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RESUMO

O reticulo endoplasmadtico é responsavel pela sintese, dobramento
e algumas modifica¢des de proteinas que serdo secretadas ou proteinas
de membrana. Situagdes de hipoglicemia, hipdxia, distirbios na
regulacdo de cdlcio intracelular, infecgdes virais e administragdo de
farmacos antirretrovirais podem comprometer o correto funcionamento
desta organela, resultando em actimulo de proteinas mal dobradas e
consequente ativacdo da via UPR (unfolded protein response). Esta via
busca restabelecer a homeostasia celular através de controles
transcricionais e traducionais, incluindo o aumento transcricional da
chaperona GRP78/BiP sendo, portanto, considerado um indicador de
estresse no reticulo endoplasmaético e consequente ativacdo da via UPR.
Diversos estudos demonstram que os virus modulam a ativacdo desta
via a fim de evitar que ela impeca a replicacdo viral. Sdo escassos,
porém, os estudos relacionando a infeccdo pelo HIV e a administragio
de farmacos antirretrovirais na ativacdo da via UPR. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o impacto da infec¢do pelo HIV e do tratamento
antirretroviral na transcricio de GRP78/BiP em linfécitos T CD4" e
mondcitos provenientes de individuos HIV positivos sob diferentes
esquemas terapéuticos. Para tanto, os niveis de RNAm codificantes para
GRP78/BiP foram quantificados em relacdo aos niveis de RNAm
codificantes para os genes de referéncia p2M e GAPDH através da
metodologia de RT-qPCR. Foi observado um aumento significativo da
transcrigio de GRP78/BiP em linfécitos T CD4" provenientes de
individuos HIV positivos em comparago aos individuos HIV negativos,
sugerindo que a via UPR estava ativa. Este aumento, porém, ndo foi
relacionado ao esquema terapéutico utilizado. Adicionalmente,
demonstrou-se que o aumento transcricional de GRP78/BiP estava
correlacionado a um aumento traducional. O aumento da producgéo de
GRP78/BiP € vantajoso para a replicacdo do HIV, uma vez que esta
chaperona € essencial para o dobramento e consequentemente para a
funcionalidade das proteinas virais. Adicionalmente, GRP78/BiP atua
detectando proteinas mal dobradas, evitando que sejam formadas
particulas virais contendo proteinas ndo funcionais, além de prevenir a
morte da célula hospedeira. Dessa forma, GRP78/BiP pode ser
considerada um importante alvo terapéutico no combate a infeccio pelo
HIV.

Palavras-chave: Aids. HIV. Unfolded protein response.
GRP78/BiP
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1. INTRODUCAO

As proteinas sdo sintetizadas na forma de cadeias lineares de
aminodcidos. Esta estrutura, porém, ndo as confere funcionalidade. Para
se tornarem biologicamente ativas, as proteinas devem adotar uma
estrutura tridimensional precisa (STIRLING; LUNDIN; LEROUX,
2003). Embora esta estrutura seja determinada pela sequéncia de
aminodcidos (DOBSON; SALI; KARPLUS, 1998), muitas proteinas
requerem o auxilio de chaperonas moleculares para que o dobramento
seja preciso e para que ocorra em uma escala de tempo biologicamente
relevante (HARTL, 1996). Proteinas parcialmente dobradas ou mal
dobradas tendem a formar agregados, devido a forcas hidrofébicas, além
de ndo serem funcionais (HARTL; BRACHER; HAYER-HARTL,
2011). Dada a sua importdncia, os compartimentos celulares
responsaveis pelo dobramento proteico apresentam mecanismos capazes
de detectar e corrigir erros durante este processo (MORI, 2009).

O reticulo endoplasmatico (RE) € a organela responsavel pela
sintese e dobramento de proteinas que serdo secretadas ou proteinas de
membrana (RUTKOWSKI; KAUFMAN, 2004), as quais compreendem
um terco das proteinas celulares (LEE, 2007). No RE também ocorrem
modificacdes pds-traducionais essenciais para o correto dobramento das
proteinas. Essas modifica¢des incluem a clivagem do peptideo sinal,
glicosilacdo N-terminal, adi¢do de glicofosfatidilinositol e a formacdo
de pontes dissulfeto entre residuos de cisteina (ELLGAARD;
HELENIUS, 2003). Para desempenhar corretamente as suas funcdes, o
Iimen do RE apresenta algumas particularidades, sendo considerado um
ambiente celular dnico. Ele contém a maior concentracio intracelular de
calcio e € um ambiente oxidativo, essencial para a formacdo de pontes
dissulfeto e para o correto dobramento de proteinas. Além disso, o
Iimen do RE € rico em chaperonas moleculares cuja acdo é dependente
de cdlcio, tais como GRP78/BiP (glucose-regulated protein
78kDa/binding protein) e calreticulina, as quais estabilizam a estrutura
das proteinas e auxiliam o seu correto dobramento (ORRENIUS;
ZHIVOTOVSKY; NICOTERA, 2003; MA; HENDERSHOT, 2004;
SCHRODER; KAUFMAN, 2005).

Situagdes de hipoglicemia, distirbios na regulacdo de calcio,
infecgdes virais e hipéxia (KAUFMAN et al., 2002; RON, 2002) podem
impedir o correto funcionamento do RE, resultando em um actimulo de
proteinas ndo dobradas ou mal dobradas no seu interior (RUTKOWSKI;
KAUFMAN, 2004). A hipoglicemia afeta o processo de glicosilacdo N-
terminal. Essa modificacdo pds-traducional € reconhecida pelas
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chaperonas calnexina e/ou calreticulina, as quais auxiliam o correto
dobramento de proteinas ao impedir a formacdo de agregados e a
exportacdo prematura dessas proteinas do RE (RUTKEVICH;
WILLIAMS, 2010). A remocgéo do residuo de glicose desta modificagio
desfaz a interacdo entre as proteinas recém-sintetizadas e as chaperonas.
Uma vez que as proteinas tenham atingido a sua conformacio correta,
elas estdo livres para serem exportadas do RE. Caso contrario, um
residuo de glicose é novamente adicionado a estas proteinas fazendo
com que elas sejam novamente reconhecidas pelas chaperonas e
mantidas no ldmen do RE (D’ALESSIO; CARAMELO; PARODI,
2010). Distirbios na regulacdo de célcio impedem a correta acdo das
chaperonas moleculares cuja funcdo é dependente deste fon (MA;
HENDERSHOT, 2004). A hipéxia conduz a producdo de espécies
reativas de oxigénio, as quais resultam em incorreto dobramento
proteico. Além disso, tais moléculas reativas podem também modificar
residuos de cisteina presentes em canais de cdlcio associados ao RE,
implicando em distirbios na regulacdo da concentracdo de cdlcio
intracelular, o que também resulta em perturbacdes no processo de
dobramento proteico. As infec¢des virais, por sua vez, resultam em
estresse no RE devido a elevada quantidade de proteinas sintetizadas.
Nesse caso, a célula pode ativar mecanismos apoptdticos, como uma
maneira de evitar a disseminagdo do virus para as células vizinhas (XU;
BAILLY-MAITRE; REED, 2005).

