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Resumo 

 
A diminuição da expressão do receptor CD4 da superfície celular é um dos eventos mais 

importantes durante a infecção pelo vírus da Imunodeficiência Adquirida (HIV-1). Dentre as três 

proteínas virais que participam neste processo, Nef, Vpu e Env, a primeira se apresenta como a 

mais relevante. Estudos realizados por outros grupos e o nosso, evidenciaram claramente a relação 

entre a capacidade em diminuir a expressão da molécula CD4, a capacidade replicativa e a 

infectividade viral, sugerindo a participação deste evento na patogênese e progressão à doença. 

Resultados encorajadores obtidos por nosso grupo demonstraram que o bloqueio da modulação de 

CD4 mediada por Nef em células infectadas pode ser uma boa abordagem terapêutica. Baseados 

nestes resultados e com o intuito de identificar novos alvos e abordagens terapêuticas, traçamos 

como principal objetivo neste estudo determinar o real papel fisiológico da tioesterase humana II 

(hTE) na modulação do receptor CD4 mediada por Nef. Esta proteína foi descrita como um dos 

principais parceiros celulares de Nef neste processo fisiopatológico. Utilizando a ferramenta 

molecular do RNA de interferência (RNAi) para bloquear a expressão de proteínas celulares e 

virais envolvidas neste fenômeno, foi possível observar que hTE  não desempenharia um papel 

relevante na modulação de CD4, contrariamente ao assinalado em trabalhos prévios. Porém, esta 

proteína mostrou participar na regulação dos níveis de CD4, possivelmente através da 

despalmitoilação do receptor viral na superfície celular, levando a internalização da molécula 

independentemente da presença de Nef. Outros resultados obtidos neste estudo também indicam 

que ao menos em variantes de Nef que se ligam a esta proteína, como a presente na cepa NL43, a 

ação da enzima celular poderia ser potencializada pela proteína viral. No entanto a confirmação 

desta como outras hipóteses relacionadas às possíveis conseqüências biológicas da interação entre 

hTE e Nef requerem estudos adicionais.  

 

 

 

Palavras Chaves: HIV-1, AIDS, Nef, Diminuição da expressão de CD4, hTE e RNAi. 

 
 
 
 
 



 

 

Summary 
 

The down-modulation of CD4 receptor expression is one of the most important events 

during the HIV-1 infection. Among the three viral proteins involved in this process Nef, Env and 

Vpu, the first one is the most relevant. Results obtained by our group and others showed a clear 

relationship between the virus mediated receptor down-modulation, the increasing of infectivity 

and viral replication of HIV-1, suggesting a pathogenic role in this phenomenon and disease 

progression. More recently, we provided proof-of-concept that specific inhibition of Nef 

mediated CD4 down-modulation could be a good therapeutical strategy. Based on these results 

and aiming to identify new targets and therapeutical strategies, we investigated the physiological 

role of the human tioesterase II (hTE) in the down-modulation of CD4 receptor mediated by Nef. 

The hTE was described as one of the main cellular partners of Nef in this process. Using the 

interference RNA (RNAi) mechanism, as a molecular tool to block cellular and viral proteins 

expression involved in this phenomenon, we observed that hTE does not play a relevant role on 

Nef-CD4 modulation, as assigned by previous works. We showed here that the participation in 

the regulation of cellular surface CD4 levels possibly by a depalmitolation process, making the 

internalization independent of Nef. The hTE enzymatic action on Nef-NL43 transfected cells 

showed a probably synergism between Nef and hTE. The confirmation of these preliminary 

findings as well as, a more thoroughly understanding of the general biological consequences 

arising from the interaction between hTE and Nef, requires additional studies. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Key words: HIV-1, AIDS, CD4 down-modulation, hTE e RNAi. 
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1.1. A Síndrome de Imunodeficiência Adquirida (AIDS). 

1.1.1 Uma breve abordagem 
 

Os primeiros casos da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) foram 

detectados em 1981. Esta doença foi primeiramente diagnosticada em pacientes 

homossexuais do sexo masculino, nos Estados Unidos da América (Gotlieb et al., 

1981), sendo caracterizada por profunda imunossupressão provocada pela diminuição 

do número de linfócitos T auxiliares (LT-CD4+), o que leva a ocorrência de infecções 

oportunistas e/ou tumores como, por exemplo, um tipo de tumor de pele denominado 

sarcoma de Kaposi e linfoma de células B.  

Apesar de os primeiros casos de AIDS serem datados de 1981, somente em 

1983 se teve os primeiros indícios de que a doença tinha como agente infeccioso um 

retrovírus (Wigg et al., 2002) e finalmente em 1986 o Comitê Internacional de 

Taxonomia de Vírus (International Committee on Taxonomy of Viruses – ICTV), 

determinou que o vírus recebesse a designação de Vírus da Imunodeficiência Humana 

(HIV-1). Nesse mesmo ano, outro vírus com características semelhantes foi 

denominado de HIV-2. 

Os mecanismos patogênicos envolvidos na gênese da AIDS não estão 

completamente elucidados, entretanto, vários estudos demonstram forte correlação 

entre a mudança de tropismo pelo co-receptor, de CCR5 para CXCR4, e a evolução da 

doença (Simmons et al., 1996; Reeves et al., 1999). Além disso, recentes evidências 

apontam ao tipo de resposta imunológica como principal fator envolvido na origem da 

doença. (Altfeld & Rosenberg, 2000; Emu et al., 2005). 

Quase 25 anos após a descoberta do vírus, a pandemia da AIDS ainda continua 

excedendo todas as expectativas em severidade e impacto sócio-global. Assim, 

predições feitas em 1991 pela Organização Mundial da Saúde (OMS) estimavam que 

para o ano 2000 o número total de casos acumulados em todo o mundo, poderia atingir 

os 40 milhões (Healthy, 2002). Porém, estas predições foram amplamente superadas 

quando no ano 2000 estudos epidemiológicos mostraram que o número total de casos 

atingiu os 56 milhões de pessoas, quase a população do Reino Unido, sendo que 20 

milhões de pessoas já tinham falecido em conseqüência da infecção (Unaids, 2000). 

Resultados de estudos epidemiológicos realizados no ano de 2005 (Saúde, 

2005) mostraram que o número de pessoas infectadas em todo o mundo já atingia 45 

milhões, continuando a superar todas as expectativas, e que somados ao número de 
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óbitos o número total de casos acumulados poderia estar próximo aos 60 milhões de 

pessoas, sendo que a África sub-Sahariana acumula três quartos dos casos.  

A AIDS tem causado um alto custo quando se trata de perda e/ou diminuição na 

qualidade de vida no mundo. Especialmente na África, aproximadamente 70% das 

mortes ocorridas são decorrentes da infecção pelo HIV (Healthy, 2002),  estimando - se 

que mais 55 milhões de vidas africanas serão perdidas até 2020 em conseqüência da 

AIDS. Esta epidemia já ultrapassou a malária como a principal causa de morte na 

África sub – Sahariana. Além disso, a AIDS leva mais pessoas a óbito que conflitos 

armados na Áfica (Unaids 2000). 

1.1.2. Perspectivas no controle da AIDS. 

A AIDS certamente é uma das patologias humanas que mais despertam medo, 

preocupação e ansiedade de respostas por parte da sociedade. O desenvolvimento de 

novas drogas e de novas estratégias para controle e redução do número de pessoas 

infectadas se faz necessário e urgente. Em 2006, na XVI conferência internacional de 

AIDS, ficou claro que é necessário o empenho de toda população mundial para que 

possa se lograr o controle e até a cura desta síndrome. 

Um dos grandes problemas no controle da AIDS está no surgimento de 

variantes resistentes aos inibidores presentes no coquetel antiretroviral, a permanência 

de reservatórios virais latentes, a presença de efeitos tóxicos colaterais causados pelo 

tratamento e o alto custo das drogas disponíveis no mercado. Dessa forma, a pesquisa 

de mecanismos básicos de patogênese volta a desempenhar um papel crucial na 

identificação de novos alvos farmacológicos e conseqüentemente no desenvolvimento 

de novas estratégias terapêuticas e de vacinas eficientes e seguras.  

1.1.3. Tratamento. 

O surgimento da terapia antiretroviral altamente ativa (HAART) proporcionou 

ao paciente drástica supressão da replicação viral, aumentando-lhe o tempo e qualidade 

de vida. Atualmente, os diversos antiretrovirais licenciados têm como alvo molecular, 

principalmente, as enzimas transcriptase reversa (RT), protease (PR) e integrase (IN). 

Após o uso do coquetel antiretroviral por mais de uma década, o tratamento 

mostrou ter sérias limitações: ineficácia na erradicação da infecção, dada à persistência 

de reservatórios virais, o surgimento de variantes resistentes, devido a mutações e 
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finalmente, por apresentar sérios efeitos colaterais, como alterações no metabolismo de 

lipídeos que redundam, em alguns casos, em acidentes cardiovasculares, lipodistrofia 

muscular e ainda alterações neurológicas (Furtado et al. 1999; Yerly et al., 1999). 

Dentro dessa nova realidade e graças aos novos conhecimentos trazidos pela pesquisa 

básica, novas drogas e abordagens terapêuticas estão sendo desenvolvidas.  

Uma nova tendência no tratamento antiretroviral é a indução de resposta 

imunológica capaz de complementar o tratamento. Dessa forma, mediante o fenômeno 

chamado de “auto-imunização”, conseguido pela interrupção temporária da terapia, 

busca-se estimular a resposta imune específica, em pacientes submetidos à terapia 

antiretroviral.  

Grande parte das mais promissoras drogas que estão sendo testadas em ensaios 

clínicos visa inibir a interação entre as proteínas virais e celulares. Estas drogas agem, 

basicamente, nos três diferentes estágios da entrada do vírus na célula hospedeira.  

As drogas mais promissoras são as que agem no último estágio, onde ocorre a 

fusão das membranas virais e celulares. A mais promissora, dentre elas, é o inibidor T-

20 (De Clercq, 2004), a qual foi aprovado pela “US Food and Drug Administration”. 

Porém, o uso destas novas drogas ainda é demorado e requer grandes 

investimentos por parte das companhias farmacêuticas e por parte dos consumidores 

destes produtos. Além de ressaltar que muitas já não são eficazes para muitas pessoas 

infectadas pelo vírus. Frente a isso, o desenvolvimento de novas formas de terapia se 

faz necessário.  

1.2. O Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV). 

1.2.1. A origem. 

A ancestralidade do HIV, tem sido investigada a partir de um vírus símio muito 

semelhante ao HIV, o SIV do chimpanzé (SIVcpz), encontrado no oeste da África 

central (Gao et al., 1999). No entanto, a exata origem do SIVcpz permanece 

desconhecida devido a existência de mais de 20 espécies de primatas africanos, não 

humanos (Hahn et al., 2000). A análise filogenética de SIVcpz, tem sugerido que este 

pode ter se originado como resultado da recombinação entre o SIV presente no “red 

capped mangabeys” (SIVrcm) e o SIV presente no “great spotted nose” (SIVgsn) 

(Santiago et al., 2002). Outra hipótese é que chimpanzés por possuírem o hábito de 

predar primatas menores, poderiam ter adquirido vírus por meio da alimentação (Hout 
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et al., 2004). 

1.2.2. Classificação filogenética.   

O HIV pertence à família Retroviridae, gênero Lentivirus (Latim lentus = 

lento). Através de estudos sorológicos, foram evidenciados dois tipos antigênicos: 

HIV-1 e HIV-2 (Grant e Cock, 2001), sendo que o HIV-1 é mais virulento e mais 

disseminado pelo mundo todo, enquanto o HIV-2 é menos virulento e se encontra 

quase exclusivamente no oeste da África. Tanto o HIV-1 como o HIV-2, compreende 

diferentes subtipos e organizações genômicas (Hahn et al., 2000). 

O HIV-1, amplamente distribuído pelo mundo, é caracterizado por 

variabilidade rara genética, resultado de sua alta taxa de mutação, que levou a originar 

inúmeros subtipos, e dentro de cada subtipo, há regiões de polimorfismos e de hiper - 

variabilidade (Domingo et al., 1998). As diferentes variantes são definidas, por meio da 

análise da seqüência de nucleotídeos dos genes gag, env e pol. Assim, através deste 

tipo de análise foi possível subdividir o HIV-1 em três grandes grupos: M (major), O 

(outlier) e N (nem M, nem O). O grupo M pode ser subdividido em subtipos 

filogeneticamente associados, "A" a "J" (Yang et al., 1999) e suas formas 

recombinantes (CRFs) (Robertson et al., 2000). 

1.2.3. Estrutura. 

O HIV-1 é um patógeno bastante simples com nove genes e 15 proteínas. 

Apresenta um envoltório lipoprotéico denominado envelope, que recobre o 

nucleocapsídeo. O envelope na sua parte externa apresenta projeções ou “spikes” 

contendo trímeros formados pelas glicoproteínas gp120 (SU) e gp41 (TM). A gp120 

localiza-se externamente ao vírion, estendendo-se por meio da gp41 na região 

hidrofóbica do envelope viral (Turner & Summers, 1999). Internamente, o envelope 

está constituído pela proteína matriz (MA) p17 ligada ao ácido mirístico, sendo 

responsável pela integridade viral e pela incorporação das proteínas no vírion maduro. 
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Figura 1. Representação esquemática do vírus da Imunodeficiência Humana, HIV-1. O HIV-1 é 
envolto por um envelope de natureza lipoprotéica. Em sua face interna, localiza-se a matriz, e na porção 
central da partícula viral, encontra-se o capsídeo com formato cônico. O genoma viral é constituído por 
duas fitas de RNA estabilizadas pelas proteínas do nucleocapsídeo (p7). No interior do capsídeo, 
encontram-se as enzimas Protease (PR), Transcriptase Reversa (RT), Integrase (IN) e as proteínas (Nef, 
Vif e Vpr) (Wigg et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estrutura genômica do HIV-1. HIV-1 (Vírus da Imunodeficiência Humana tipo 1). Os genes 
gag, pol e env (barras lilás, azul e verde respectivamente), codificam proteínas estruturais. Os genes tat e 
rev (barras roxas e laranjas respectivamente) codificam proteínas regulatórias. Os genes nef, vif, vpr e vpu 
(barras vermelhas, cinzas, amarelas, rosas e azul claras, respectivamente) codificam proteínas acessórias. 
Nas terminações 3’ e 5’, encontram-se as seqüências repetitivas longas, chamadas de LTRs (Greene e 
Peterlin, 2002). 

