF2 e SIV (Coéteal., 2000).

Um dado curioso e ainda ndo elucidado é que apbsague as variantes
presentes nas cepas SF2 e mac239 néao se ligam,admk faz a cepa NL43, elas
continuam modulando eficientemente a expressédo alacala CD4 (Coheret al.,
2000). Com objetivo de investigar o participacagodateina celular no mecanismo de
diminuicdo da expressao de CD4 mediado pelas vesgmesentes nas cepas SF2 e
mac239, foram analisados os niveis de CD4 na prasdo RNAi contra hTE.
Inesperadamente a reducdo dos niveis enddgenastéinp hTE, pelo uso de RNAI,
interferiu na diminuicdo da expressdo de CD4 medjaal todas as variantes de Nef
inclusive a mediada pela proteina Vpu, proteinaugaemecanismo diferente ao usado
por Nef (Figura 13).

A variabilidade no aumento dos niveis de CD4 aparmento com o RNAI
contra hTE observada nas diferentes variantes fle Npu, (NL43 136%, NA7 103%,
mac239 84%, SF2 70%, Vpu 75%) indicaram fortemenéxisténcia de mecanismo
geral e independente de Nef na regulagéo da egureesCD4. Entretanto, os aumentos
observados na variante que se liga a hTE (NL43 )38f%comparacdo as que nao se
ligam, assim como, em comparacao a Vpu (mac239 &%,70%, Vpu 75%) e uma
cepa que ainda ndo se tem informacéo sobre suagate com hTE (NA7 103%),
poderiam ser um indicativo de certa participacdprdéeina hTE na modulacédo de CD4
mediada pela variante presente na cepa NL43.

Com objetivo de verificar a possivel dependéncia diveis intracelulares de
hTE na manutencdo normal dos niveis de CD4 naféciperelular foram determinados
os niveis de CD4 em células apenas transfectasasoogetor para RNAIi contra hTE
(Figura 14). Ap6s 72 hs da transfeccdo com o vaidificante para RNAI contra hTE
foi possivel observar que os niveis de CD4 na $igpedas células eram aumentados
em aproximadamente 60% em relacdo a aqueles olissrvas células transfectadas
apenas com o vetor para CD4. Desta forma a pat&gpda proteina hTE na regulacao
dos niveis de CD4 na superficie celular ficou cteate demonstrada. Acreditamos que
este fenbmeno poderia estar relacionado ao prockssiespalmitoilacdo de CD4, ja

que esta molécula é palmitoilada e o processo dpattaitoilacdo na célula € um
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processo realizado por tioesterases como, por dmenmd@E. Este processo de
despalmitoilacdo pode levar a endocitose do rec&}iddl, sendo que a diminuicdo dos
niveis de hTE intracelular levaria 0 seu aumentesunzerficie celular. No entanto, é
importante ressaltar que o aumento de aprox. 60%ived de CD4, é bem menor ao
observado com as variantes de Nef das cepas NLABAZ (136 % e 103%
respectivamente) quando usado o RNAI contra hTdtjeopoderia vir a reforcar a idéia
que existiria certa contribuicdo da proteina hTEmmdulagdo de CD4 mediada por
estas variantes.

Finalmente tentamos investigar se o efeito da @awps niveis endodgenos da
proteina hTE no nivel de expressdo de CD4 nao apenas um epifendmeno, ou seja
um efeito indireto de outra alteracdo induzida galta de hTE na célula hospedeira
como, por exemplo, alteracdo metabdlica geral mindiicdo nos niveis de alguma(s)
outras proteina(s) envolvida(s) no mecanismo gdealreciclagem de receptores
celulares. Desta forma, foi analisado o efeito dducdo dos niveis de hTE na
endocitose do co-receptor CXCR4, uma molécula aelthmbém envolvida no
processo de infeccdo e cuja expressdo € modutddgomteina Nef (Hreckat al.,
2005). E importante ressaltar que esta moléculaén@almitoilada, ao contrario do
receptor CD4 (Dzung & Dennis, 2002). Os experimgil® inibicdo demonstraram que
a diminuicdo dos niveis de hTE pelo uso de RNAI afistaram a diminuicdo do co-
receptor induzida por Nef (Figura 15), reafirmaraddipotese de que o aumento da
expressdo da molécula CD4 e a interferéncia na lagiiu de CD4 mediada por Nef ,
provocados pela reducdo dos niveis de hTE, astaad menos em parte relacionados
a falta de despalmitoilacdo da molécula por hTE.

A menor capacidade de modulacdo de CD4 da varteniéef presente na cepa
NL43, quando comparada com formas presentes emsatgpas, sugere que a interacao
de Nef NL43 com hTE poderia ajudar esta varianiaceementar a capacidade de
endocitar a molécula CD4 ndo por um efeito diretgptbteina viral mas sim por um
aumento na atividade da proteina celular, aumeataadsim o0s niveis de
despalmitoilacdo do receptor viral. Esta hipoteseortra sustentacdo em trabalhos
prévios relacionados a um aumento da atividadenm&imia como consequéncia da
interacdo com Nef da cepa NL43 (Watanabal, 1997). Alternativamente, o aumento
da atividade da proteina hTE como consequénciatdeagdo com Nef poderia levar a
outras modificagcbes no linfocito infectado e teguah impacto na patogénese da