A fim de detectar perturba¢des no funcionamento do RE e,
consequentemente, no processo de dobramento proteico, o RE apresenta
diferentes vias de sinalizacdo intracelulares, denominadas coletivamente
como UPR (unfolded protein response) (RUTKOWSKI; KAUFMAN,
2004; MORI, 2009). Uma vez ativada, esta via tem como objetivo
restabelecer a homeostasia no RE através de mecanismos de controle
transcricional e traducional. O controle transcricional atua tanto no
incremento da capacidade de dobramento proteico, como no
direcionamento de proteinas mal dobradas a degradacdo. Sob condicdes
de estresse no RE hd inducdo da expressdo de chaperonas, promovendo
um aumento da capacidade de dobramento de proteinas (WALTER;
RON, 2011). Além disso, o incremento da sintese de fosfolipidios leva
ao aumento do volume do RE e consequente amenizacdo do estresse
nesta organela (SCHRODER; KAUFMAN, 2006). Outros genes que
tém sua expressdo aumentada incluem os genes codificantes para
componentes da via de degradacdo de proteinas denominada ERAD
(ER-associated degradation). Através desta via, as proteinas mal
dobradas sdo translocadas do limen do RE para o citosol, ubiquitinadas
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e entregues a proteassomos onde serdo degradadas (SMITH; PLOEGH;
WEISSMAN, 2011).

O controle traducional, por sua vez, € realizado através da
atenuacdo da traducdo, reduzindo o influxo de proteinas ao saturado
limen do RE até que os RNAm produzidos em resposta a ativagdo da
via UPR sejam traduzidos. Esta atenuagdo da traducdo é, portanto, de
curta duracdo, uma vez que a inibi¢do prolongada da traducdo
normalmente é incompativel com a sobrevivéncia celular (KIM; XU;
REED, 2008). Contudo, caso as medidas de controle transcricional e
traducional nfo sejam suficientes para restaurar a homeostasia no RE e
eliminar o excesso de proteinas mal dobradas, a via UPR pode induzir
mecanismos apoptoticos (SCHRODER, 2008; COSTA; DA ROSA; DE
CAMARGO, 2011).

1.1.  IDENTIFICACAO E ATIVACAO DOS COMPONENTES DA
VIA UPR

A via UPR ¢ ativada sempre que o dobramento de proteinas no
RE é comprometido, resultando em um acimulo de proteinas mal
dobradas (WALTER; RON, 2011). Em vertebrados, trés proteinas
transmembrana residentes no RE sdo consideradas pontos de regulagdo
da via UPR: IREl (inositol-requiring enzyme 1), PERK (PKR-like
endoplasmic reticulum kinase) e ATF6 (activating transcription factor
6) (COSTA; DA ROSA; DE CAMARGO, 2011). Embora a ativagdo
dessas proteinas desencadeie diferentes mecanismos regulatdrios, suas
acdes convergem para a produgdo de fatores de transcri¢do que atuardo
sobre promotores de genes alvo da via UPR (WALTER; RON, 2011)
(Figura 1).

A ativacdo dos trés componentes da via UPR (IRE1, PERK e
ATF6) depende da dissocia¢do da chaperona GRP78/BiP. Em condi¢tes
normais, GRP78/BiP interage com os trés componentes reguladores da
via UPR, mantendo-os em um estado inativo. Entretanto, acredita-se que
GRP78/BiP tenha preferéncia pela associacdo com sitios hidrofébicos
de proteinas mal dobradas. Assim, diante de estresse no RE e
consequente acimulo de protefnas mal dobradas, GRP78/BiP deixa de
interagir com os componentes da via UPR deixando-os livres para serem
ativados (WALTER; RON, 2011).

Diante de situacdes de estresse no limen do RE, a proteina IRE1
sofre oligomerizacdo seguida de autofosforilacdo e ativacdo do seu
dominio endoribonuclease. Esse dominio catalisa a remo¢do de um
intron do RNAm codificante para a proteina XBP-1 (X-box binding



20

protein 1), alterando o seu quadro aberto de leitura. Essa alteragdo torna
o RNAm apto para ser traduzido no fator de transcricdo XBP-1. No
ntcleo, XBP-1 induz a transcri¢io de chaperonas, incluindo GRP78/BiP
(YOSHIDA et al., 2001), enzimas envolvidas com a sintese de lipidios,
aumentando o volume do RE, e componentes da via de degradacdo de
proteinas ERAD (WALTER; RON, 2011).

Unfolded g .
3" f— ?pmtein ’ ATFG Endoplasmic

‘ reticulum

\ame

XBP1 mRNA
Translation Selective

attenuation  translation

[0l

"
e

Active
XBP1 ATF6 pSO0

oY)

UPR target genes UPR target genes

Mucleus

Figura 1. Via UPR (unfolded protein response). A via UPR apresenta trés
pontos de regulacdo: IREI, PERK e ATF6, as quais sdo proteinas
transmembrana do RE. Essas proteinas sdo ativadas diante de condicdes de
estresse no RE e consequente actimulo de proteinas mal dobradas. A ativagio de
IRE1 e PERK ocorre por oligomerizacédo, seguida de autofosforilacdo. Uma vez
ativado, PERK leva a fosforilacio de elF2a, bloqueando a sintese proteica.
Entretanto, alguns RNAm sdo seletivamente traduzidos, como por exemplo, o
RNAm codificante para o fator de transcricdo ATF4. Diferentemente, IRE1 ao
ser ativado remove um intron do RNAm codificante para XBP-1, produzindo o
fator de transcri¢do XBP-1. ATF6, por sua vez, ao ser ativado € translocado do
RE para o aparelho de Golgi onde € clivado, originando o fator de transcrigdo
ATF6. Todos os fatores de transcri¢do produzidos, XBP-1, ATF4 e ATF6 irdo
atuar no ntcleo, induzindo a expressdo de genes alvo da via UPR. Um exemplo
€ o gene codificante para a chaperona GRP78/BiP, cuja transcricdo € aumentada
em decorréncia da agdo dos trés fatores de transcricdo. Fonte: ZHANG;
KAUFMAN, 2008.
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Da mesma maneira, sob condi¢des de estresse no RE, PERK
sofre oligomerizacdo e autofosforilacdo, tendo seu dominio quinase
ativado. PERK, em sua forma ativa, fosforila a subunidade alfa do fator
de iniciacdo elF2 (eukaryotic initiation factor 2), bloqueando o inicio da
sintese proteica (WALTER; RON, 2011). elF20 compde, juntamente
com GTP e o RNAt carregado com a metionina inicial, o complexo
ternario que medeia a ligacdo do RNAt a subunidade ribossomal 40S,
iniciando a sintese proteica. A fosforilacdo de eIF2a inibe a substitui¢cdo
de GDP por GTP, impedindo a formagdo do complexo e,
consequentemente, a sintese proteica (HOLCIK; SONENBERG, 2005).
Entretanto, alguns RNAm contendo pequenos quadros abertos de leitura
na regido 5°-UTR (5’-untranslated region) apresentam traducio
aumentada em condi¢des onde elF2a estd fosforilado. Um exemplo € o
RNAm codificante para o fator de transcricio ATF4 (activating
transcription factor 4). Dentre os genes-alvo de ATF4 estdo os genes
codificantes para o fator de transcricdlo CHOP (C/EBP homologous
protein), GADD34 (growth arrest and DNA damage-inducible 34) e
para a chaperona GRP78/BiP. CHOP controla a expressdo de genes
codificantes para proteinas envolvidas com apoptose, enquanto
GADD34 regula negativamente a atividade de PERK por meio da
desfosforilacdo de el[F2a (WALTER; RON, 2011).