 

O nucleocapsídeo possui formato cônico, típico de lentivírus, constituído pela 

proteína do capsídeo (CA) p24, e como todo retrovírus, o material genético é composto 

por duas fitas idênticas repetidas de RNA. Três importantes enzimas encontram-se 

associadas às duas moléculas de RNA, a transcriptase reversa (TR), a integrase (IN) e a 

 

 Pol  Vpr Rev  Tat  

LTR 

Gag 

Vif  Vpu  Env  Nef  



 

 7 

protease (PR), além das proteínas p6 e p9 e as proteínas acessórias Nef, Vif e Vpr 

(Figura 1). 

O genoma do HIV-1 tem aproximadamente 9,8 kb constituindo nove genes, 

sendo três estruturais, gag, pol e env, dois regulatórios, tat e rev, e quatro acessórios, 

nef, vpu, vpr e vif, possuindo nas extremidades 5’ e 3’ longas seqüências repetidas 

invertidas ou LTRs (Long terminal repeats sequences) ( Figura 2).  

1.2.4. A proteína acessória Nef. 

Nef é uma proteína não enzimática miristoilada que possui entre 27 e 34 kDa, 

expressa exclusivamente no vírus da imunodeficiência humana (HIV - 1 e 2) e no vírus 

da imunodeficiência simiana (SIV). Apesar de ser bastante estudada e muito importante 

para a patogênese dos lentivírus acima citados, as funções desta proteína ainda são 

pouco compreendidas. A importância biológica de Nef para a replicação viral e 

desenvolvimento da doença foi demonstrada, “in vivo”, em macacos infectados com 

SIV (Kestler et al., 1991) e confirmada através da observação da falta de progressão à 

doença em pacientes infectados por vírus apresentando mutação ou deleção total de Nef 

(Kirchhoff et al., 1995; Deacon et al., 1995). “In vitro”, a falta desta proteína leva a 

diminuição da replicação e infectividade viral (Miller et al., 1994 e Schwartz et al., 

1995). 

A região N-terminal desta proteína, de aproximadamente 60 resíduos, apresenta 

grande diversidade genética e flexibilidade estrutural, sendo responsável por seu 

ancoramento à membrana. Esta região é seguida de um domínio C-terminal (domínio 

central), de aproximadamente 130 aminoácidos, bastante conservado e caracterizado 

pela presença de estrutura terciária estável. Entre estes dois domínios existe um sítio de 

clivagem para protease viral e uma região enrolada de aproximadamente 30 resíduos 

projetada para fora do domínio central. Precisamente, o sítio de clivagem pela protease 

do HIV 1 se encontra entre os resíduos dos aminoácidos W57 e L58. Estes aminoácidos 

são altamente conservados, principalmente o triptofano 57. Nef ainda possui um 

domínio SH3 que está envolvido na interação com proteínas de sinalização intracelular 

como, por exemplo, Hck, Vav e Lck, sendo que estas interações são fundamentais para 

a ativação celular mediada por Nef (Saksela et al., 1995; Fackler et al., 1999) e 

consequentemente para a replicação viral. Nef é modificada após a tradução por 

fosforilação, além da miristoilação, na porção N-terminal (Arold e Baur, 2001; Geyer e 
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Peterlin, 2001 e Geyer et al., 1999). Também apresenta em sua estrutura região onde se 

liga a cinase p21 ativada (PAK) 1 e 2, tioesterase, CD4, uma ATPase vacuolar V1H 

(NBP1), proteínas adaptadoras de clatrina (AP) e uma região possivelmente de interação 

com β-Cop (Geyer et al., 2001) (Figura 3).  

 

 
Figura 3. Localização de motivos funcionais na estrutura da proteína Nef do HIV-1. Representação 
dos motivos funcionais de Nef para interação com fatores celulares como: Tioesterase, CD4, V1H, 
proteínas adaptadoras de clatrina, PAK 1, PAK 2, Vav (SH3), Lck (SH3), Hck (SH3) e possivelmente β-
Cop. A região N-terminal da proteína é a região de ancorameto à membrana, devido principalmente a 
ação da N-miristoiltrasferase (Geyer et al., 2001).  

 

A N-miristoilação de Nef é necessária para sua associação com a membrana 

celular, característica esta crítica para todas as funções biológicas da proteína, tais 

como: modulação de CD4, modulação de MHC I, infectividade e ativação de PAK 

(Geyer et al., 2001).  

A fosforilação possivelmente está envolvida na interação entre o grupo mirístico 

e os seis primeiros resíduos do N-terminal de Nef. A introdução de carga negativa 

dentro da região de ancoramento pode bloquear a estável associação com a membrana 
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devido a repulsão desencadeada pela carga negativa da região polar dos fosfolipideos 

presentes na membrana (Arold & Baur, 2001). 

Apesar de serem pouco conhecidos os efeitos de Nef “in vivo” , sabe-se que “in 

vitro” Nef está envolvida no aumento da replicação e da infectividade viral em células 

primárias, na alteração do estado de ativação de células T, na interferência das vias de 

transdução de sinais de macrófagos e na indução da modulação de moléculas de 

superfície celular tais como: CD4, MHC I, MHC-II, CXCR4 e CD28 (Aiken et al., 

1994; Swigut et al., 2001; Schwartz et al., 1996; Stumptner-Cuvelette et al., 2001; 

Hrecka, et al., 2005). 

1.3. Relevência da modulação do receptor CD4 na patogênese do HIV-1. 

O HIV-1 se liga ao receptor CD4 presente na superfície de linfócitos e 

macrófagos através da glicoproteína gp120 presente no envelope do HIV-1. Após a 

interação com CD4 a gp120 sofre mudanças conformacionais que culminam na fusão das 

membranas virais e celulares (Lapham et al., 1996; Chan et al., 1997). Momentos após o 

evento de entrada viral, vários processos são iniciados com o objetivo de assegurar a 

diminuição da expressão do receptor viral (Figura 4).  

Desta forma, a modulação da expressão do receptor CD4 é um dos mais 

importantes eventos durante a infecção pelo HIV-1, sendo conservada tanto no HIV-1, 

HIV-2, como no SIV (Marini & Showronski, 1993; Guy et al., 1987; Foster et al., 1994). 

Dentre os nove genes virais, nef, env e vpu participam deste processo, 

demonstrando que a modulação do receptor viral da superfície celular possui papel 

crítico no ciclo de replicação destes retrovírus. De fato, níveis de CD4 levemente 

superiores aos observados nos linfócitos primários podem vir a saturar a maquinaria viral 

(Cortes et al., 2002). Destas três proteínas, Nef é a única empacotada no vírion e 

expressa logo após a infecção, sendo seus transcritos os mais abundantes nesta fase, 

desempenhando o papel mais relevante na modulação de CD4 (Coleman et al., 2001; 

Aiken & Trono, 1995; Chen et al., 1996). Assim, seu efeito pode ser detectado entre 12 a 

16 horas após a infecção (Cortes et al., 2002), porém a contribuição de Env e Vpu na 

modulação de CD4 é detectada apenas em estágios tardios da infecção. Os efeitos de Nef 

(produto precoce) e Vpu/Env (produtos tardio) são quantitativa e qualitativamente 

distintos (Chen et al., 1996).  
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Figura 4. Mecanismos envolvidos na diminuição da expressão de CD4 da superfície da célula 
infectada pelo HIV-1. A modulação de CD4 ocorre em diferentes locais da célula infectada e envolve as 
proteínas virais Nef, Vpu e Env. Nef age como um conector na superfície da célula ligando o domínio 
citoplasmático de CD4 com o complexo protéico adaptador da clatrina AP-2, induzindo a formação de 
vesículas endocíticas, que posteriormente por recrutamento da proteína β-Cop, são direcionadas ao 
lisossoma para degradação. Já as proteínas Vpu e Env redirecionam as moléculas CD4 recém sintetizadas 

presentes no RE, para degradação proteassômica (Lama, 2003). 

 

A modulação de CD4 (Figura 4) acontece em três diferentes níveis e localizações: 

na membrana plasmática, no retículo endoplasmático (ER) e em menor grau no aparelho 

de Golgi. Na membrana, Nef age como conector ligando o domínio citoplasmático do 

receptor viral CD4 ao complexo heterotetramérico adaptador de clatrina, AP-2 (Harper et 

al., 1986). Esta interação leva à formação de vesículas endocíticas, que são direcionadas 

para o endossoma (Schwartz et al., 1995; Mangasarian et al., 1997) e posteriormente 

para degradação lisossômica via interação com a proteína β-COP (Piguet et al., 1998). 

Também foi proposto que Nef direcionaria as moléculas de CD4 presentes na região 

trans-golgi para os endossomos precoces e tardios através de interações com as 

subunidades micro (µ) dos complexos AP-1 e AP-3, contribuindo assim com a 

degradação de proteínas recém sintetizadas (Mangasarian et al., 1997; Le Gall et al., 

1998 e  Craig et al., 2000). 

As outras duas proteínas virais, Vpu e Env, agem no RE bloqueando o transporte 

das moléculas recém sintetizadas. Assim, e devido sua alta afinidade, a gp160 liga-se 

fortemente à molécula CD4 proporcionando a formação de agregados que bloqueiam o 

transporte do receptor viral para a superfície celular (Stevenson et al., 1988; Geleziunas 

et al., 1994). Posteriormente, Vpu que é uma proteína viral muito conservada entre os 

diversos isolados virais, mas ausente em HIV-2 e na maioria dos vírus da 
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imunodeficiência simiana (SIV) (Cohen et al., 1988) age de forma similar a Nef, como 

conector entre o domínio citoplasmático de CD4 e a proteína βTrCP, membro do 

complexo protéico de ubiquitinação, Skp1p-CDc53-F-boxE3, que direciona o CD4 para a 

degradação proteassômica (Margottin et al., 1998).  

Existem diversas hipóteses realcionadas a relevância fisiológica deste fenômeno 

na infecção pelo HIV, dentre as mais aceitas pode-se citar: a) evitar a ligação cruzada da 

molécula CD4 na superfície de células infectadas, para evitar a transdução de sinais 

inibitórios, os quais podem inibir a transcrição do DNA viral a partir do “Long Terminal 

repeat” (LTR); b) inibir a indução de apoptose e efeitos citopáticos, antes que a liberação 

viral aconteça (Newell et al., 1990; Wassmer et al., 1985; Tobiume et al., 2002); c)  

impedir a super-infecção, o que poderia por em perigo a produção viral (Potash & 

Volsky, 1998); d)  favorecer a liberação de partículas virais (Benson et al., 1993; Bour et 

al., 1999) e finalmente, evitar a diminuição da infectividade das partículas virais 

liberadas (Lama et al., 1999; Cortes et al., 2002; Argañaraz et al., 2003). Porém vale 

ressaltar que estas hipóteses não são excludentes podendo ocorrer concomitantemente, 

aumentando a eficiência do processo infeccioso.  

Os primeiros trabalhos mostrando os efeitos inibitórios da expressão de CD4 na 

replicação viral foram de Marshall e colaboradores (1992). Posteriormente, trabalhos de 

Lama e colaboradores (1999), mostraram que a super-expressão do receptor viral CD4 

levava a diminuição da infectividade e liberação das partículas virais e que as proteínas 

Nef e Vpu por meio da participação na diminuição da expressão do receptor da superfície 

viral, eram capazes de impedir os efeitos inibitórios mediados por CD4. Por outro lado, a 

eliminação dos efeitos inibitórios mediante o uso de partículas virais pseudotipadas, com 

as glicoproteínas dos vírus da estomatite vesicular (VSVg) ou com a do vírus da 

leucemia viral murina (MLV), mostraram claramente que este fenômeno requeria a 

interação da molécula CD4 e a glicoproteína de superfície viral, a gp120. Entretanto, 

estes estudos foram realizados em células 293T previamente transfectadas com vetores 

expressando a molécula CD4, o que pode levar a maior expressão da que é observada nas 

células infectadas naturalmente, já que estas células não expressam a proteína de 

transmembrana Lck, a qual se associa a CD4 na superfície viral. Com o objetivo de 

abordar estas questões, Cortes e colaboradores (2002) realizaram os mesmos estudos de 

inibição em linhagem de células Jurkat, que expressam Lck, com altos e baixos níveis de 

expressão de CD4. Desta forma, foi possível observar a diminuição da infectividade entre 

75-85%, ainda em células com baixos níveis de CD4, o que mostrava que pequenas 
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quantidades de CD4 eram prejudiciais para a infectividade viral. Já em células 

expressando altos níveis de CD4 os níveis de inibição atingiram 95% (Cortes et al., 

2002).  

Estes estudos em conjunto, mostraram claramente que a inibição da infectividade 

podia acontecer em condições fisiológicas de expressão de CD4 e bem abaixo dos níveis 

de expressão requerida para inibir a liberação de partículas virais. A independência entre 

estes dois fenômenos foi demonstrada pelo mapeamento de domínios diferentes na 

molécula CD4, para a verificação de ambos os fenômenos (Bour et al., 1999). 

Evidências proporcionadas pelos trabalhos de Cortes et al (Cortes et al., 2002) e 

posteriormente pelos de Argañaraz et al (Argañaraz et al., 2003), onde foram detectados 

níveis de incorporação da molécula CD4 na superfície das partículas virais, levaram a 

sugerir inativação funcional da gp120 como conseqüência da co-expressão de ambas as 

proteínas na superfície do vírus.  