doenca. Entretanto estas possibilidades nao fabemmdadas neste estudo.
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Humanos infectados por HIV-1 e macacos por SIV passsintomas parecidos
definidos como AIDS, porém os mecanismos envolvidosdesencadeamento desta
doenca ainda nado estéo claros. Contudo, a pariinfalenacdes clinicas, esta claro que
o tempo de sobrevivéncia dos pacientes com AIDS essociado com a
hipertrigliceridemia, que leva a um decréscimo mheaaenamento de lipideos no tecido
adiposo (Safrin & Grunfeld, 1999). Estudos demamstrque a hTE pode estar
envolvida na ativacao de receptores nucleares, ReRRAPPAR por exemplo, e com
isto controlar o metabolismo de lipidios celulaieolm et al.,2001; Murakamet al.,
2001). Por outro lado, também foi demonstrado qeé d& cepa NL43 participa do
processo da transducdo de sinais e programa fti@aset (Simmonset al., 2001,
Shaheduzzamaet al., 2002). Estes dados, vao ao encontro da hipétesquedea
interacdo de Nef-NL43 com hTE possa vir a desehmuepapel importante no
desencadeamento de outros disturbios celularesy dascontrole no metabolismo de
lipidios e transcricdo de genes relacionados cdes @gceptores nucleares, além da
influéncia sobre a modulagéo de CDA4.

E importante destacar que os processos de palmgéoil e despalmitoilacio
estdo altamente envolvidos no processo de renovdedmoléculas na superficie
celular, ja que a hiper-expresséo de tioesterasedaum aumento de despalmitoilagéo
de proteinas presentes na membrana celular (Smé&trig;mder, 2004; Duncan &
Gilman, 1998). Sendo assim, foi demonstrado quespalmitoilacéo leva a reducao
dos niveis do co-receptor de quimiocina CCR5 (Bain@t al.,2001) e dos receptores
de transferrina (Alvareet al.,1990).

No momento em que se descobriu que a hTE se lg&ef (Liuet al, 1997) e
que esta interacao era importante para a modutde@iD4 (Liuet al, 1997; Coheret
al, 2000), imaginou-se que esta influéncia na modwolate CD4 mediada por Nef
poderia ser proveniente da participacdo de hTEmadcdo de vesiculas intracelulares,
que necessitam da presenca de acetil-CoA parat@duacionamento (Liuvet al.,
1997). Porém, os dados apresentados neste trabalmrtam a idéia de que a
participacdo de hTE estaria relacionada a reguldgémiveis de palmitoilacdo e ndo na
formacdo de vesiculas intracelulares ou relacianamn proteinas participantes no
controle de processos de endocitose das molécelsisperficie celular.

Apesar de experimentos prévios demonstrarem aagéerde hTE com Nef-
NL43 e ndo com outros tipos, assim como a infllerdesta proteina celular na

modulacdo de CD4, estes experimentos nao elucidataimente a real participacao de
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hTE em um contexto geral de infeccdo. Estes expatios foram realizados através de
sistema de hibridacéo entre proteinas, hTE e Nekitro" e por colunas de GST, de
tal forma que as inferéncias e conclusoes retiradiase os resultados sao extrapolagdes
que podem ser falhas em um contexto celular. A po#e estar se ligando a Nef e
participando de outros eventos infecciosos, alérmddulacdo de CD4, fazendo deste
processo um evento secundario da interacdo ena® @oteinas.

Este trabalho, no entanto, observou pela primeéza, @& nivel celular, via
proteina enddgena ao invés de proteinas recombsanie podem levar a conclusdes
equivocadas, a relevancia de hTE em um processccioso do HIV-1. Neste contexto,
observamos que hTE possui uma acdo mais geneeabpéte a manutengcdo dos niveis
de CD4 na superficie celular, ja que a reducdo rdusis enddgenos da enzima
apresenta comportamento parecido em todas as nastédntivirais utilizadas neste
trabalho.

Entretanto, estudos posteriores sdo necessanasopttal esclarecimento do

papel desta proteina na modulacdo da molécula Gia4patogénese da doenca.
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6. Conclusao
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De acordo com os dados obtidos neste trabalhaaetia ghe informacdes contidas

em literatura, concluimos que:

1. As reducdes na diminuicdo do receptor CD4 mediadagliferentes variantes
de Nef, independentemente de suas capacidadegag@di a hTE, em células
apresentando niveis reduzidos de hTE, sugeremnfertte a participacdo da

hTE no mecanismo geral de reciclagem da proteind CD

2. O aumento de aproximadamente 60% dos niveis degiDdélulas com baixos
niveis de hTE confirma a participagcdo da hTE naileggio fisiologica dos

niveis de CD4 na superficie celular.

3. As diferencas obtidas nas porcentagens de reddgédmodulacdo de CD4
observadas com as diferentes variantes de Nefpemdientemente da interagao
com hTE, em células com baixo nivel de hTE, indicamarticipacdo desta

proteina celular na modulacéo de CD4, mediadavagiante Nef-NL43.

4. A inalteracdo nos niveis e na modulacdo (mediad&lpbNL43) de CXCR4 na
superficie de células com niveis reduzidos de hifgjcam fortemente
participacdo da hTE no processo de despalmitoiladCD4, e com isso,

participagdo no mecanismo de manuten¢ao dos risiei®gicos de CD4.
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7. Perspectivas.
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Em base aos resultados obtidos neste estudo referanparticipacdo de hTE na
modulacdo de CD4 mediada pela proteina viral Nafjainos os seguinte objetivos

futuros:

1. Confirmar a possivel potencializacdo dos efeitoeTa pela variante de Nef-

NL43, assim como o0 mecanismo responsavel por estfeno.

2. Verificar a existéncia da interagdo hTE-Nef emiarges da proteina Nef
presentes em outras cepas de HIV-1,SIV e HIV-2, contuito de estabelecer
possivel impacto deste fendmeno na evolucdo desBevirus e na

patogénese da doenca.

3. Avaliar a relevancia fisiologica da interacdo hTEHNIL43 no contexto geral
da infeccdo pelo HIV, como, por exemplo, o possivgdacto na replicacédo e

infetividade viral.
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