Diante de um acimulo de proteinas mal dobradas no limen do
RE, a proteina ATF6, por sua vez, é translocada do RE para o aparelho
de Golgi, onde é clivada pelas proteases SIP e S2P, produzindo um
dominio citoplasmadtico livre. Este dominio corresponde a um fator de
transcricdo ativo, cuja atuacdo no nidcleo promove a indugdo da
expressdo de determinados genes. Dentre os genes alvo deste fator estdo
genes codificantes para as chaperonas GRP78/BiP e GRP94 (glucose-
regulated protein 94kDa) (WALTER; RON, 2011) e para o fator de
transcricdo XBP-1 (HAZE et al., 1999). Portanto, a ativagdo da via UPR
resulta na produgdo de trés fatores de transcricao: XBP1, ATF4 e ATF6.
Estes fatores atuardo sobre promotores de genes alvo da via UPR com o
objetivo de restaurar a fungdo do RE. Um dos genes alvo da via UPR e
que tem sua sintese aumentada em resposta a ativacdo dos trés
componentes da via UPR é o gene codificante para a proteina
GRP78/BiP.

1.2. GRP78/BiP

A proteina GRP78/BiP é membro da familia HSP70 de
chaperonas moleculares (heat shock protein 70kDa), embora sua sintese
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ndo seja afetada por condi¢des de choques térmicos (KIM; KIM; LEE,
1987; LI et al., 1994). Apesar de ser tradicionalmente considerada uma
chaperona residente no limen do RE, alguns estudos detectaram a
presenca de GRP78/BiP no nicleo e na mitocondria (MATSUMOTO;
HANAWALT, 2000; SUN et al., 2006), no citosol (NI et al., 2009) e na
superficie de determinados tipos celulares, particularmente de células
cancerosas (ZHANG et al., 2010).

GRP78/BiP estd envolvida em diversos processos celulares,
incluindo (i) a transloca¢@o de polipeptideos recém-sintetizados através
da membrana do RE, (ii) auxilio no processo de dobramento de
proteinas, (iii) direcionamento de proteinas mal dobradas para a
degradacdo em proteassomos, (iv) manutencio dos estoques de célcio no
RE e (v) atuacdo como sensor de estresse, ativando a via UPR
(HENDERSHOT, 2004). De modo geral, sua propriedade mais
importante € a capacidade de ligar-se a proteinas que exibam trechos
mal dobrados (HAAS, 1994). Essa interacio de GRP78/BiP com as
proteinas ndo parece ser sequéncia-especifica, mas sim dependente da
acessibilidade aos residuos hidrofébicos (FLYNN et al, 1991).
Adicionalmente, GRP78/BiP ¢é capaz de reconhecer e ligar-se a
proteinas que apresentam pontes dissulfeto incompletas (MACHAMER
et al., 1990) ou mal glicosiladas (GETHING; SAMBROOK, 1992).

Durante o processo de dobramento proteico, GRP78/BiP interage
de maneira transitoria com as proteinas recém-sintetizadas. Essa
interagcdo ocorre para evitar que sejam formados agregados irreversiveis
e para estabilizar a estrutura das proteinas, mantendo-as em um estado
competente para serem dobradas e oligomerizadas. Conforme a proteina
for adquirindo sua conformacdo madura, € observada a dissocia¢do de
GRP78/BiP. Entretanto, em situagdes de estresse no RE e consequente
comprometimento do processo de dobramento proteico, GRP78/BiP
interage de forma mais permanente com as proteinas mal dobradas,
mantendo-as no limen do RE (GETHING; SAMBROOK, 1992). Essa
interacdo impede que proteinas que ndo tenham atingido sua
conformacdo madura saiam do RE. Proteinas mal dobradas ndo serdo
funcionais, além de apresentarem tendéncia para a formacdo de
agregados devido a exposi¢do de residuos hidrofébicos (HARTL;
BRACHER; HAYER-HARTL, 2011). Diante do exposto, o aumento da
transcri¢do de GRP78/BiP € um indicativo de estresse no RE e de que a
via UPR esta sendo ativada (LEE, 2005).
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1.3. VIA UPR E INFECCOES VIRAIS

As infeccdes virais podem culminar na ativacido da via UPR por
induzirem a célula hospedeira a produzir uma grande quantidade de
proteinas virais, o que aumenta a demanda por dobramento proteico e
gera, consequentemente, estresse no RE (KIM; XU; REED, 2008).
Porém, a fim de evitar que a ativacdo da via UPR impeca a formacio de
novas particulas virais, os virus podem modular essa ativacdo, através
do controle dos trés componentes regulatérios da via UPR: IRE1, PERK
e ATF6 (KEPP et al., 2009). Consequentemente, essa modulacdo ird
implicar em alteragdes na transcri¢do de GRP78/BiP, uma vez que todos
os fatores de transcricdo produzidos a partir da ativagdo da via UPR
resultam em regulacdo positiva da transcricio de GRP78/BiP. Essa
modulacdo € importante para a replicagdo viral, uma vez que
GRP78/BiP atua, principalmente, permitindo o correto dobramento das
proteinas virais e, consequentemente, sua funcionalidade.

Estudos com células infectadas pelos virus da hepatite C (HCV),
citomegalovirus (CMV), virus da dengue (DENV), virus herpes simplex
do tipo 1 (HSV-1) e virus da hepatite B (HBV), por exemplo,
demonstraram que estes virus sdo capazes de modular a ativagdo da via
UPR. Essa modulacido ocorre de maneira a ampliar as vantagens da
ativacdo da via UPR para a replicac@o viral e evitar os efeitos deletérios
dessa ativacao.