1.3.1. A modulação de CD4 mediada por Nef.  

 A proteína Nef do HIV e do SIV estão envolvidas na redução da expressão de 

várias moléculas envolvidas no funcionamento do sistema imune, evento que integra 

parte das inúmeras estratégias virais para evasão do sistema imune e persistência viral 

(Aiken et al., 1994; Swigut et al., 2001; Schwartz et al., 1996; Stumptner et al., 2001; 

Hrecka et al., 2005). 

 Umas das funções mais estudadas de Nef é a capacidade de reduzir 

dramaticamente o estado de expressão da molécula de CD4 na superfície celular (Aiken 

et al., 1994). Todos os alelos de Nef isolados fazem modulação de CD4 em vários tipos 

de célula e em várias condições experimentais. Em camundongos transgênicos 

expressando Nef do HIV-1 ocorre redução na expressão de CD4 em timócitos imaturos 

e comprometimento na seleção de linfócitos CD4+ (Marini & Showronski, 1993). 

Provavelmente as funções de Nef nas células infectadas pelo HIV são mediadas por 

interações específicas com proteínas celulares. A elucidação destes mecanismos de ação 

de Nef requer a identificação destes parceiros. 

 Nef age sobre as moléculas de CD4 que são incorporadas na membrana celular, 

ao contrário das outras proteínas virais que agem a nível intracelular. A modulação de 

CD4 mediada por Nef envolve o aceleramento da endocitose do receptor, seguido de 

degradação pela via lisossomal (Aiken et al., 1994). No entanto, não foram encontradas 
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modificações no transporte pela via exocítica e na síntese da molécula de CD4 

(Sanfridson et al., 1994; Rhee & Marsh, 1994). A hipótese de que a modulação de CD4 

mediada por Nef é realizada pela via lisossomal é sustentada por experimentos onde 

células transfectadas com a proteína viral mostraram maior número de moléculas CD4 

marcadas com clatrina do que células que não foram transfectadas (Johannes et al., 

2003). Outra evidência em favor do envolvimento da via lisossomal foi obtida mediante 

o uso de agentes bloqueadores da atividade lisossomal, o que levou ao bloqueio da 

endocitose de CD4 mediada por Nef (Sanfridson et al., 1994). 

 A endocitose da molécula de CD4, igual a de outros receptores de membrana, 

ocorre por intermédio da ligação de clatrina à regiões presentes nas caldas 

citoplasmáticas destas moléculas, permitindo a internalização e direcionamento dos 

receptores para os endossomos primários (Robinson et al., 1994). A molécula de CD4 

possui quatro aminoácidos hidrofóbicos, incluindo dois resíduos de lisina na calda 

citoplasmática próximos da região transmembrânica que são importantes para este 

processo de endocitose (Aiken et al., 1994; Salghetti et al., 1995). Esta região 

geralmente é encoberta pela ligação de p56 Lck que evita a internalização de CD4 

mediada pela ligação de proteínas adaptadoras (AP) ao complexo de clatrina.  

Nef apresenta uma via secundária de modulação de CD4. Este mecanismo 

envolve a fosoforilação do resíduo S408 (Garcia et al., 1991) e a ligação direta ao 

motivo dileucina presente na cauda citoplasmática de CD4 (Mangasarian et al., 1997). 

Os resíduos W57, L58, G95, G96, L97, R106 e L110 em Nef estão envolvidos no 

contato com CD4 (Grzesiek et al., 1996; Grzesiek, Bax et al., 1996). O resíduo D204 

mostrou ser crítico para a ligação com CD4, desde que o mutante D204K eliminou a 

ligação a CD4 e consequentemente sua internalização (Iafrate et al., 1997). Além disso, 

Nef também possui um motivo di-leucina, o qual recruta AP2 via cadeia µ2 (Greenberg 

et al., 1997). Mutações nos resíduos Y38 e Y39 em Nef elimina esta interação, porém o 

mutante D204K ainda recruta µ2 (Piguet et al., 1998). Esta evidência aponta a proteína 

Nef como uma proteína conectora entre a molécula CD4 e cadeia µ2, deslocando p56 

Lck. 

Nef também interage com a subunidade V1H de uma ATPase vacuolar  que 

possivelmente está envolvida no processo de modulação de CD4 (Lu et al., 1998; 

Mandic et al., 2001). V1H também é chamada de NBP1 (Nef binding protein-1) e se 

encontra em uma parte de vesículas marcadas com clatrina, sendo necessária para a 

acidificação de endossomos e lisossomos. Experimentos demonstraram que a região C-
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terminal de Nef é importante para a interação com V1H (Erdtmann et al., 2000). NBP-1 

se liga a Nef e a subunidade µ2 de AP2, o que sugere que esta interação possa vir a 

aumentar a fraca ligação existente entre Nef e AP2 (Lu et al., 1998; Geyer et al., 2002). 

Uma outra região de Nef compreendida entre os resíduos EE155/156 foi 

inicialmente proposta como região de ligação a β-COP, sendo descrita como crítica na 

modulação de CD4 (Benichou et al., 1994; NA et al., 2004). Esta região foi descrita 

como sendo responsável pelo direcionamento do complexo Nef-CD4 para os lisossomos 

secundários. No entanto, um mutante da proteína viral, EK ao invés de EE, ainda se 

mostrou totalmente funcional na modulação de CD4 (Foster et al., 2001) levantando a 

possibilidade da existência de um co-fator no recrutamento da proteina β-COP mediada 

por Nef (Janvier et al., 2001). 

Em 1997 Liu et al, através de um sistema, de dupla hibridação em que nef foi 

fusionada a Gal4AD, responsável por encontrar moléculas celulares que se ligam a Nef, 

conseguiu-se isolar uma tioesterase (hTE), enzima responsável por clivar ligações 

tioester. A partir da caracterização da seqüência de nucleotídeos desta proteína que 

interage com Nef, produziu-se um vetor de expressão de hTE recombinante, que teve 

sua atividade enzimática conferida através de espectrofotometria com auxílio de 5,59-

di-tiobis (2-ácido nitrobenzóico). Além disto, o uso de mutantes de Nef possibilitaram a 

conclusão de que a região de ligação de hTE estaria envolvida na modulação de CD4, já 

que um tipo de Nef que não realizava modulação de CD4 também não se ligava a hTE.  

Posteriormente Cohen et al (2000), através de mutações randômicas na molécula 

de Nef, obtiveram a região responsável pela interação com hTE (resíduos entre 70 e 

125), região esta, também, importante para a modulação de CD4, que foi confirmada 

através de citometria de fluxo. No entanto, experimentos de co-imunoprecipitação e 

imunofluorescência confocal demonstraram que alguns mutantes e algumas cepas de 

Nef (SF2 e mac239) não se ligam a hTE "in vitro", mas continuam modulando CD4. 

Sendo assim, a necessidade de ligação que a cepa NL43 de Nef possui levanta questões 

a serem respondidas dentro de um contexto evolutivo e fisiológico viral.   

Portanto, a tioesterase humana II (hTE) também foi envolvida no processo de 

endocitose de CD4 mediado por Nef (Liu et al., 1997). Porém, a participação desta 

proteína no mecanismo de modulação de CD4 foi questionada já que alguns alelos de 

Nef não interagem com esta proteína celular, mas continuam diminuindo eficientemente 

a expressão da molecula CD4 (Cohen et al., 2000). 



 

 15 

  O resíduo D123 de Nef foi descrito como crítico na interação com hTE, assim 

como na dimerização da proteína viral na modulação de CD4 e do complexo de 

histocompatibilidade do tipo I (MHC I) (Liu et al., 1997). Assim como a dimerização, a 

miristoilação do extremo N-terminal de Nef é fundamental para o ancoramento da 

proteína à membrana celular, fenômeno este fundamental nas diferentes funções 

exercidas pela proteína (Geyer et al., 2001; Peng et al., 2001).  

1.4. A importância do processamento lipídico na regulação do CD4 na infecção pelo 

HIV-1. 

1.4.1. O envolvimento de membranas no funcionamento celular. 

Em uma célula constantemente as moléculas são renovadas, sendo que para isso 

muitas necessitam ser substituídas e então degradas por estruturas celulares. A todo o 

momento novas moléculas estão sendo originadas e substituindo outras não mais 

funcionais. Grande parte da comunicação e renovação realizada pela célula é realizada 

através de vesículas que transitam pelo espaço intracelular. Uma grande quantidade de 

moléculas é sintetizada no interior da célula como, por exemplo, no retículo 

endoplasmático (RE) e necessitam ser levados para a membrana plasmática, para outros 

compartimentos ou para fora da célula. O tráfego de vesículas é um evento constante no 

espaço intracelular (Rothman, 1996). Portanto a liberação e a fusão de vesículas são 

pontos chaves para grande parte dos processos metabólicos da célula. Eventos como a 

comunicação entre compartimentos subcelulares, endocitose, secreção de substâncias, 

infecções celulares e a divisão celular são eventos que envolvem fusão de membranas 

(Rothman, 1996). 

Os receptores presentes na superfície celular são constantemente capturados por 

vesículas que são fusionadas a endossomos, levando consigo moléculas como, por 

exemplo, lipoproteínas e ferro, substâncias altamente importantes para o crescimento e 

o funcionamento celular. Os receptores então são encaminhados novamente para a 

superfície celular através de outras vesículas ou encaminhadas para os lisossomos para a 

sua degradação e utilização de seus produtos pela célula (Rothman, 1996). 

Desta forma, entender os mecanismos moleculares presentes na formação e 

fusão destas vesículas no interior da célula é de fundamental importância para a possível 

interferência e correção quando estes mecanismos encontram-se envolvidos em 

processos infecciosos ou distúrbios metabólicos graves. 
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As proteínas integrais são proteínas que estão fortemente ligadas à membrana 

por ligações hidrofóbicas que só podem ser liberadas por agentes que rompem a 

membrana como solventes orgânicos ou detergentes. Já as proteínas periféricas se ligam 

a membrana através de interações eletrostáticas e pontes de hidrogênio que podem ser 

dissociadas da membrana por mudança de pH. Proteínas ligadas a lipídeos são proteínas 

que possuem ligação covalente com lipídeos que servem como âncoras hidrofóbicas que 

se inserem na bicamada lipídica e mantém a proteína ou parte dela ligada de forma 

indireta a membrana celular (Nelson et al., 2002).  

A ligação de proteínas a lipídeos pode ocorrer de três formas: a) miristoilação: 

um processo irreversível em que o ácido mirístico, um ácido graxo saturado de 14 

carbonos, se liga a proteína de membrana através de ligação amida com o grupo α-

amino da glicina amino terminal; b) palmitoilação: É um processo reversível em que o 

ácido palmítico, um ácido graxo saturado de 16 carbonos, é adicionado ao resíduo de 

cisteína por ligação tioester; c) prenilação: os lipídeos estão ligados as proteínas por 

unidades de isopreno (figura 5) (Nelson et al., 2002). 

 

Figura 5. Diferentes tipos de ligação de ácidos graxos as proteínas. Processos pós traducionais fazem 
com que ácidos graxos sejam ligados as proteínas e com isso elas se ancoram na membrana. (a) 
Miristoilação. (b) Palmitoilação. (c) Prenilação.  
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1.4.2. O processo de palmitoilação. 

Modificações lipídicas em proteínas são necessárias para a destinação e 

enriquecimento de proteínas em membranas e vesículas celulares (Resh, 1999; 

Berthiaume, 2002; Hancock, 2003). A palmitoilação está relacionada à função das 

proteínas, aumentando a hidrofobicidade e contribuindo para a associação das proteínas 

às membranas. A palmitoilação possui funções importantes no tráfego subcelular de 

proteínas através de compartimentos membranosos, assim como a modulação de 

interações proteína-proteína (Berthiaume, 2002). A modificação por lipídios é um 

mecanismo universal em células eucariontes e a palmitoilação é uma modificação 

encontrada exclusivamente em proteínas de membrana (Smotrys & Linder, 2004). 

Assim como a grande maioria das reações químicas presentes nas células, a 

palmitoilação é uma reação enzimática, a qual é mediada por uma proteína 

palmitoiltransferase (PAT) ou simplesmente aciltransferase. No entanto a relevância 

desta enzima ainda não foi totalmente elucidada (Kasinathan et al., 1990; Berthiaume & 

Resh, 1995; Das et al., 1997), pois as regiões de palmitoilação não seguem uma regra 

rigorosa (Bijlmakers & Marsh, 2003) e, também, devido a proteínas com resíduos de 

cisteínas alvo para palmitolilação sofrerem, in vitro, o processo de palmitoilação na 

presença de apenas palmitoil-CoA (Duncan & Gilman, 1996; Veit et al., 1998; Veit, 

2000; Bizzozero et al., 2001).  

O processo de palmitoilação de proteínas foi descrito pela primeira vez na 

glicoproteína do vírus da estomatite vesicular (VSVG) (Schmidt & Schlesinger, 1980). 

Subseqüentes experimentos demonstraram que os resíduos de cisteína estão envolvidos 

no processo de palmitoilação (Rose et al., 1984). A família de proteínas modificadas 

por palmitoilação é grande e diversificada. De forma geral a palmitoilação aumenta a 

afinidade das proteínas pela membrana, afetando a localização e função das proteínas. 

Além disto, a modificação por lipídeos tem importância na distribuição lateral de 

proteínas na membrana plasmática formando regiões ricas em lipídeos ´´Lipid rafts`` 

(LR). A palmitoilação junto com outras modificações lipídicas, possui importância na 

destinação das proteínas modificadas no interior da célula (Bizzozero et al., 2001). A 

remoção de palmitato das proteínas ocorre constitutivamente e em resposta a sinais 

celulares. Este processo de despalmitoilação é um processo realizado pelas enzimas 

tioesterases (Bizzozero et al., 2001). 
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A molécula de CD4 é uma glicoproteína integral com 55 kDa encontrada na 

superfície de linfócitos T e macrófagos (Stewart et al., 1986; Thomas et al., 1983). Esta 

proteína está envolvida na adesão celular (Doyle & Strominer, 1987), sinalização 

molecular durante a ativação celular (Rosoff et al., 1987) e também serve como receptor 

para o vírus da imunodeficiência humana (HIV) (Dalgleish et al., 1984). A molécula de 

CD4 possui 5 resíduos de cisteína espalhados pelos domínios citoplasmáticos e 

transmenbrânicos. Dois destes resíduos, C420 e C422, fazem parte dos oito resíduos de 

aminoácidos presentes na parte citoplasmática da molécula envolvidos na ligação de 

CD4 a tirosina kinase p56 Lck (Shaw et al., 1990; Turner et al., 1990).  