A proteina ndo-estrutural NS4B do HCV induz o splicing do
RNAm codificante para o fator de transcricdo XBP-1 e a clivagem de
ATF6 em células hepdticas humanas. Entretanto, inibe a transcri¢io de
EDEM (ER degradation-enhancing alpha-mannosidase-like protein), o
qual € um dos genes alvo do fator de transcricio XBP-1 e compde a via
ERAD de degradacdo de proteinas (ZHENG et al., 2005; LI et al.,
2009). Dessa forma, esta proteina atua de modo a favorecer a replicacio
viral, aumentado a capacidade de dobramento proteico no limen do RE
e impedindo a degradacdo de proteinas virais. A glicoproteina gB do
HSV-1 € capaz de ligar-se a PERK impedindo a sua oligomerizacio e
consequente ativacdo. Dessa forma, esta proteina viral impede a
atenuacdo da tradu¢do mediada por PERK através da fosforilacdo de
elF2a (MULVEY; ARIAS; MOHR, 2007). A inibi¢do da traducdo néo é
favoravel a replicag¢do viral, uma vez que impede a produ¢do de novas
proteinas virais e consequente produg@o de novas particulas virais.

A infeccdo pelo CMV induz um aumento na expressdo dos
fatores de transcricio XBP-1 e ATF4. Esse aumento resulta em um
acimulo de GRP78/BiP, o qual € essencial para dar suporte & montagem
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de novas particulas virais (ISLER; SKALET; ALWINE, 2005;
BUCHKOVICH et al., 2010). Células infectadas in vitro com CMV e
tratadas com uma toxina capaz de clivar GRP78/BiP ndo foram capazes
de produzir novas particulas virais, demonstrando o importante papel
desempenhado por GRP78/BiP na replica¢do viral (BUCHKOVICH et
al., 2008). Além disso, foi verificado que duas proteinas virais, US2 e
US11, s@o capazes de interagir com GRP78/BiP, promovendo a
degradacdo das moléculas de MHC classes I e II. Essa degradacdo
impede o reconhecimento da célula infectada pelos linfécitos T do
hospedeiro, mantendo a replicagdo viral (JOHNSON; HEGDE, 2002;
HEGDE et al., 2006).

Dois outros exemplos de protefnas virais que interagem com
GRP78/BiP a fim de garantir a montagem de novas particulas virais sdo
as proteinas L do virus da hepatite B (CHO et al., 2003) e a proteina
DENV E do virus da dengue (LIMJINDAPORN et al., 2009), ambas
proteinas de envelope viral. A interacdo de GRP78/BiP com a proteina
L do HBV parece ser importante para torna-lo infeccioso, uma vez que
auxilia o correto dobramento da proteina de envelope viral, tornando-a
funcional. Em células infectadas pelo virus da dengue foi demonstrado
que a supressio da expressdo de GRP78/BiP acarreta em diminui¢éo da
producdo de novas particulas virais (LIMJINDAPORN et al., 2009).
Dessa forma, é possivel verificar que os virus utilizam diferentes
mecanismos moleculares para modular a ativagdo da via UPR em
beneficio da replicagdo viral.

1.4. VIA UPR E HIV

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV), agente etiolégico da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Aids), pertence a familia
Retroviridae e ao género Lentivirus (SANTOS; ROMANOS; WIGG,
2002). Até o momento foram evidenciados dois tipos virais, HIV-1 e
HIV-2. O HIV-1 € mais virulento e mais disseminado pelo mundo,
enquanto o HIV-2 é encontrado principalmente no oeste da Africa
(RAMBAUT et al., 2004).

Cada particula viral apresenta um envelope lipoproteico
originado da célula hospedeira onde estdo ancoradas, além de algumas
proteinas do hospedeiro, as glicoproteinas gpl20 e gp4l. Essas
glicoproteinas derivam do precursor gp160, o qual € glicosilado no RE e
clivado no aparelho de Golgi (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2002). O
genoma do HIV constitui-se de duas moléculas idénticas de RNA de fita
simples com polaridade positiva. E composto por nove genes
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flanqueados por regides LTR (long terminal repeat) as quais, embora
nao codifiquem proteinas, sdo importantes no processo de regulagcdo da
expressdo génica e durante o processo de integracdo do genoma viral ao
genoma do hospedeiro. Os trés principais genes virais gag, pol e env
codificam, respectivamente, as proteinas do nucleocapsideo, as enzimas
virais (transcriptase reversa, integrase e protease) e as proteinas de
envelope viral (SLEASMAN; GOODENOW, 2003). A enzima
transcriptase reversa € responsdvel pela sintese de DNA dupla fita a
partir do RNA viral; a integrase catalisa a ligacdo deste DNA, de
maneira covalente, ao genoma da célula hospedeira; enquanto a protease
atua no processo de maturagdo da particula viral, clivando poliproteinas
virais em protefnas individuais (GANSER-PORNILLOS; YEAGER;
SUNDQUIST, 2008).

O HIV infecta células que apresentam o receptor CD4 em sua
superficie. Estas células incluem os linfécitos T, mondcitos,
macrofagos, células dendriticas e da microglia. O processo de infecgéo é
iniciado quando a proteina gp120 do envelope viral liga-se ao receptor
celular CD4. Apés a ligacdo, ocorre interag@o entre os sitios da proteina
gpl20 com co-receptores de quimiocinas CCR5 ou CXCR4,
dependendo da célula alvo e da cepa viral. Como consequéncia da
interagdo, hd a fusdo do envelope viral com a membrana plasmética da
célula hospedeira (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2002).

A infeccdo pelo HIV causa diminui¢do no nimero de células que
apresentam o receptor CD4, com destaque para os linfécitos T CD4,
resultando em aumento do risco de infec¢des oportunistas. Atualmente
ha uma grande variedade de farmacos antirretrovirais disponiveis para o
tratamento de individuos portadores do HIV, sendo recomendado o
emprego combinado de miultiplos fdrmacos. Dentre os farmacos
disponiveis, encontram-se os inibidores da protease, os quais bloqueiam
a clivagem das poliproteinas precursoras Gag e Gag-Pol, liberando
particulas virais imaturas e, consequentemente, nao-infecciosas
(SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2002).

Os primeiros estudos relacionando HIV e via UPR focaram na
ativacdo desta via em decorréncia da administragdo dos inibidores da
protease. Isso porque, apesar da incorporacio dos inibidores da protease
a terapia antirretroviral ter reduzido significativamente a morbidade e
mortalidade, bem como prolongado a expectativa de vida dos pacientes
com HIV, seu uso tem sido associado a distirbios no metabolismo de
lipidios (HUI, 2003; ZHOU et al., 2005). A maioria dos pacientes que
faz uso da terapia antirretroviral desenvolve hiperlipidemia, lipodistrofia
e resisténcia a insulina (CARR et al., 1998).