Estudos demonstraram que CD4 pode incorporar ácido palmítico marcado com 

H3 (Crise & Rose, 1992) e que os resíduos de cisteína presentes na proximidade da 

junção do domínio transmenbrânico e citoplasmático são importantes para a 

incorporação deste ácido palmítico. Mutações nas cisteínas 394 e 397 reduzem 

significantemente a incorporação de palmitato marcado pela molécula de CD4, 

indicando que estes resíduos são palmitoilados (Crise & Rose, 1992). Além disto, 

estudos prévios demonstraram que a palmitoilação de CD4 é importante para o acúmulo 

deste receptor nas regiões LR (Fragoso, et al., 2003). 

1.4.3. A família das Tioesterases. 

As tioesterases são enzimas envolvidas na clivagem de ligações tioesters, reação 

principalmente envolvida no metabolismo de lipídios. As acetil-CoA tioesterases 

(ACOT), nome mais correto para as tioesterases, fazem parte de um grupo de enzimas 

que hidrolisam acetil-CoAs em ácidos graxos livres e coenzima A (CoASH) (figura 6) 

(Hunt et al., 2002; Yamada, 2005), o que sugere que sejam reguladores em potencial de 

acetil-CoAs intracelulares, ácidos graxos livres e CoASH. Estas enzimas são localizadas 

em muitos compartimentos celulares tais como retículo endoplasmático, citosol, 

mitocôndria e peroxissomos (Hunt et al., 2002). As ACOTs são reguladas pelo Receptor 

Ativador da Proliferação de Peroxissomos (PPARs) e fatores nutricionais, o que leva a 

conclusão de que elas estejam envolvidas no metabolismo de lipídios. No entanto as 

funções fisiológicas destas enzimas ainda não foram totalmente elucidadas (Lee et al., 

1995; Hunt et al., 2001). Estas enzimas também podem ser citadas como acetil-CoA 

hidrolases, acetil-CoA tioester hidrolases e palmitoil-CoA hidrolases.  
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Figura 6. Possíveis funções celulares da tioesterase humana. Representação esquemática de prováveis 
funções celulares em que as tioesterases podem ter participação, destacando-se (em vermelho) a 
distribuição de proteínas e a fusão de membranas no citoplasma celular (Hunt et al., 2002). 

 

Apesar da função das tioesterases ainda não serem totalmente compreendidas, se 

admite que estejam envolvidas no controle dos níveis de CoA esters,  ácidos gráxos 

livres e coenzima. Desta forma controlaria os efeitos que a variação dos níveis destas 

moléculas possam ter em processos celulares. Podemos entender a importância das 

acetil-CoA tioesterases quando observamos a grande quantidade de processos que 

envolvem longas cadeias de acetil-CoA tioesters e ácidos graxos livres. Estas moléculas 

são importantes intermediários na síntese e degradação de ácidos graxos (Hunt et al., 

2002), além de possuírem papeis importantes na distribuição de proteínas 

(Wedegaertner et al., 1995; McCabe et al., 1999), regulações alostéricas de muitas 

enzimas, regulação dos canais de K+ sensíveis ao ATP, ativação de ATPases de Ca 2+, 

regulação da secreção de insulina, transdução de sinal através da kinase C, redução da 

indução de apoptose via ácido retinóico e o envolvimento na ligação e na fusão de 

membranas intracelulares (Hunt et al., 2002) (Figura 6). Além disto, recentemente foi 

demonstrado a participação de acetil-CoA na regulação transcricional através da 

interação com receptores nucleares. O acetil-CoA se comporta como um ligante para o 

receptor nuclear hepático 4 alfa (HNF-4a) o qual é ativado ou inibido dependendo da 

presença ou ausência de acetil-CoA (Hertz et al, 1998). Acetil-CoA também se liga ao 

receptor nuclear do hormônio tireoideano e portanto inibe a ligação natural do T3 (Li et 

al., 1993). Notavelmente, acetil-CoAs funcionam como antagonistas de PPARα e 

PPARγ (Elholm et al., 2001; Murakami et al., 2001), no entanto foi mostrado que 
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ácidos graxos livres ativam PPARα (Gottlicher et al., 1992) e agem como ligantes para 

vários outros PPARs (Kliewer et al., 1997; Forman et al., 1997) (Figura 6). 

Em camundongo existem seis genes distintos, todos localizados em grupo, 

(´´cluster``), com 120 Kb no cromossomo 12D3. Estes seis genes codificam uma 

proteína que se localiza no citosol (ACOT1), uma proteína na mitocôndria (ACOT2) e 

quatro proteínas localizadas nos peroxissomos (ACOT3 – ACOT6). Estes genes são 

resultantes de três exons (Hunt et al., 2005).  

Em humanos, no entanto, existem quatro genes distintos presentes no 

cromossomo 14q24.3 que codificam duas proteínas citosólicas (ACOT1 e ACOT6), 

uma enzima mitocondrial (ACOT2) e uma enzima peroxissomal (ACOT4). Além disso, 

o gene ACOT8 se encontra no cromossomo 20q12-q13.1 (Hunt et al., 2005). Este gene 

foi clonado de várias espécies e a sua proteína foi caracterizada. ACOT8 (NM_005469) 

foi descrita primeiramente como uma proteína que interage com a proteína Nef do vírus 

da imunodeficiência humana (HIV-1) e recebeu denominações como hTE, hTE II e hTE 

III. Depois este gene foi identificado e caracterizado como uma acetil-Coa tioesterase 

peroxissomal (Hunt et al., 2005). Porém novas informações são necessárias para o 

completo entendimento da participação desta enzima no funcionamento celular. 

Uma grande quantidade de proteínas é modificada em suas cisteínas por ácidos 

graxos (palmitoiladas). Esta modificação implica em um aumento de hidrofobicidade, 

que é importante para diversas atividades biológicas tais como: interação com a 

membrana, interação com outras proteínas, transporte vesicular, transdução de sinal e 

manutenção da arquitetura celular. Notavelmente podemos incluir a estas proteínas, 

palmitoiladas, a óxido nítrico sintetase (Robinson et al., 1995), receptores de 

transferrina (Jing e Trowbridge, 1987), acetilcolinesterase (Randall, 1994), subunidade 

α da proteína G, alguns receptores acoplados a proteína G tais como adrenérgicos, 

serotonérgicos, receptores dopaminérgicos (Dunphy & Linder, 1998), o receptor CD4 

(Crise & Rose, 1992) e proteínas neuronais tais como a proteína sinaptossomal 

associada (SNAP-25) (Veit, 2000). Ciclos de palmitoilação e despalmitoilação são 

conhecidos e as ACOTs são enzimas que quando hiper - expressas levam a um aumento 

de despalmitoilação de subunidade α da proteína G (Duncan & Gilman, 2002). A partir 

destes dados pode se entender que as ACOTs possuem grande importância nas funções 

que estas proteínas, acima citadas, exercem no metabolismo celular.  

Estudos demonstraram que as ACOTs estão envolvidas na despalmitoilação de 

resíduos de cisteínas de proteínas presentes nos lisossomos (Lu et al., 1996). Mutações 
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nestas ACOTs levam a uma desordem neurodegenerativa infantil chamada de 

Lipofuscinose ceróide neuronal (LCN), caracterizada pelo acumulo de grânulos amorfos 

nos neurônios corticais que leva a cegueira, agitação e morte cerebral por volta de três 

anos de idade (Lu et al., 1996). Possivelmente esta é a patologia mais grave envolvendo 

a participação de ACOTs, descrita até o momento. 

1.5. RNA de interferência. 

1.5.1. Um breve histórico. 

Um dos grandes avanços nas últimas décadas na biologia molecular, foi a 

descoberta de que as moléculas de RNA podem regular a expressão de genes (Fire et al., 

1998). Por muitos anos as moléculas de RNA eram conhecidas apenas por participar em 

processos clássicos como transcrição, processamento e tradução. Porém estes conceitos 

começaram a ser mudados quando em 1998 cientistas descreveram um novo mecanismo 

de inibição da expressão gênica induzido pela presença de RNA de dupla fita (dsRNA), 

conhecido como silenciamento da expressão gênica por RNA de interferência (RNAi) 

(Fire et al., 1998). Este fenômeno foi inicialmente caracterizado como um mecanismo de 

defesa celular contra infecção viral e mobilização de trasposons que funcionava através 

da inibição traducional por dsRNA (Ketting et al., 1999). Desde então, este mecanismo 

também foi descrito em plantas, protozoários, nematóides e insetos. Mostrando sua 

conservação através da evolução das espécies (Tomari & Zamore, 2005). 

No entanto, com o descobrimento de uma nova classe de pequenos RNAs 

codificados pelo genoma de células eucariontes chamados de micro RNAs (miRNAs) a 

participação deste fenômeno foi largamente ampliado para vários processos biológicos, 

tais como: diferenciação, desenvolvimento, morte celular, proliferação celular e 

hematopoiese, dentre outros (Ambros et al., 2004; Bartel, 2004; Lee et al., 1993;  Lim et 

al., 2003).  

Finalmente, o mecanismo de RNAi se tornou poderosa ferramenta para estudo 

das funções gênicas e bloqueio de infecções pela introdução de dsRNA homólogas ao 

RNAm alvo (Elbashir et al., 2001; Jacque et al., 2002; Novina & Sharp, 2002; Brisibe et 

al., 2003). 

A primeira tentativa de inibir a expressão gênica com RNAi foi através de 

transfecção de células de mamíferos em cultivo com oligonucleotídeos sintéticos com 21 

nucleotídeos de comprimento chamados de dsRNAs (Elbashir, Lendeckel & Tuschl, 
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2001;  Elbashir et al., 2001). A partir disto, diversos grupos de pesquisa começaram a 

aplicar esta ferramenta no silenciamento da expressão gênica em células de mamífero em 

cultivo (Paddison & Hannon, 2002; Paddison et al., 2002). Ao mesmo tempo, outro 

laboratório desenvolveu um mecanismo de expressão constitutiva de moléculas de 

dsRNA através do uso de vetores que expressavam RNA com um pequeno dobramento 

em uma das extremidades (shRNA) (Brummelkamp et al., 2002 ). Para a expressão de 

shRNA, estes vetores possuem promotores para RNA polimerase III (H1 e U6) que 

transcrevem um RNA com sequência senso e anti-senso separadas por uma região que 

serve de dobramento. Além disso, estes vetores possuem genes de resistência a 

antibióticos como puromicina e neomicina (Paddison et al., 2002; Brummelkamp et al., 

2002). Recentemente, os vetores lentivirais tem se tornado a forma mais usada para a 

expressão de RNAi (Lee et al., 2003;  Anderson & Akkina, 2005 ).  

O uso de RNAi também tem sido utilizado no combate a doenças como câncer, 

diabetes e outras doenças que envolvem patógenos como vírus, bactérias, fungos e 

protozoários (Brown & Catteruccia, 2006; Fritz et al., 2006; Simmons et al., 2006; Tong, 

2006), devido o RNAi ter o poder de bloquear a expressão de genes possivelmente 

envolvidos nos processos patogênicos.  

1.5.2. Mecanismo geral do RNAi.  

Existem duas formas de RNA envolvidas no RNAi: miRNAs e siRNAs (´´small 

interferência RNA``). Os miRNAs são gerados de regiões codificadas no genoma  de 

células eucariontes, enquanto que os siRNAs podem ser gerados de dsRNAs de vírus, 

elementos trasponíveis ou introduzidos nas células de forma artificial (Fire et al., 1998) 

(Figura 7). 

O processo de produção de miRNAs se inicia com a síntese de longos transcritos 

primários de miRNAs (pri-miRNAs) (Bartel, 2004 ). Ainda no núcleo este pri-miRNA é 

clivado em estruturas estáveis com um dobramento em uma das extremidades, 

apresentando aproximadamente 70 nucleotídeos e 2 nucleotídeos na extremidade 3´ sem 

pareamento complementar. Esta clivagem é realizada por uma nuclease conhecida como 

Drosha (Lee et al., 2003). A esta estrutura resultante damos o nome de pre-miRNA (Lee 

et al., 2002; Lee et al., 2003). Este pre-miRNA é exportado para o citoplasma através de 

uma Exportina 5 (Yi et al, 2003). No citoplasma este pre-miRNA, assim como dsRNAs 

artificialmente introduzidos no citoplasma das células, é processado por uma outra 
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nuclease, chamada Dicer, em fragmentos com aproximadamente 22 nucleotídeos e com 

os dois nucleotídeos prolongados na extremidade 3´ (Hammond et al., 2000). Após esta 

clivagem, estes pequenos pedaços de RNA dupla fita resultante com grupo fosfato na 

extremidade 5` e dois nucleotídeos prolongados na extremidade 3´ tem suas fitas 

separadas por uma helicase ainda não caracterizada, através de um mecanismo 

dependente de ATP (Bernstein et al., 2001). A fita com baixa estabilidade na 

extremidade 5´, chamada de fita guia, é selecionada e incorporada ao complexo de 

silenciamento induzido por  RNA (RISC) (Hammond et al., 2000; Elbashir et al., 2001). 

Desta forma, RISC identifica as sequências alvo nos RNAs mensageiros que possuem 

sequências complementares idênticas as fitas guias, induzindo a degradação do RNAm 

através de uma nuclease chamada de Argonauta 2 (Hammond et al., 2000; Hammond et 

al., 2001) (Figura7). 

 
Figura 7. Silenciamento gênico via RNAi em células eucariontes. A produção de RNAi em células 
eucariontes. Na transcrição se produz moléculas primárias de micro RNAs (pri-miRNA), sendo que, ainda 
no núcleo ocorre a clivagem da molécula de pri-miRNA por uma RNAse do tipo III (Drorsha), o que 
resulta em moléculas de RNA dobradas (pré-miRNA). Estas moléculas de pré-miRNA são exportadas do 
núcleo e sofrem outra clivagem no citoplasma através de outra RNAse do tipo III (Dicer). Após a segunda 
clivagem a fita guia se liga ao complexo RISC, ocorrendo então a interação com a molécula de RNAm 
alvo e sua degradação. 

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

A habilidade do HIV-1 de rapidamente sofrer mutações é uma das fortes razões 

da atual terapia antiretroviral não conseguir erradicar completamente o vírus de 
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pacientes infectados. O uso de terapia gênica nestes pacientes é baseado nos resultados 

de experimentos ´´in vitro`` que demonstram que a replicação do HIV-1 pode ser 

inibida por RNA anti-sentido, RNA catalítico (Ribozimas) e RNA de interferência (Li et 

al., 2003; Zhang & Burke, 2005; Morris & Rossi, 2006). Dentre estes, o RNAi 

possivelmente é a ferramenta mais promissora no combate ao HIV. Estudos já 

demonstraram a capacidade de inibição da replicação do HIV-1 em cultura de células 

(Novina et al., 2002).  

Diversos genes do HIV foram alvos do RNAi, tais como gag, pol, vif, rev, env e 

nef além da região LTR (Coburn & Cullen, 2002; Jacque et al., 2002; Lee et al., 2003; 

Park et al., 2003; Boden et al., 2004; Das et al., 2004). Os genes rev e tat podem servir 

como bons alvos para terapia gênica por serem essenciais na replicação do HIV-1(Lee et 

al., 2003). O gene nef pode ser, também, um ótimo alvo para terapia gênica por RNAi 

devido a parte que possui em comum com o 3´ UTR do HIV. 

Devido ao fato de que o RNAi é um processo altamente sensível a mutações nas 

sequências alvo e o HIV possuir uma alta taxa de mutação, o vírus pode se tornar 

resistente ao mecanismo de RNAi.  Estudos realizados “in vitro” mostraram claramente 

a capacidade do vírus da imunodeficiência humana de driblar este mecanismo inibitório. 

Estudos realizados (Boden et al., 2003) mostraram que depois de 25 dias de passagens 

em cultura de células sobre a ação de um RNAi, o HIV-1 se tornou resistente após 

adquirir uma única mutação em apenas um nucleotídeo na seqüência alvo. Em outro 

estudo utilizando nef como alvo, o vírus conseguiu escapar do RNAi desenvolvendo 

uma estrutura secundária alternativa no seu RNAm (Westerhout et al., 2005). Desta 

forma a busca por genes do hospedeiro como alvo tem se tornado cada vez mais 

freqüente. Pesquisadores recentemente demonstraram que a infecção pelo HIV pode ser 

bloqueada em células hematopoiéticas progenitoras de CD34+ pela inibição simultânea 

dos co - receptores CXCR4 e CCR5 (Anderson & Akkina, 2005).  

Neste contexto os  miRNAs, mais do que siRNAs, seriam uma ferramenta mais 

promissora no tratamento da infecção pelo HIV, já que os requerimentos de 

complementariedade com a seqüência alvo não são tão restritos como no caso dos 

siRNAs (Schwab et al., 2006 ). 

Apesar de que os genes virais possam servir como alvos para terapia gênica 

utilizando RNAi, genes do hospedeiro também podem representar bons alvos, já que 

possuem maior estabilidade em seus processos de transcrição e tradução. Desta forma, a 
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modulação do receptor CD4, que é um importante evento durante a infecção pelo HIV-

1, pode ser um bom campo de estudo para a utilização de RNAi como terapia gênica 
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2. Relevância da Pesquisa & Objetivos 
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2.1 Relevância da Pesquisa 

 
2.1.1. A modulação do receptor viral CD4 como novo alvo terapêutico. 

 
Aproximadamente 15 anos após o desenvolvimento e implantação de potente 

terapia antiretroviral baseada no uso de drogas farmacológicas, a pesquisa em HIV⁄AIDS 

atingiu um ponto crítico marcado pelo surgimento de variantes virais resistentes as 

drogas ati-retrovirais (Cohen, 2001) e a permanência de reservatórios virais latentes 

(Chun, 1998). Diante deste quadro, se torna altamente prioritária a elucidação de 

mecanismos básicos de patogênese que permitam a elaboração de novas estratégias 

terapêuticas que possam auxiliar no tratamento desta doença. 

 Neste contexto e com o intuito de encontrar novas abordagens terapêuticas, 

trabalhos realizados por nosso grupo se focalizaram em desenvolver diferentes 

abordagens com o objetivo de bloquear a modulação do receptor viral CD4 mediado pelo 

HIV-1. Assim, a expressão na superfície de células infectadas de moléculas de CD4 que 

não sofrem os efeitos modulatórios das proteínas virais Nef e Vpu levou a uma 

considerável diminuição da infectividade das partículas virais (Pham et al., 2004). 

Células 293T, assim como diversas linhagens de células T e células mononucleares de 

sangue periférico (PBMC) que foram transduzidas com vetores lentivirais capazes de 

expressar moléculas de CD4 recombinantes (sem a calda citoplasmática ou fusionada 

com a proteína viral matriz em lugar da mesma) produziram partículas virais com níveis 

de infectividade e replicação muito menores que aquelas apresentadas por vírus obtidos 

de células transduzidas com vetores expressando à molécula CD4 completa ou selvagem 

(Pham et al., 2004). Estes resultados encorajadores nos mostraram claramente que o 

bloqueio da diminuição de CD4 em células infectadas poderia ser um bom alvo 

terapêutico. 

Até o momento todas as funções de Nef descritas são mediadas por interações 

específicas com proteínas celulares, sendo que a elucidação dos mecanismos moleculares 

envolvidos nas diferentes funções de Nef requer a identificação dos diferentes parceiros 

celulares. Assim como o descrito com as proteínas celulares β-Cop, NBP1 e AP2, a 

interação de hTE-Nef parece desempenhar uma função relevante no processo de 

modulação de CD4, pelo menos com a cepa NL43. Porém a falta de modelos 

experimentais que permitam determinar a exata relevância fisiológica destas interações 

na modulação de CD4 fazem do RNAi uma poderosa ferramenta tanto para a 
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identificação de parceiros celulares de Nef, como para novas abordagens terapêuticas 

envolvendo o silenciamento destas proteínas. 

Seguindo esta linha de raciocínio, traçamos, neste estudo, como objetivo a 

determinação da relevância fisiologia da interação da proteína viral Nef com hTE.  

 

2.2. Objetivo geral 

 

 Analisar “in vitro” os efeitos da redução dos níveis da tioesterase humana (hTE) 

na modulação do receptor viral CD4, mediado por Nef. 

 

2.3 Objetivos específicos 

 

1. Desenvolver vetores codificantes para RNAi contra a thioesterase humana 

(hTE), a molécula CD4 e a proteína viral Nef. 

2. Avaliar a eficiência dos RNAi na inibição da expressão de diferentes 

proteínas virais envolvidas na modulação de CD4. 

3. Analisar o efeito da redução dos níveis de hTE na modulação de CD4 

mediada por Nef. 

4. Analisar o efeito da redução dos níveis de hTE na modulação de CD4 

mediada por diferentes alelos de Nef do HIV-1 e do SIV.  

5. Analisar o efeito da redução dos níveis de hTE na modulação de outras 

moléculas de superfície, não palmitoiladas, mediada por Nef.. 
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3. Materiais e Métodos 
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3.1. Linhas celulares.   

 

Neste trabalho foi utilizada a linhagem celular aderente de fibroblastos de rim 

humano denominada 293T. As células foram cultivadas a 37°C em atmosfera de 5% de 

CO2 e em meio de cultura Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco) 

suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal inativado (SBF) (Gibco), 2 mM de L- 

Glutamina (Gibco) e 1% de penicilina/streptomicina (Gibco).  

  

3.2. Vetores. 

 

3.2.1. Vetores utilizados. 

 

 Os vetores utilizados neste trabalho encontram-se listados e relacionados com o 

produto codificado correspondente (tabela 1). Os plasmideos pCMX e pCG possuem 

um promotor proveniente do citomegalovírus, sendo desta forma plasmídeos para 

expressão gênica em células de mamífero. O vetor pCG possui uma região IRES 

(internal ribosomal entry site) entre o gene de expressão de interesse, nef por exemplo, e 

o gene de GFP (green fluorescence protein), possibilitando assim a expressão do gene 

de interesse ao mesmo tempo da expressão de GFP (Swigut et al., 2001). O vetor 

pSUPER (Oligoengine) possui o promotor H1, para RNA polimerase III de mamíferos, 

antes do sítio de clonagem para seqüências alvo para RNAi. O vetor pBABE é um vetor 

retroviral de expressão em células de mamífero, sendo que o gene para hTE foi clonado 

fusionado à um epítopo para HA (Hemaglutinina). O vetor pBEB é o vetor controle 

negativo para pBABE (Cohen et al., 2000). O vetor pCDNA3 é um vetor comercial sem 

nenhum gene clonado. 

Bactérias E. coli (DH5α) foram transformadas, através da técnica de choque 

térmico, com os vetores listados abaixo. As bactérias transformadas foram crescidas em 

250 ml de meio LB e purificadas através de colunas de cromatografia MIDI-PREP 

(Promega) conforme descrições do fabricante. A quantificação do DNA obtido foi 

realizada por meio de espectrofotometria, em comprimento de onda de 260 nm. 
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Plasmídeo Produto codificado Referência /Companhia 

pCMX-CD4 Receptor CD4 Argañaraz et al., 2003. 

pCMX-Nef Proteína Nef-NL43 Aiken et al., 1994. 

pcCCR4 Co-receptor CXCR4 Morgenstern & Land., 1990. 

pCG GFP Proteína GFP Greenberg et al., 1997. 

pCG mac239 Nef  Proteína Nef do SIV Greenberg et al., 1997. 

pCG SF2 Nef  Proteína Nef SF2 Greenberg et al., 1997. 

pBEB Nenhum Cohen et al., 2000. 

pBABE-hTE HA hTE com epítopo HA Cohen et al., 2000. 

pSUPER Nenhum Oligoengine 

pSUPER CD4 RNAi contra CD4 - 

pSUPER Nef RNAi contra Nef - 

pSUPER hTE RNAi contra hTE - 

pCDNA3 Nenhum Clontech 

Tabela 1. Listagem e descrição de plasmídeos. vetores utilizados para expressão de moléculas em 
células de mamífero expressão de RNAi. Os produtos expressos e as referências se encontram indicados 
ao lado de cada vetor. 
 

3.2.2. Construção de plasmídeos para expressão de RNAi. 

 

 Resumidamente, obteve-se as seqüências alvo para os RNAi contra as proteínas 

a serem bloqueadas a partir das seqüências dos cDNAs de hTE (NM_005469) e CD4 

(NM_000616) e utilizando-se o programa siDESING disponível na página da 

companhia Dharmacon (www.dharmacon.com) (Tabela 2). Já a seqüência alvo para Nef 

(NC_001802), foi obtida a partir de informação publicada por Westerhout et al (2005). 

Gene Seqüência alvo 

CD4  5` TGATCGCGCTGACTCAAGA 3` 

Nef   5` GTGCCTGGCTAGAAGCACA 3 ̀

hTE  5` GGACGAGGATCTCTTCAGA 3 ̀

Tabela 2. Seqüências alvos para RNAi. Seqüências alvo utilizadas para inibição das proteínas CD4, Nef 
e hTE, sendo que as seqüências estão dispostas na direção 5` pra 3`.  
 

Oligonucleotídeos contendo as seqüências alvo foram contruídos de acordo com 

as normas do fabricante do vetor pSUPER (Oligoengine). Posterioremente foi realizado 

o anelamento dos oligonucleotideos correpondentes a cada RNAi adicionando-se à 48µl 

de tampão de anelamento (NaCl 100mM, HEPES 50 mM e pH 7.4) 1 µl de 

oligonucleotídeo sentido e 1 µl de oligonucleotideo anti-sentido em concentração de 3 

mg/ml, cada um. As condições de anelamento foram as seguintes: 
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Passo 1: 90°C por 04 min. 

 Passo 2: 70°C por 10 min 

Passo 3: 37°C por 20 min 

Passo 4: 10°C por 30 min 

 

 Posteriormente os oligonucleotideos contendo os sítios de restrição para as 

enzimas BglII e HindIII foram clonados no vetor pSUPER previamente digerido com as 

mesmas enzimas e purificado do gel de agarose através de coluna de cromatografia para 

extração de DNA em gel de agarose (Promega), de acordo com as descrições do 

fabricante.   

 A reação de ligação foi realizada utilizando-se 0,5 µg de vetor aberto, 1µl de 

solução com os oligonucleotídeos anelados, 10 unidades de T4 DNA ligase (Fermentas) 

e tampão da enzima T4 DNA ligase na concentração final de 1X. A solução de ligação 

foi incubada a 20°C durante 3 horas. 

 Para obtenção de clones contendo os oligonucleotideos clonados, bactérias E. 

coli (DH5α) foram transformadas com a reação de ligação pela técnica de choque 

térmico e posteriormente plaqueadas em meio LB-ágar (1,5% de ágar bacteriológico, 

suplementado com 100 µg/ml de ampicilina). Após incubação à 37ºC por 16 horas as 

colônias resultantes da seleção por antibiótico foram crescidas em 7 ml de meio LB 

líquido  suplementado com  100 µg/ml de ampicilina e submetidas a extração de DNA 

plasmideal pelo método de lise alcalina (Current Protocols in Molecular Biology).  

 Com objetivo de identificar os clones recombinantes, o DNA dos diferentes 

clones selecionados, assim como, do vetor controle (pSUPER), foram submetidos a 

digestão com as enzimas de restrição EcoRI e HindIII. Os vetores que continham os 

oligonucleotídeos ligados apresentaram uma banda de 281 pares de base (pb), enquanto 

que vetores que não possuem apresentaram 227 pb.  