26

Estudo realizado in vitro com macréfagos murinos nao infectados
demonstrou que os inibidores da protease causaram estresse no RE e
consequente ativacdo da via UPR. A causa de estresse foi,
provavelmente, a indu¢do de um acdmulo de colesterol livre
intracelular, seguido de deple¢do dos estoques de cdlcio no RE. Esses
distirbios podem explicar a relacdo entre a administracdo de inibidores
da protease e o aumento do risco de desenvolvimento de aterosclerose e
infarto do miocdrdio em pacientes HIV positivos sob tratamento com
esses farmacos (ZHOU et al., 2005). Distirbios metabdlicos similares
foram observados em estudo realizado com hepatdcitos murinos nio
infectados e tratados com inibidores da protease (ZHOU et al., 2006).
Adicionalmente, quando células pancredticas murinas ndo infectadas
foram tratadas com inibidores de protease observou-se distirbios no
metabolismo da glicose, a qual também pode ser causa de estresse no
RE (KOSTER et al., 2003). Tomados juntos, esses resultados
demonstram que a administragdo de inibidores da protease resulta em
estresse no RE e consequente ativacdo da via UPR em diferentes tipos
celulares.

S0 muito escassos, porém, os trabalhos relacionando o efeito da
infeccdo pelo HIV na ativacdo da via UPR, bem como estudos sobre o
efeito da infeccdo pelo HIV somado a presenca dos inibidores da
protease na ativagdo desta via. As primeiras evidéncias da possivel
modulacdo da via UPR pelo HIV-1 sdo provenientes de estudos sobre a
interacdo da proteina viral Tat, codificada pelo gene taf, com uma
proteina de funcdo semelhante & de PERK, denominada PKR (RNA-
dependent protein kinase) (CLEMENS et al., 1994). A proteina Tat
contribui para a replicagdo viral, uma vez que estimula a transcri¢do do
DNA proviral, transporte do RNAm para o citoplasma e a sua posterior
traducdo (MILLER; SARVER, 1997). Por outro lado, a proteina PKR
desempenha importante papel antiviral, visto que promove a
fosforilagdo de elF2a e, consequentemente, bloqueia a sintese proteica.
A fim de evitar que a ativacdo de PKR impec¢a a formacdo de novas
particulas virais, o HIV-1 parece modular essa resposta através da
interacdo de Tat com PKR. Tat atua como substrato da enzima,
competindo com o fator elF2a pelo sitio de ligacdo, resultando na
inibicdo do bloqueio a tradu¢do (CLEMENS et al., 1994; MCMILLAN
et al., 1995; BRAND; KOBAYASHI; MATHEWS, 1997; CAI et al.
2000; ENDO-MUNOZ et al., 2005).

Outros estudos sugerem a importancia de GRP78/BiP para o
correto dobramento da proteina gpl60, codificada pelo gene env
(EARL; MOSS; DOMS, 1991; KNARR et al, 1999; LAND;
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BRAAKMAN, 2001). Essa proteina é precursora das glicoproteinas de
envelope viral gpl20 e gp4l. Apenas com a presenca dessas
glicoproteinas o virus € considerado infeccioso (SANTOS; ROMANOS;
WIGG, 2002). Recentemente foi demonstrado o aumento da expressao
de ATF4 durante a infec¢do aguda pelo HIV-1. Esse aumento implica
em maior eficiéncia da replicacdo viral, uma vez que ATF4 é capaz de
interagir com a proteina viral Tat. Além disso, ATF4 mostrou-se capaz
de reativar a replicacio do HIV em células de linhagem monocitica
(CASELLI et al., 2012).

Estudo recente realizado no Laboratério de Imunologia Aplicada
da UFSC avaliou o efeito da infec¢do pelo HIV na ativagdo da via UPR
em linfécitos B, linfécitos T CD4" e mondcitos provenientes de
individuos HIV negativos e HIV positivos sob diferentes esquemas
terapéuticos através da metodologia de Western Blot. Nesse estudo foi
verificado um aumento da expressdo de GRP78/BiP em linfécitos B
oriundos de individuos HIV positivos quando comparados aos
individuos HIV negativos. A forma fosforilada de elF2a foi detectada
em linfécitos B e linfécitos T CD4" provenientes de individuos HIV
positivos sob tratamento antirretroviral, demonstrando que nestes
individuos a via de sinalizacdo desencadeada por PERK estava ativada.
IRE1 fosforilado foi detectado em linfécitos B e linfécitos T CD4*
provenientes de individuos HIV negativos e HIV positivos, porém sua
expressdo foi aumentada em linfécitos B oriundos de individuos HIV
positivos sob tratamento antirretroviral sem inibidor da protease.
Adicionalmente, foi verificado um aumento da expressio de IREl
fosforilado em linfécitos T CD4" provenientes de individuos HIV
positivos sob tratamento antirretroviral com inibidor da protease. Por
fim, ATF6 em sua forma clivada foi detectado em todos os tipos
celulares avaliados provenientes de individuos HIV positivos (BORSA,
2012). Desse estudo pode-se concluir que a ativagdo da via de
sinalizagdo iniciada pelo componente regulatério ATF6 e o aumento da
expressdo de GRP78/BiP sao influenciados pela infec¢do pelo HIV, mas
ndo pelo tratamento antirretroviral utilizado. Por outro lado, a ativagio
das vias de sinalizacdo iniciadas por PERK e IREI foi dependente da
infeccdo pelo HIV e pelo esquema terapéutico utilizado.