  

3.3. Sequenciamento dos vetores codificantes para RNAi. 

 

Com objetivo de confirmar as seqüências dos diferentes oligonucleotideos 

clonados, os clones recombinantes selecionados foram seqüenciados em ambas as 

direções com os primers M13 ´´foward`` e M13 ´´reverse`` segundo o protocolo 

DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech) e  
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corridas em gel de poliacrilamida usando-se o seqüenciador ABI 377 (Amersham 

Biosciences). 

 

3.4. Transfecção de células.  

 

 A transfecção das células 293T foi realizada pela técnica de precipitação de 

fosfato de cálcio. Resumidamente, 24 horas antes do experimento as células eram 

ressuspensas em solução de tampão fosfato (PBS) 1X e colocadas em placas de 

transfecção de seis poços a densidade de 2 x105 células ⁄poço em 2 ml de meio de 

cultura DMEM suplementado. 

 Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Para cada ponto, 5 ug 

(quantidade total) de DNA plasmideal era diluído na mistura de 125 µl de água destilada  

e 125 µl de CaCl2 0,5 M. Paralelamente, para a formação dos cristais de fosfato de 

cálcio, a solução contendo o DNA plasmideal era acrescentada gota a gota à 250 µl de 

uma solução 2X HBS (NaCl 280 mM; KCl 10 mM; Na2HPO4 1.5 mM; dextrose12 mM; 

Hepes 50 mM) sob agitação. Finalmente a solução de transfecção era espalhada gota a 

gota sobre a camada de células. Após 16 horas da transfecção o meio de cultura antigo 

era retirado e se adicionava meio novo. Após 48 e 72 horas da transfecção as células 

eram ressuspensas em PBS 1X, lisadas ou marcadas com o anticorpo fluorescente 

correspondente e analisadas por immunoblotting ou citometria de fluxo.  

 

3.5. Preparação do extrato protéico. 

 

 A extração de proteínas celulares foi realizada através da adição de tampão 

RIPA (50 mM Tris–HCl, pH 7.4; 1% NP-40; 0.25% deoxicolato de sódio; 150 mM 

NaCl; 1 mM EGTA; 1 mM PMSF; 1 µg/ml de aprotinina, leupeptina e de pepstatina; 1 

mM Na3VO4; 1 mM NaF) sob vigorosa agitação e subseqüente centrifugação a 14.500 

rpm para eliminação de restos celulares que ficaram no fundo do tubo. 

 As determinações das concentrações de cada extrato protéico foram realizadas 

pelo método descrito por Bradford (1976) utilizando-se albumina sérica bovina 

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

 

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

assim como suas respectivas companhias. 

Reagente  Produzido em  Conjugado com Produzido por Número de 

catálogo 

Anti CD4 camundongo PE BD Biosciences 555347 

Anti hTE camundongo - Santa cruz biotechnology Sc-7343 

Anti Hemaglutinina (HA) camundongo - Invitrogen 326700 

Anti IgG de camundongo coelho PE Caltag M35017 

Anti IgG de camundongo coelho Fosfatase alkalina Invitrogen M30108 

Anti α-Actina camundongo - Santa cruz biotechnology Sc-17829 

Anti CXCR4 camundongo PE BD Biosciences 555974 

IgG inespecífico Camundongo PE BD Biosciences 349043 

Tabela 3. Listagem de anticorpos utilizados. Lista de anticorpos utilizados (reagentes), onde é 
demonstrado em que animal foi produzido, se o anticorpo está conjugado com alguma enzima ou 
fluorocromo, a companhia produtora do reagente e o número de catálogo. 
 

3.7. Eletroforese e Immunoblotting. 

 

 Aproximadamente 15 µg dos diferentes extratos protéicos foram submetidas a 

eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de dodecil sulfato de sódio (SDS-

PAGE), sob condições desnaturantes e redutoras, conforme método originalmente 

descrito por Laemmili (1970). Para isso utilizou-se o sistema de eletroforese vertical e 

os géis foram preparados com concentração de 10% para o gel separador e 4% para o 

gel concentrador (Current Protocols in Molecular Biology). As amostras foram diluídas 

em tampão de amostra 5x (Tris-HCl 50 mM, pH 6,8; SDS 2%; azul de bromofenol 

0,1%; β-mercaptoetanol (2-Me) 15 mM e glicerol 10%) e fervidas por 5 min antes de 

serem aplicadas no gel. A eletroforese foi realizada em tampão de corrida (Tris-HCl 25 

mM, pH 8,8; glicina 250 mM e SDS 0,1%) a voltagem constante de 70 V e de 150 V 

durante a passagem das amostras pelo gel concentrador e separador, respectivamente. 

Como padrão de massas moleculares para o experimento de eletroforese, utilizou-se o 

marcador comercial da Bio-Rad: Precision Plus Protein Kaleidoscope Standards (MW: 

10 – 250 kDa).  

Após eletroforese, as proteínas foram transferidas para uma membrana de 

nitrocelulose em sistema semi-seco de transferência horizontal (Trans-Blot SD Semi-

Dry Transfer Cell, Bio-Rad) conforme as recomendações do fabricante. A transferência 

teve duração de 80 min a corrente constante de 0,8 mA/cm2 , em tampão de 
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transferência (Tris-HCl 48,4 mM; Glicna 39 mM; SDS 0,037% e Metanol 20%). Após a 

transferência, a membrana foi incubada em tampão de bloqueio (PBS 1X, Twen20 0,2% 

e Leite em pó desnatado 5%) por 1 hora a temperatura ambiente em agitação constante. 

 A membrana foi lavada três vezes em tampão de lavagem (PBS adicionado de  

Tween 20 0,2%) e então incubado com o anticorpo primário especifico para cada 

proteína diluído 1:200 em PBS 1X contendo 1% de leite em pó desnatado (PBS-Leite), 

por 1 hora. Após duas lavagens, de 10 min cada, com tampão de lavagem a membrana 

foi incubada com o anticorpo secundário conjugado com fosfatase alcalina, na diluição 

de 1:2000 em tampão PBS Leite por 1 hora à temperatura ambiente. Após três lavagens 

com tampão de lavagem, de 10 min cada, foi adicionado à membrana solução 

reveladora contendo 66 µl de p-nitro azul tetrazólico (NBT) (Gibco-BRL) e 33 µl de 5-

bromo-4cloro-3-indolil-fosfato (BCIP) (Gibco-BRL) em 10 ml de tampão Tris-HCl 

100mM pH 9,5; NaCl 100 mM; MgCl2 5 mM. A reação de revelação foi interrompida 

com lavagens sucessivas com água destilada. As massas moleculares das proteínas eram 

conferidas de acordo com o marcador utilizado no gel. 

 Para cálculo das densidades relativas (D.R.) utilizou-se o software Alpha Imager 

5.0 (Alpha Innotech Corporation). 

 

3.8. Citometria de Fluxo (FACS). 

 

 Os níveis de expressão da molécula CD4 nas células transfectadas foram 

mensurados por imuno-marcação com anticorpo conjugado com ficoeritrina (PE) 

(Tabela 3). Resumidamente, 48-72 hs após a transfecção, as células foram lavadas duas 

vezes com solução de PBS 1X e incubadas por 45 min no gelo com o anticorpo numa 

concentração de 5 µg ⁄ml em PBS. Após incubação com o anticorpo as células foram 

lavadas duas vezes com PBS 1X e ressuspendidas em 200 µl de paraformaldehido 2.%. 

As células imunomarcadas foram analisadas por FACS Calibur com o programa 

CellQuest (BD Biosciences). 

 A detecção dos níveis intracelulares da proteína hTE foi determinada por 

imunomarcação intracelular utilizando-se  o kit de permeabilização celular (Caltag 

Laboratory), um anticorpo primário anti-hTE e um anticorpo secundário anti-IgG-PE 

(Tabela 3). Após a imuno-marcação as células foram fixadas em solução de 

paraformaldeído 2 % e analisadas por FACS. 
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4. Resultados 
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4.1. Desenvolvimento de vetores para RNAi. 
 
 Como mencionado em materiais e métodos, a seleção dos vetores para expressão 

dos diferentes RNAi foi realizada através de análise por enzima de restrição, EcoRI e 

HindIII, e posterior sequenciamento dos vetores. A digestão do vetor que não possui a 

seqüência alvo para RNAi libera um fragmento de 227 pb referente apenas ao promotor 

H1, enquanto que o vetor que possui a seqüência alvo inserida libera um fragmento de 

281 pb. Esta diferença foi observada através de eletroforese em gel de agarose 1% 

(Figura 8). 

 
Figura 8. Confirmação da presença de insertos codificantes para os diferenetes RNAi no vetor 
pSUPER. Os diferentes vetores foram digeridos com as enzimas EcoR1 e HindIII para a verificação da 
presença de oligonucleotideos para os diferentes RNAs de interferência. Primeira coluna, marcador de 
peso molecular 1kb ladder (Invitrogen); Segunda coluna, vetor pSUPER sem oligonucleotideo para 
RNAi; Terceira coluna, vetor pSUPER com o oligonucleotideo para RNAi - CD4 (pSUPER CD4); 
Quarta coluna, vetor pSUPER com o oligonucleotideo para RNAi – Nef (pSUPER Nef); quinta coluna, 
vetor pSUPER com oligonucleotideo para RNAi – hTE (pSUPER hTE). 
 

  Devido ao fato de que o RNAi exige uma total complementariedade entre a fita 

guia e o RNAm do gene alvo (Brummelkamp et al., 2002), os diferentes vetores 

carregando os insertos para produção de RNAi foram seqüenciados em ambas as 

direções com  objetivo de confirmar a seqüência dos diferentes oligonucleotideos 

clonados (Figura 9). 
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Figura 9. Confirmação da seqüência de oligonucleotideos para os diferentes RNAis clonados no 
vetor pSUPER. Fluorogramas correspondentes as seqüências dos diferentes oligonucleotídeos clonados 
no vetor pSUPER. A) seqüência referente ao vetor pSUPER CD4; B) Seqüência referente ao vetor 
pSUPER Nef; C) Seqüência referente ao vetor pSUPER hTE. As seqüências superiores são referentes ao 
primer M13 ´´Foward``, enquanto que as seqüências referentes ao primer M13 ´´Reverse`` se encontram 
na parte inferior.  
 

4.2. Inibição da expressão da tioesterase humana (hTE)  por RNAi. 

 

 A eficiência do vetor pSUPER-hTE foi testada por co-transfecção de células 

293T, com 0,5 µg de um vetor que expressa uma hTE recombinante (pBABE-hTE-HA), 

3,5 µg do vetor pSUPER-hTE e 1 µg de pCDNA3. Após 48 hs da co-transfecção as 

células foram lisadas e os níveis de hTE recombinante foram determinados por 

imunoblotting com o anticorpo especifico para HA (Figura 10A).  

Posteriormente, a eficiência do vetor pSUPER-hTE foi testada quanto à inibição 

da expressão endógena da proteína. Desta forma, células 293T foram transfectadas 
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apenas com o vetor pSUPER-hTE. Os níveis endógenos de expressão da proteína foram 

aferidos por imunoblotting 48 e 72 hs após transfecção (Figura 10B). Assim, foi 

possível observar que 48 horas após a transfecção ocorre redução da densidade relativa 

(D.R.) da banda de hibridação correspondente a aproximadamente 40%, porém após 72 

horas houve redução de aproximadamente 90% (Figura 10B). No intuito de confirmar a 

redução nos níveis de expressão da proteína hTE endógena, foram mensurados os níveis 

intracelulares da proteína por citometria de fluxo. Desta forma foi possível confirmar a 

diminuição da expressão da proteína 72 horas após a co-transfecção (Figura 10C).  

 
Figura 10. Diminuição da expressão de hTE pelo uso de RNAi. (a) Diminuição da expressão de hTE 
exógena, expressa em células 293T. Immunobloting de lisados provenientes da co-trasfecção de  pBABE-
hTE-HA e pSUPER hTE após 48 horas da co-transfecção; primeira coluna referente ao controle negativo 
onde se transfectou apenas pBEB (5 µg);  segunda coluna referente ao controle positivo, co-transfecção 
com pBABE-hTE-HA (0,5 µg), pSUPER (3,5 µg) e pCDNA3 (1 µg); terceira coluna referente a co-
transfecção de pBABE-hTE-HA (0,5 µg), pSUPER hTE (3,5 µg) e pCDNA3 (1 µg);. (b) Immunobloting 
de lisados celulares com intuito de observar a diminuição da expressão de hTE endógena em células 
293T. Primeira coluna, controle negativo referente ao lisado coletado 48 horas após co-tranfecção com 
pSUPER (3,5 µg) e pCDNA3 (1,5 µg), apresentando  densidade relativa (D.R.) de 100%; Segunda coluna 
referente a  lisado coletado 48 horas após co-tranfecção com pSUPER hTE (3,5 µg) e pCDNA3 (1,5 µg), 
apresentando D.R. de aprox. 63%; Terceira coluna,  controle negativo referente a lisado coletado 72 horas 
após co-tranfecção com pSUPER (3,5 µg) e pCDNA3 (1,5 µg), apresentando D.R. de aprox.92%; Quarta 
coluna referente a  lisado coletado 72 horas após co-tranfecção com pSUPER-hTE (3,5 µg) e pCDNA3 
(1,5 µg), apresentando D.R. de aprox. 12%. (c) Nível de hTE endógena mensurada através de citometria 
de fluxo (FACS) 72 horas após transfecção. Histograma superior, controle negativo relativo a marcação 
com anticorpo não especifico (IgG PE); Histograma intermediário, controle positivo referente a 
transfecção com pSUPER sem inserto, indicando assim os níveis normais de hTE na célula; Histograma 
inferior referente a células transfectadas com pSUPER-hTE, indicando redução de 68%  no nível de hTE. 
Os números presentes em cada histograma são referentes a intensidade de hTE obtidos em cada leitura. 
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4.3. Mudanças significativas nos níveis de CD4 obtidas por transfecção com RNAi. 