Diante do exposto, o presente trabalho justificou-se pela
necessidade da busca por novos alvos terapéuticos para o tratamento da
infec¢do pelo HIV-1. A escolha do virus foi realizada com base na sua
alta viruléncia e disseminacgdo, além de ser o responsdvel pela pandemia
de Aids, doenga com a qual 35 milhdes de pessoas convivem no mundo
(WHO, 2013). A utilizagdo da via UPR como um potencial alvo
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terapéutico decorre do fato de sua ativagdo ser uma resposta natural da
célula ao estresse no RE, que pode ser resultado de infeccdo viral. Uma
vez que a ativacdo da via UPR implica na atenuacdo da sintese proteica
e pode levar a ativacdo de mecanismos apoptdticos, os virus podem
modular sua ativagdo. Essa modulacio visa garantir que a ativagdo da
via UPR ndo impega a replicagdo viral, o que sugere a regulacdo da via
UPR como um potencial alvo terapéutico. Adicionalmente, os diferentes
tratamentos nos quais os pacientes HIV positivos estdo submetidos
podem interferir no processo de ativa¢do da via UPR. Entretanto, ainda
s@o escassos os relatos do efeito da infec¢do pelo HIV-1, bem como da
influéncia dos farmacos antirretrovirais, sobre a ativacdo da via UPR.
Também € importante destacar que os poucos trabalhos publicados sdo
restritos a estudos in vitro. Em contraste, no presente estudo foram
utilizadas células oriundas de individuos HIV positivos sob diferentes
esquemas terapéuticos, permitindo a ampliacdo do conhecimento acerca
da via UPR. Por fim, a escolha da avalia¢do da transcri¢do da chaperona
GRP78/BiP para verificar o impacto da infeccio bem como do
tratamento antirretroviral na ativagio da via UPR justificou-se pelo fato
do aumento transcricional de GRP78/BiP ser um indicativo de estresse
no RE e de ativagdo da via UPR. Dessa forma, embora tenham sido
obtidos dados sobre a traducdo de GRP78/BiP em estudo anterior
realizado no Laboratério de Imunologia Aplicada, faz-se necessdria a
avaliacdo da transcri¢do desta chaperona, uma vez que a ativacio da via
UPR resulta na producdo de fatores de transcri¢do, os quais agem no
promotor de GRP78/BiP, induzindo a sua transcricao. Adicionalmente,
foi preciso verificar se, a ocorréncia de um aumento transcricional de
GRP78/BiP em decorréncia da infeccdo pelo HIV e/ou tratamento
antirretroviral, é correlacionado a um aumento traducional desta
chaperona.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a transcricdo da chaperona GRP78/BiP em células
provenientes de individuos HIV positivos submetidos a diferentes
esquemas terapéuticos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Padronizar a metodologia de transcricdo reversa seguida de
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR)
para emprego na avaliacdo da transcricio de GRP78/BiP;

b) Avaliar possiveis diferencas na transcricdo de GRP78/BiP em
linfécitos T CD4" e mondcitos oriundos de individuos HIV negativos e
HIV positivos;

c¢) Correlacionar a terapia antirretroviral utilizada e o padrio de
transcricdo de GRP78/BiP em linfécitos T CD4" e mondcitos oriundos
de individuos HIV positivos;

d) Correlacionar os niveis de RNAm e proteina de GRP78/BiP
em linfécitos T CD4" e mondcitos oriundos de individuos HIV
negativos e HIV positivos sob diferentes esquemas terapéuticos.
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3. METODOLOGIA

A avaliacdo do efeito da infeccdo pelo HIV sobre a ativacdo da
via UPR constitui uma das linhas de pesquisas do Laboratério de
Imunologia Aplicada de modo que as etapas 3.1, 3.2 e 3.3 descritas
abaixo foram realizadas em estudos anteriores (BORSA, 2012;
TONELLO, 2012), estando aqui descritas para facilitar a compreensio
do presente estudo.

3.1. POPULACAO DE ESTUDO

No periodo de abril de 2011 a abril de 2012 foram recrutados 35
individuos, os quais foram divididos em 4 grupos. O primeiro grupo
corresponde ao grupo controle (C), sendo composto por 10 voluntérios,
HIV negativos e doadores de aférese. Os trés demais grupos sio
compostos por individuos HIV positivos, assim divididos: (i) 7
individuos HIV positivos sem tratamento (ST); (ii) 9 individuos HIV
positivos sob tratamento antirretroviral sem inibidor da protease (TSI); e
(iii) 9 individuos HIV positivos sob tratamento antirretroviral com
inibidor da protease (TCI).

Os individuos HIV negativos foram recrutados no Centro de
Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina (HEMOSC,
Florian6polis-SC) e os voluntdrios HIV positivos foram recrutados no
Hospital Regional Dr. Homero de Miranda Gomes (S3o José-SC) e no
Centro de Testagem e Aconselhamento (CTA, Sdo José-SC). Todos os
individuos possuiam idade superior a 18 anos e foi considerado como
critério de exclusdo a infeccdo ativa por HCV, CMV, HSV-1 ou
enterovirus, uma vez que a infec¢do por estes virus leva a ativagdo da
via UPR (ISLER; SKALET; ALWINE, 2005; MULVEY; ARIAS;
MOHR, 2007; CHAN; EGAN, 2009; JHENG et al., 2010). Os
voluntdrios que aceitaram participar do estudo foram esclarecidos sobre
os objetivos da pesquisa e assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (Anexo 1). Esse trabalho foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de
Santa Catarina (processo 1056/2010).

3.2. SEPARACAO DAS SUBPOPULACOES CELULARES
De cada voluntirio foram coletados 30 ml de sangue em tubos

Vacutainer® (BD Biosciences) contendo o anticoagulante EDTA. Este
volume foi dividido em trés fracdes de 10 ml, a partir das quais foram
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isoladas subpopulacdes de linfocitos B (ndo avaliadas neste estudo),
linfécitos T CD4" e mondcitos através da utilizagdo dos kits RosetteSeP
Human B Cell Enrichment Cocktail, RosetteSeP Human CD4" T Cell
Enrichment Cocktail, e RosetteSep Human Monocyte Cell Enrichment
Cocktail (StemCell Technologies), respectivamente. Para tanto, as
amostras de 10 ml de sangue foram homogeneizadas com 500 ul da
solucdo proveniente do respectivo kit e incubadas por 20 min, a
temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram diluidas em
10 ml de PBS (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na,HPO, 10 mM, KH,PO,
20 mM, pH 7.4) suplementados com 2% de soro fetal bovino (SFB),
seguido de leve homogeneizacdo. O volume total de cada amostra foi
distribuido em 3 tubos contendo 4 ml de Ficoll Paque™ Plus (StemCell
Technologies), os quais foram centrifugados por 20 min a 1200 x g a
25°C. Apés a centrifugacdo, as células presentes na interface Ficoll-
plasma foram coletadas e lavadas duas vezes com PBS acrescido de 2%
de SFB, através de centrifugacdo por 5 min, a 500 x g, a 25°C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado celular foi mantido no gelo.
As células isoladas foram contadas em cdmara de Neubauer e a
viabilidade celular foi avaliada através de colora¢do com azul de Trypan
0,02% (Invitrogen). A pureza das subpopulacdes celulares obtidas foi
verificada através de citometria de fluxo, utilizando-se anticorpos
conjugados a fluoréforos e especificos para determinados marcadores de
superficie celular, caracteristicos para cada subpopulacdo celular
avaliada. Para a amostra de linfécitos T CD4" foi avaliada a presenca
concomitante dos marcadores CD3 e CD4 e para a amostra de
mondcitos foi avaliada a presenca concomitante dos marcadores de
superficie celular CD14 e CD4.