 

Os níveis de inibição da expressão da molécula CD4 na superfície de células 

293T foram obtidos através de FACS. Os experimento foram realizados utilizando 3,0 

µg de pSUPER-CD4 ou pSUPER no caso de controle negativo, 0,5 µg  de pCMX-CD4, 

0,5 µg  de pCMX Nef e 0,5 ug de pCG-GFP, sendo que a concentração final de 5,0 µg  

foi mantida em todos os experimentos completando-se com DNA do vetor pCDNA3 

quando necessário. 

No primeiro experimento 48 horas após co-transfecção com os vetores pSUPER 

CD4, pCMX-CD4 e pCG-GFP observou-se diminuição de aproximadamente 1 ⁄ 4, na 

expressão do receptor CD4 (Figura 10). Entretanto, após 72 horas a inibição atingiu 

50% em relação às células expressando CD4 e GFP apenas (Figura 12).  

 
Figura 11. Efeito da expressão de RNAi(s) nos níveis de CD4, 48 horas após transfecção. Os níveis 
de CD4 em células 293T co-transfectadas, em diferentes combinações de vetores para expressão de CD4, 
Nef, GFP e os correspondentes RNAi(s) foram análisadas por FACS. As células foram imuno marcadas 
com anticorpo fluorescente específico para CD4 (Anti-CD4-PE) e as intensidades de fluorescência para 
CD4 foram determinadas nas células GFP positivas (região R2 número em vermelho). Na parte inferior 
de cada gráfico encontram-se descrito os vetores utilizados em cada experimento, no contole negativo se 
utilizou apenas o vetor pCDNA3 o qual não codifica nenhum produto.  
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Nas células transfectadas com vetores pCMX-CD4 e pCMX-Nef, foi possível 

observar uma significativa modulação de CD4 já nas primeiras 48 horas após 

transfecção (redução de 50%), demonstrando ser um processo mais precoce que a 

inibição por RNAi (Figura 10). Porém, o uso de RNAi contra Nef só foi capaz de 

restaurar os níveis de expressão de CD4  após 72 horas da co-transfecção (Figura 12). 

 
Figura 12. Efeito da expressão de RNAi(s) nos níveis de CD4, 72 horas após a  transfecção. Os níveis 
de CD4 em células 293T co-transfectadas, em diferentes combinações de vetores para expressão de CD4, 
Nef, GFP e os correspondentes RNAi(s) foram análisadas por FACS. As células foram imuno marcadas 
com anticorpo fluorescente específico para CD4 (Anti-CD4-PE) e as intensidades de fluorescência para 
CD4 foram determinadas nas células GFP positivas (região R2). Os diferentes níveis de expressão de 
CD4 encontram-se indicados em vermelho. Na parte inferior de cada gráfico encontram-se descrito os 
vetores utilizados em cada experimento, no contole negativo se utilizou apenas o vetor pCDNA3 o qual 
não codifica nenhum produto. 
 

Finalmente, quando as células 293T foram co-transfectadas com vetores pCMX- 

CD4, pCG-GFP, pCMX-Nef e pSUPER-hTE não se observou diminuição da redução na 

modulação de CD4 mediada por Nef, 48 horas após transfecção (Figura 10). Porém 
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após 72 horas foi possível observar redução na modulação de CD4 aumentando em 

aproximadamente 106% os níveis de expressão de CD4 (Figura 12). 

 

4.4. Incremento nos níveis de CD4 por inibição de hTE em células transfectadas com 

diferentes proteínas de lentivírus.  

 

Estudos demonstraram que alguns alelos de Nef como os presentes nas cepas 

HIV-SF2 e SIV-mac239 não se ligam a proteína hTE (Cohen et al., 2000). Por este 

motivo foi testada a participação desta tioesterase na modulação da expressão de CD4 

mediada por diferentes alelos de Nef e pela proteína Vpu, a qual apresenta um 

mecanismo diferente de modulação de CD4 (Margottin et al., 1998). 

Os experimento foram realizados utilizando-se 3,0 µg de vetor para expressão de 

RNAi (pSUPER-CD4, pSUPER-Nef ou pSUPER-hTE) ou pSUPER no caso de controle 

negativo, 0,5 µg  do vetor pCMX-CD4, 0,5 µg  de vetores expressando a proteína viral 

Nef (pCMX-Nef, pCG-SF2 Nef, pCG mac239 Nef e pCG- NA7 Nef) e 0,5 ug de vetor 

pCG-GFP, sendo que a concentração final de 5,0 µg  foi mantida em todos os casos  

completado com DNA do vetor pCDNA 3 quando necessário. 

 A expressão do RNAi para hTE em células que expressam Nef da cepa NL43 

(NL43 Nef) mostrou aumentar os níveis de expressão de CD4 de 76 para 180, 

equivalente a um aumento de 136%. Entretanto, quando utilizado o alelo de Nef da cepa 

NA7 foi possível observar uma diminuição da expressão de CD4 maior que a obtida 

com o alelo de Nef da cepa NL43 Nef (76 vs 34 ), sendo que  expressando o RNAi para 

hTE os níveis de CD4 em 103% (34 vs 69) (Figura 13).  

Quando usados os alelos de Nef presentes nas cepas SIVmac239 e SF2, a 

redução nos níveis de CD4 foram de 87% e 85% respectivamente (44 e 53). 

Similarmente ao observado com os outros dois alelos, houve incremento, embora 

menor, nos níveis de CD4 (de 44 para 81 e de 53 para 90 respectivamente), quando as 

células foram co-transfectadas com o vetor pSUPER- hTE (Figura 13).   

 Como esperado, na expressão da proteína Vpu da cepa NL43 (NL43 Vpu) 

também foi possível observar diminuição na expressão da molécula CD4 (de 342 para 

114, equivalente a uma redução de 67%) 72 hs após transfecção (Figura 12). Entretanto 

inesperado aumento nos níveis de CD4 foi observado quando as células foram co-

transfectadas com o vetor pSUPER-hTE (de 114 para 200, equivalente a uma aumento 

de 57%)  (Figura 13). 
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Figura 13. Efeito da expressão de RNAi para hTE na modulação do receptor CD4 mediada por 
diferentes alelos de Nef e pela proteína Vpu. Os níveis de CD4 foram determinados em células 293T 48 
hs após co-transfecção, com vetores expressando as proteínas CD4, os diferentes alelos de Nef (NL4.3, 
SF2 e SIV-mac239), GFP e o RNAi para hTE. As amostras foram analisadas por FACS. As células foram 
imuno-marcadas com anticorpo fluorescente específico para CD4 (Anti-CD4-PE) e as intensidades de 
fluorescência para CD4 foram determinadas nas células GFP positivas (região R2). Os diferentes níveis 
de expressão de CD4 encontram-se indicados em vermelho. Na parte inferior de cada gráfico encontra-se 
descritos os vetores utilizados em cada experimento, no controle negativo se utilizou apenas o vetor 
pCDNA3 o qual não codifica nenhum produto. 
 

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

 

 Baseado nos resultados anteriores relacionados à possível participação de hTE 

na modulação do receptor CD4, mediada por proteínas que não se ligam a esta proteína 

celular, foram determinados os níveis de expressão de CD4 em células apenas 

transfectadas com os vetores codificando as proteínas CD4, GFP e o RNAi para hTE. 

Interessantemente foi possível observar aumento de 60% (362 vs 561) nos níveis de 

expressão de CD4 após 72 horas de co-transfecção (Figura 14).  
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Figura 14. Efeito da expressão de RNAi para hTE na expressão do receptor CD4. Os níveis de CD4 
em células 293T co-transfectadas, com vetores para expressão de CD4, GFP e RNAi para hTE foram 
analisadas por FACS 72 hs após a transfecção. As células foram imuno-marcadas com anticorpo 
fluorescente específico para CD4 (tabela3) e as intensidades de fluorescência para CD4 foram 
determinadas nas células GFP positivas (região R2). Os diferentes níveis de expressão de CD4 
encontram-se indicados em vermelho. Na parte inferior de cada gráfico encontram-se descrito os vetores 
utilizados em cada experimento, no controle negativo se utilizou apenas o vetor pCDNA3 o qual não 
codifica nenhum produto. 
 

As verificações dos níveis de expressão da molécula CD4 na superfície de 

células 293T foram obtidas através de FACS. Os experimento foram realizados 

utilizando-se 3,0 µg de vetor pSUPER-hTE, pSUPER-CD4 ou pSUPER no caso de 

controle negativo, 0,5 µg  do vetor pCMX-CD4, 0,5 µg  de vetor pCMX-Nef e 0,5 ug  

de pCG-GFP, sendo que a concentração final de 5,0 µg  foi mantida em todos os 

experimentos completando-se com DNA do vetor pCDNA3 quando necessário. 
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4.6. hTE não interfere na modulação de CXCR4 mediada por Nef. 

 

 Com o intuito de observar o efeito da redução dos níveis de hTE em outra 

molécula também expressa na superfície celular e modulada por Nef, porém não 

palmitoilada, foram mensurados os níveis do co-receptor CXCR4 (X4) na presença e 

ausência de NL43-Nef e RNAi para hTE. Dessa forma, foi possível observar que os 

níveis de expressão da molécula X4 diminuíram em 40% (134 vs 82) na presença de 

Nef, porém quando co-expresso o RNAi para hTE os níveis de expressão não sofreram 

variação significativa (82 vs 72). Finalmente, não foi observada variação significativa 

nos níveis de expressão deste co-receptor na superfície celular apenas na presença do 

vetor pSUPER- hTE (Figura 15).  

 
Figura 15. Efeito da expressão de RNAi para hTE na modulação da expressão do co-receptor 
CXCR4 mediada por Nef. Os níveis de CXCR4 (X4) em células 293T co-transfectadas, com vetores 
para expressão de X4, GFP e RNAi para hTE foram analisadas por FACS 72 hs após a transfecção. As 
células foram imuno marcadas com anticorpo fluorescente específico para X4 (tabela3) e as intensidades 
de fluorescência para X4 foram determinadas nas células GFP positivas (região R2). Os diferentes níveis 
de expressão de X4 encontram-se indicados em vermelho. Na parte inferior de cada gráfico encontram-se 
descrito os vetores utilizados em cada experimento, no contole negativo se utilizou apenas o vetor 
pCDNA3 o qual não codifica nenhum produto. 
 



 

 46 

 

As variações nos níveis de expressão da molécula X4 na superfície de células 

293T foram obtidas através de FACS. Os experimento foram realizados utilizando-se 

3,0 µg de vetor pSUPER-hTE ou pSUPER no caso de controle negativo, 0,5 µg  do 

vetor pcCCR4, 0,5 µg  de vetor pCMX-Nef e 0,5 ug de pCG-GFP, sendo que o volume 

final de 5,0 µg  era completado com o vetor pCDNA3 quando necessário. 
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5. Discussão 
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 Como observado em diferentes processos infecciosos, os diferentes níveis de 

progressão da AIDS observada em pacientes infectados pelo HIV-1 são determinados 

por complexa interação entre fatores genéticos do hospedeiro e do vírus (Willey et al., 

1992; Weiss, 1993). O vírus HIV consegue através da expressão de algumas proteínas 

denominadas de proteínas acessórias, controlar a maquinaria celular e assim a expressão 

de alguns receptores, co-receptores e outras moléculas da superfície celular. Estes 

eventos permitem que o HIV consiga driblar a resposta imune do hospedeiro, 

aperfeiçoar sua infectividade e capacidade replicativa, dentre outras funções, 

assegurando desta forma a sobrevida no seu hospedeiro. 

 Dentre as principais moléculas presentes na superfície celular, cuja expressão é 

modulada por Nef, encontram-se as moléculas de CD4, CD28, CXCR4, MHC I, MHC 

II e DC-SIGN (Aiken et al., 1994; Swigut et al., 2001; Schwartz et al., 1996; 

Stumptner-Cuvelette et al., 2001; Hrecka, et al., 2005), proteínas chaves para o 

funcionamento do sistema imune. A expressão de todas estas proteínas na superfície 

celular é regulada total ou parcialmente pela proteína viral Nef.  

Neste contexto a elucidação dos diferentes mecanismos envolvidos na 

modulação da expressão destas moléculas é de suma importância no entendimento da 

patogênese da doença e no desenvolvimento de novas estratégias anti-HIV que possam 

vir a se somar ao arsenal de drogas anti-retrovirais atualmente existentes no mercado. 

A diminuição da expressão do receptor CD4 na superfície da célula infectada é 

um dos mais importantes eventos durante a infecção pelo HIV-1, já que a expressão do 

principal receptor viral na célula infectada inibe dois cruciais eventos na replicação 

viral: a) infectividade; b) liberação das partículas virais das células infectadas (Benson 

et al., 1993; Lama et al., 1999; Cortes et al., 2002). A importância deste fenômeno para 

replicação deste retrovírus se vê reforçada pelo fato de que o HIV-1 usa três proteínas, 

Nef, Vpu e Env, para assegurar a inibição da expressão de CD4 (Lama, 2003; Levesque 

et al., 2003). Entretanto, os mecanismos exercidos por Nef (produto inicial) e por 

Vpu/Env (produtos tardios) são quantitativamente e qualitativamente diferentes.  As 

proteínas Vpu e Env interferem no transporte das moléculas de CD4 recém sintetizadas 

para a superfície celular, direcionando-a para degradação proteassômica (Margottin et 

al., 1998). 

Apesar de que o mecanismo de ação de Nef tenha sido amplamente estudado 

nestes últimos anos, existem pontos obscuros que ainda esperam ser esclarecidos. 
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Porém, é amplamente aceito de que esta proteína age na superfície celular como um 

conector entre a calda citoplasmática da molécula CD4 e o complexo formado pela 

proteína clatrina através da interação com AP2, um adaptador heterotrimérico 

(Greenberg et al., 1997; Piguet et al., 1998). Esta ligação induz a formação de vesículas 

endocíticas (Bresnahan et al., 1999; Craig et al., 2000) que posteriormente são 

direcionadas para degradação lisossomal por intermédio da interação de Nef com ß-

COP (Piguet et al., 1999).  