3.3. EXTRACAO DO RNA TOTAL

Com o objetivo de extrair o RNA total das subpopulagdes
celulares isoladas foi utilizado o kit PARIS — Protein and RNA Isolation
System (Ambion, Life Technologies). Primeiramente, as células foram
lisadas através da adi¢do de 300 ul de cell disruption buffer para cada
1x10° células, seguido de pipetagem vigorosa e incubacdo em gelo por
10 min. Do volume total de lisado obtido foram utilizados 100 ul para a
extracio de RNA, sendo o restante armazenado para avaliacdes
proteicas através da metodologia de Western Blot (BORSA, 2012).

Os 100 pl do lisado de cada uma das subpopulagdes celulares
isoladas foram transferidos para um tubo contendo 100 pl de 2X
lysis/binding solution, seguido de adi¢do de 100 ul de etanol 100%, a
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temperatura ambiente. As amostras foram, entdo, transferidas para
colunas de purificagdo, disponibilizadas pelo kit, e centrifugadas a
11000 x g por 1 min a temperatura ambiente. O volume de amostra que
atravessou o filtro foi descartado e a coluna foi lavada com 700 pl de
wash solution 1 através de centrifugacdo por 1 min a 11000 x g,
descartando-se o conteido que a atravessasse. Em seguida, a coluna foi
novamente lavada 2 vezes através da adicdo de 500 ul da wash
solution2/3 e centrifugacdo a 11000 x g por 1 min. Apés as lavagens, o
RNA total foi eluido da coluna pela adi¢cdo de 50 ul de elution solution,
pré-aquecida a 95°C e centrifugacdo a 11000 x g por 30 s. Em seguida,
foram adicionados 10 ul da mesma solucdo, pré-aquecida a 95°C, e o
tubo foi submetido a centrifugacdo a 11000 x g por 30 s. O RNA total
extraido foi armazenado a -80°C.

3.4. TRATAMENTO DAS AMOSTRAS DE RNA COM DNASE

As amostras de RNA (60ul) foram tratadas com DNase I
(Invitrogen) através da adigdo de 1 pl de 10x DNase I reaction buffer, 1
pl de DNase I Amp Grade 1 U/ul e 8 ul de dgua livre de nucleases
(Qiagen), seguida de incubacdo por 15 min a temperatura ambiente. A
enzima DNase foi inativada pela adi¢cdo de 1 pl de 25mM EDTA
solution e incubacdo a 65°C em termociclador (Eppendorf Mastercycler
Gradient) durante 10 min. A quantificacdio do RNA foi realizada em
espectrofotdmetro (Nanovue, GE Healthcare) no dia posterior ao
tratamento com DNase.

3.5. TRANSCRICAO REVERSA (RT)

A fim de realizar a qPCR, as amostras de RNA foram convertidas
a DNA complementar (cDNA). A transcricdo reversa foi realizada a
partir de uma concentracio fixa de 40 ng de RNA, utilizando-se o kit
Superscript Il first strand (Invitrogen). A reacdo consistiu em dois
passos, sendo o primeiro o anelamento de pequenas sequéncias
randomicas de 6 nucleotideos ao RNA, as quais atuaram como
iniciadores para a enzima transcriptase reversa, enquanto o segundo
passo consistiu na adicdo da enzima transcriptase reversa. Para tanto,
foram adicionados 40 ng de RNA, 1 pl da solu¢do contendo os
hexdmeros randémicos, 1 pl de annealing buffer, e dgua livre de
nucleases (Qiagen) para completar um volume final de 8 pl. As
amostras foram entdo incubadas a 65°C em termociclador (Eppendof
Mastercycler Gradient) por 5 min e transferidas imediatamente para o
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gelo, onde foram mantidas por no minimo 1 min. Posteriormente foram
adicionados 10 pl de 2X first-strand reaction mix e 2 ul de SuperScript
III/RNaseOUT enzyme mix, totalizando um volume final de reac¢do de 20
pl. As amostras foram entfo incubadas por 10 min a 25°C, seguido por
50 min a 50°C. A reagdo foi encerrada através da inativacdo da enzima
transcriptase reversa pelo aquecimento por 5 min a 85°C. O cDNA
sintetizado foi armazenado a -20°C.

Para cada reag@o de transcri¢do reversa, dois controles negativos
foram preparados: i) controle sem RNA e ii) controle sem a enzima
transcriptase reversa. O primeiro tem por objetivo verificar uma possivel
contamina¢do dos reagentes ao passo que o segundo verifica a presenga
de contaminacdo da amostra de RNA por DNA gendmico. Em ambos,
os componentes excluidos foram substituidos por dgua, a fim de manter
o volume final de 20 pl.

3.6. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA
EM TEMPO REAL (qPCR)

A transcricdo de GRP78/BiP em linfécitos T CD4" e mondcitos
oriundos de individuos HIV negativos e HIV positivos sob diferentes
esquemas terapéuticos foi avaliada através da metodologia de qPCR. Os
niveis de RNAm de GRP78/BiP foram quantificados com relagdo aos
niveis de RNAm dos genes de referéncia GAPDH (glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase) e P2M (beta-2-microglobulin). Ambos o0s
genes sdo constitutivamente expressos nos diferentes tipos celulares:
GAPDH codifica para uma enzima importante para o metabolismo de
carboidratos, a glyceraldeido 3-fosfato desidrogenase, enquanto o gene
B2M codifica para uma proteina que compde a estrutura do MHC de
classe I, o qual estd presente em células nucleadas (NCBI, 2014a).

A escolha dos genes de referéncia foi baseada no fato de que
GAPDH e B2M sdo genes estaveis em leucécitos (VANDESOMPELE
et al., 2002). A sequéncia dos iniciadores utilizados neste trabalho foi
obtida de estudos previamente publicados (Tabela 1) e sua
especificidade foi testada através de alinhamento utilizando a ferramenta
BLAST (NCBI, 2014b) e por observacdo da curva de dissociagdo.
Todos os pares de iniciadores utilizados englobavam pelo menos um
intron.

A gPCR foi realizada no aparelho StepOne™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystems). Cada reagcdo de 25 pl continha 12,5 pl de
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1 ul do iniciador
senso (10uM), 1 pl do iniciador antissenso (10uM), 2,5 pl de cDNA e 8
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pl de dgua livre de nucleases (Qiagen). As reagdes foram realizadas em
placas MicroAmp Fast 96-Well Reaction Plate 0,Iml (Applied
Biosystems), as quais foram seladas com Optical Adhesive Covers
(Applied Biosystems) e centrifugadas por 2 min a 300 x g. A qPCR foi
realizada sob a seguintes condicdes: 95°C por 10 min; 40 ciclos de 95°C
por 15 s e 62,5°C por 1 min com captura de fluorescéncia ao final de
cada ciclo. Apéds os 40 ciclos foi avaliada a temperatura de dissociagio,
cujas condi¢des foram: 95°C por 15 s; 60°C por 1 min e leitura a cada 15
s até ser atingida a temperatura de 95°C.