Por outro lado, outras duas proteínas celulares foram também envolvidas na 

diminuição do receptor CD4 mediada por Nef, uma tioesterase humana II (hTE) e uma 

bomba vacuolar de próton dependente de ATP, denominada de NBP1 (Cohen et al., 

2000; Lu et al., 1998). Entretanto, o real papel destas proteínas ainda é controverso. 

Neste contexto, com o intuito de compreender melhor a participação dos 

parceiros celulares de Nef e consequentemente identificar possíveis alvos terapêuticos, 

traçamos como principal objetivo deste estudo determinar a relevância fisiológica de 

hTE na diminuição da expressão de CD4.  

 Para atingir este objetivo foi utilizada a técnica de RNA de interferência no 

intuito de reduzir os níveis intracelulares desta proteína e posterior avaliação da redução 

da expressão de CD4 mediada por Nef. 

 No primeiro momento foi possível observar que a vida média da proteína hTE é 

um fator critico na inibição da expressão desta proteína pelo vetor pSUPER-hTE. Esta 

observação se sustenta pelo fato de que o bloqueio da expressão protéica é quase total 

48 hs após a transfecção, quando a proteína é expressa a partir do vetor pBABE-hTE-

HA (Figura 10A). Porém inibição significativa da expressão da proteína endógena foi 

atingida apenas 72 hs  após a transfecção do vetor pSUPER-hTE (Figura 10B).  

Por outro lado, os máximos níveis de inibição da expressão das proteínas CD4 e 

Nef, foram atingidos apenas 72hs após transfecção com os correspondentes vetores para 

RNAi (Figuras 11 e 12), resultados estes que podem ser explicados em parte pela 

diferença nos promotores presentes nos vetores para expressão das proteínas CD4 e Nef, 

promotor CMX, e o presente nos vetores para expressão dos diferentes RNAi, o 

promotor H1. Um outro fator importante na interpretação destes resultados é que o 

bloqueio exercido pelo mecanismo de RNAi ocorre após a transcrição e antes da 

tradução das proteínas, fazendo com que as proteínas já presentes na célula não fossem 

afetadas pelo RNAi. Isso poderia explicar o tempo requerido para a observação do 

efeito do RNAi nos níveis da proteína endógena.  
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 Devido a existência de diferenças na seqüência primária da proteína Nef, foi 

possível identificar diferentes variantes como, por exemplo, as cepas NL43, NA7 e SF2 

do HIV e mac239 do SIV. A região de Nef, da cepa NL43, responsável pela interação 

com hTE encontra-se entre os resíduos 70 e 125, entretanto, esta região apresenta 

variações nas cepas SF2 e SIV (Cohen et al., 2000). 

Um dado curioso e ainda não elucidado é que apesar de que as variantes 

presentes nas cepas SF2 e mac239 não se ligam a hTE, como faz a cepa  NL43, elas 

continuam modulando eficientemente a expressão da molécula CD4 (Cohen et al., 

2000). Com objetivo de investigar o participação da proteína celular no mecanismo de 

diminuição da expressão de CD4 mediado pelas variantes presentes nas cepas SF2 e 

mac239, foram analisados os níveis de CD4 na presença do RNAi contra hTE.  

Inesperadamente a redução dos níveis endógenos da proteína hTE, pelo uso de RNAi, 

interferiu na diminuição da expressão de CD4 mediada por todas as variantes de Nef 

inclusive a mediada pela proteína Vpu, proteína que usa mecanismo diferente ao usado 

por Nef (Figura 13). 

A variabilidade no aumento dos níveis de CD4 após tratamento com o RNAi 

contra hTE observada nas diferentes variantes de Nef e Vpu, (NL43 136%, NA7 103%, 

mac239 84%, SF2 70%, Vpu 75%) indicaram fortemente a existência de  mecanismo 

geral e independente de Nef na regulação da expressão de CD4. Entretanto, os aumentos 

observados na variante que se liga a hTE (NL43 136%) em comparação as que não se 

ligam, assim como, em comparação a Vpu (mac239 84%, SF2 70%, Vpu 75%)  e uma 

cepa que ainda não se tem informação sobre sua interação com hTE (NA7 103%), 

poderiam ser um indicativo de certa participação da proteína hTE na modulação de CD4 

mediada pela variante presente na cepa NL43. 

Com objetivo de verificar a possível dependência dos níveis intracelulares de 

hTE na manutenção normal dos níveis de CD4 na superfície celular foram determinados 

os níveis de CD4 em células apenas transfectadas com o vetor para RNAi contra hTE 

(Figura 14). Após 72 hs da transfecção com o vetor codificante para RNAi contra hTE 

foi possível observar que os níveis de CD4 na superfície das células eram aumentados 

em aproximadamente 60% em relação a aqueles observados nas células transfectadas 

apenas com o vetor para CD4. Desta forma a participação da proteína hTE na regulação 

dos níveis de CD4 na superfície celular ficou claramente demonstrada. Acreditamos que 

este fenômeno poderia estar relacionado ao processo de despalmitoilação de CD4, já 

que esta molécula é palmitoilada e o processo de despalmitoilação na célula é um 
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processo realizado por tioesterases como, por exemplo, hTE. Este processo de 

despalmitoilação pode levar a endocitose do receptor CD4, sendo que a diminuição dos 

níveis de hTE intracelular levaria o seu aumento na superfície celular. No entanto, é 

importante ressaltar que o aumento de aprox. 60% no nível de CD4, é bem menor ao 

observado com as variantes de Nef das cepas NL43 e NA7 (136 % e 103% 

respectivamente) quando usado o RNAi contra hTE, o que poderia vir a reforçar a idéia 

que existiria certa contribuição da proteína hTE na modulação de CD4 mediada por 

estas variantes.   

Finalmente tentamos investigar se o efeito da redução nos níveis endógenos da 

proteína hTE no nível de expressão de CD4 não seria apenas um epifenômeno, ou seja 

um efeito indireto de outra alteração induzida pela falta de hTE na célula hospedeira 

como, por exemplo, alteração metabólica geral ou diminuição nos níveis de alguma(s) 

outras proteína(s) envolvida(s)  no mecanismo geral de reciclagem de receptores 

celulares. Desta forma, foi analisado o efeito da redução dos níveis de hTE na 

endocitose do co-receptor CXCR4, uma molécula celular também envolvida no 

processo de infecção e  cuja expressão é modulada pela proteína Nef (Hrecka, et al., 

2005). É importante ressaltar que esta molécula não é palmitoilada, ao contrário do 

receptor CD4 (Dzung & Dennis, 2002). Os experimentos de inibição demonstraram que 

a diminuição dos níveis de hTE pelo uso de RNAi não afetaram  a diminuição do co-

receptor induzida por Nef (Figura 15), reafirmando a hipótese de que o aumento da 

expressão da molécula CD4 e a interferência na modulação de CD4 mediada por Nef , 

provocados  pela  redução dos níveis de hTE, estariam ao menos em parte relacionados 

a falta de despalmitoilação da molécula por hTE. 

A menor capacidade de modulação de CD4 da variante de Nef presente na cepa 

NL43, quando comparada com formas presentes em outras cepas, sugere que a interação 

de Nef NL43 com hTE poderia ajudar esta variante a incrementar a capacidade de 

endocitar a molécula CD4 não por um efeito direto da proteína viral mas sim por um 

aumento na atividade da proteína celular, aumentando assim os níveis de 

despalmitoilação do receptor viral. Esta hipótese encontra sustentação em trabalhos 

prévios relacionados a um aumento da atividade enzimática como conseqüência da 

interação com Nef da cepa NL43 (Watanabe et al., 1997). Alternativamente, o aumento 

da atividade da proteína hTE como conseqüência da interação com Nef  poderia levar a 

outras modificações no linfócito infectado e ter algum impacto na patogênese da 

doença.  Entretanto estas possibilidades não foram abordadas neste estudo. 
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Humanos infectados por HIV-1 e macacos por SIV possuem sintomas parecidos 

definidos como AIDS, porém os mecanismos envolvidos no desencadeamento desta 

doença ainda não estão claros. Contudo, a partir de informações clínicas, está claro que 

o tempo de sobrevivência dos pacientes com AIDS está associado com a 

hipertrigliceridemia, que leva a um decréscimo de armazenamento de lipídeos no tecido 

adiposo (Safrin & Grunfeld, 1999). Estudos demonstram que a hTE pode estar 

envolvida na ativação de receptores nucleares,  PPARα e PPARγ por exemplo, e com 

isto controlar o metabolismo de lipídios celulares (Elholm et al., 2001; Murakami et al., 

2001). Por outro lado, também foi demonstrado que Nef da cepa NL43 participa do 

processo da transdução de sinais e programa transcricional (Simmons et al., 2001; 

Shaheduzzaman et al., 2002). Estes dados, vão ao encontro da hipótese de que a 

interação de Nef-NL43 com hTE possa  vir a desempenhar papel  importante no 

desencadeamento de outros distúrbios celulares, como descontrole no metabolismo de 

lipídios e transcrição de genes relacionados com estes receptores nucleares, além da 

influência sobre a modulação de CD4.  

É importante destacar que os processos de palmitoilação e despalmitoilação 

estão altamente envolvidos no processo de renovação de moléculas na superfície 

celular, já que a hiper-expressão de tioesterase leva a um aumento de despalmitoilação 

de proteínas presentes na membrana celular (Smotrys & Linder, 2004; Duncan & 

Gilman, 1998). Sendo assim, foi demonstrado que a despalmitoilação leva a redução 

dos níveis do co-receptor de quimiocina CCR5 (Banplain et al., 2001) e dos receptores 

de transferrina (Alvarez et al., 1990). 

 No momento em que se descobriu que a hTE se ligava a Nef  (Liu et al, 1997) e 

que esta interação era importante para a modulação de CD4 (Liu et al, 1997; Cohen et 

al, 2000), imaginou-se que esta influência na modulação de CD4 mediada por Nef 

poderia ser proveniente da participação de hTE na formação de vesículas intracelulares, 

que necessitam da presença de acetil-CoA para correto funcionamento (Liu et al., 

1997). Porém, os dados apresentados neste trabalho suportam a idéia de que a 

participação de hTE estaria relacionada à regulação dos níveis de palmitoilação e não na 

formação de vesículas intracelulares ou  relacionada com proteínas participantes no 

controle de processos de endocitose das moléculas de superfície celular. 

Apesar de experimentos prévios demonstrarem a interação de hTE com Nef-

NL43 e não com outros tipos, assim como a influência desta proteína celular na 

modulação de CD4, estes experimentos não elucidaram totalmente a real participação de 
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hTE em um contexto geral de infecção. Estes experimentos foram realizados através de 

sistema de hibridação entre proteínas, hTE e Nef, "in vitro"  e por colunas de GST, de 

tal forma que as inferências e conclusões retiradas sobre os resultados são extrapolações 

que podem ser falhas em um contexto celular. A hTE pode estar se ligando a Nef e 

participando de outros eventos infecciosos, além da modulação de CD4, fazendo deste 

processo um evento secundário da interação entre estas proteínas.  

Este trabalho, no entanto, observou pela primeira vez, a nível celular, via 

proteína endógena ao invés de proteínas recombinantes, que podem levar a conclusões 

equivocadas, a relevância de hTE em um processo infeccioso do HIV-1. Neste contexto, 

observamos que hTE possui uma ação mais generalizada sobre a manutenção dos níveis 

de CD4 na superfície celular, já que a redução dos níveis endógenos da enzima 

apresenta comportamento parecido em todas as proteínas lentivirais utilizadas neste 

trabalho. 

 Entretanto, estudos posteriores são necessários para o total esclarecimento do 

papel desta proteína na modulação da molécula CD4 e na patogênese da doença. 
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6. Conclusão 
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De acordo com os dados obtidos neste trabalho e a partir de informações contidas 

em literatura, concluímos que: 

 

 

1. As reduções na diminuição do receptor CD4 mediadas por diferentes variantes 

de Nef, independentemente de suas capacidades de ligação a hTE, em células 

apresentando níveis reduzidos de  hTE, sugerem fortemente a participação da 

hTE no mecanismo geral de reciclagem da proteína CD4. 

 

2. O aumento de aproximadamente 60% dos níveis de CD4 em células com baixos 

níveis de hTE confirma a participação da hTE na regulação fisiológica dos 

níveis de CD4 na superfície celular. 

 

3.  As diferenças obtidas nas porcentagens de redução da modulação de CD4 

observadas com as diferentes variantes de Nef, independentemente da interação 

com hTE, em células com baixo nível de hTE, indicam a participação desta 

proteína celular na modulação de CD4, mediada pela variante Nef-NL43.   

 

4. A inalteração nos níveis e na modulação (mediada por Nef-NL43) de CXCR4 na 

superfície de células com níveis reduzidos de hTE, indicam fortemente 

participação da hTE no processo de despalmitoilação de CD4, e com isso, 

participação no mecanismo de manutenção dos níveis fisiológicos de CD4.  
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7. Perspectivas. 
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Em base aos resultados obtidos neste estudo referentes à participação de hTE na 

modulação de CD4 mediada pela proteína viral Nef, traçamos os seguinte objetivos 

futuros: 

 

1. Confirmar a possível potencialização dos efeitos da hTE pela variante de Nef-

NL43, assim como o mecanismo responsável por este fenômeno. 

 

2. Verificar a existência da interação hTE-Nef  em variantes da proteína Nef 

presentes em outras cepas de HIV-1,SIV e HIV-2, com o intuito de estabelecer 

possível impacto deste fenômeno na evolução destes retrovírus e na 

patogênese da doença.    

 

 

3. Avaliar a relevância fisiológica da interação hTE-Nef-NL43 no contexto geral 

da infecção pelo HIV, como, por exemplo, o possível impacto na replicação e 

infetividade viral. 
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