Tabela 01. Sequéncias de iniciadores utilizados nas reacdes em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (QPCR).

.. A e A . . Produto
Iniciador Sequéncia senso (5°-3) Sequéncia antissenso (5°-3”) (pb)

BiP! CGGGCAAAGATGTCAGGAAAG TTCTGGACGGGCTTCATAGTAGA 211

BZM2 ATGAGTATGCCTGCCGTGTGA GGCATCTTCAAACCTCCATG 101
GAPDH! GAGCCACATCGCTCAGACAC CATGTAGTTGAGGTCAATGAAGG 150

Fonte: 'Hiramatsu; Joseph; Lin, 2011; 2Gonzalez, et al., 2008.

Em cada ensaio de qPCR foram incluidos trés controles
negativos: i) controle sem RNA, ii) controle sem a enzima transcriptase
reversa, e iii) controle sem cDNA. Adicionalmente, foi incluido, em
triplicata, um controle positivo, o qual correspondia a um ponto da curva
padrao confeccionada a partir de dilui¢cdes seriadas de RNA total de
referéncia humano (Clontech). A adi¢cdo deste ponto permitiu o calculo
do coeficiente de variacdo dos ensaios realizados. Este foi calculado
dividindo-se o desvio padrio pela média dos valores de ciclos
quantitativos (Cqs) obtidos para este ponto em cada um dos ensaios.
Adicionalmente aos controles, as amostras foram avaliadas em triplicata
para todos os genes avaliados.

A curva padrio foi preparada a partir das seguintes concentracdes
de RNA total de referéncia humano: 125 ng/ul, 12,5 ng/ul, 1,25 ng/ul,
0,125 ng/ul, 0,0125 ng/pl. O RNA foi reversamente transcrito a cDNA e
submetido a qPCR. Os valores de Cgs obtidos foram plotados com o log
da concentracdo de RNA de referéncia. Foram feitas trés curvas padrio,
uma para cada um dos genes avaliados. A partir destas curvas foi
possivel calcular a eficiéncia (E) de amplificacio de cada um dos
iniciadores utilizados através da inclinagdo da reta, onde E=10"""¢ln%
darea 1 O valor de eficiéncia deve variar entre 90 e 110% (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2011). Em seguida, as eficiéncias de amplificacio
foram comparadas através de plotagem dos valores obtidos pela
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subtragdo dos Cq médios de cada dupla de iniciadores com o log da
concentracdo de RNA de referéncia. As efici€ncias sdo consideradas
compardveis quando a inclinacio da reta é menor que 0,1. A
apresentagdo de eficiéncias compardveis entre os diferentes genes
avaliados permitiu a utilizagdo do método de quantificacdo relativa 2
AACq para quantificar a transcricio de GRP78/BiP com relacdo aos genes
de referéncia B2M e GAPDH (LIVAK; SCHIMITTGEN, 2001;
LARIONOV; KRAUSE; MILLER, 2005; APPLIED BIOSYSTEMS,
2011). Os gréficos foram produzidos no programa Microsoft Excel
2007.

O valor de threshold foi estabelecido manualmente para 0.027955
para todos os tipos celulares e genes avaliados neste estudo. Para
obten¢do deste valor, a curva de amplificacdo foi dividida em 4 partes,
sendo observada a 3 parte desta curva. O valor de 0.027955 € o valor
intermedidrio desta parte. Os valores de Cq foram entdo importados para
o programa Microsoft Excel 2007, onde foram convertidos a valores de
expressdo relativa através da aplicacdo do método de quantificacdo
relativa 2742 (LIVAK; SCHIMITTGEN, 2001). Primeiramente, os
outliers foram excluidos usando o software RT? Profiler PCR Array
Data Analysis version 3.5 (Qiagen, 2014). Em seguida, os valores de Cq
de GRP78/BiP foram normalizados usando ambos os genes de
referéncia, f2M e GAPDH. Para tanto, foi realizada uma subtracdo dos
valores de Cq de GRP78/BiP com a média dos valores de Cq dos genes
de referéncia. Este valor normalizado corresponde ao ACq. Em seguida,
foi obtido o valor de AACq a partir da férmula 2-2€4.Os valores de fold
change individuais foram calculados a partir da divisdo do valor de
AACq de cada individuo pela média geométrica do AACq do grupo (C
ou ST ou TCI ou TSI) a que este individuo pertencia. O valor de fold
change para cada um dos grupos analisados (C, ST, TCI, TSI) foi
calculado através da divisdo da média geométrica do AACq do
respectivo grupo com a média geométrica do AACq do grupo controle
(C). Os valores de fold change individuais foram analisados quanto a
sua normalidade utilizando-se o teste de normalidade Shapiro-Wilk,
disponivel no programa R, versao 3.0.

Diferencas nos niveis de transcricdo de GRP78/BiP entre os
diferentes grupos foram investigadas com o teste ndo-paramétrico
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparagdes multiplas Dunn. A
escolha do teste foi devido ao fato de que os requisitos necessarios para
a utilizacdo do teste paramétrico ANOVA (auséncia de outliers e
distribuicdo normal dos dados) foram violados. Dessa forma, foi
utilizada a versdo ndo-paramétrica deste teste, o teste Kruskal-Wallis.



37

As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando
p<0,05. As andlises estatisticas bem como os graficos foram realizados
utilizando-se o software GraphPad Prism, versio 5.01.

Os niveis da proteina GRP78/BiP em individuos HIV negativos e
HIV positivos sob diferentes esquemas terapéuticos foram avaliados em
trabalho anterior realizado no Laboratério de Imunologia Aplicada da
UFSC (BORSA, 2012). A correlacdo entre os niveis de RNAm de
GRP78/BiP e da proteina GRP78/BiP foi analisada através do teste ndo
paramétrico Spearman’s rank. Neste teste foram comparadas as médias
de fold change para cada um dos grupos analisados com as médias de
intensidade das bandas obtidas no Western Blot para cada um dos
grupos analisados, ambos em comparagdo ao grupo controle. Os dados
referentes a proteina GRP78/BiP foram normalizados com a utilizagdo
da proteina de referéncia PB-actina. As andlises estatisticas e os graficos
foram realizados utilizando-se o software GraphPad Prism, versao 5.01.
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4. RESULTADOS

A transcricio de GRP78/BiP em linfécitos T CD4" e mondcitos
oriundos de individuos HIV negativos e HIV positivos sob diferentes
esquemas terapéuticos foi avaliada através da metodologia de RT-qPCR,
fazendo-se uso de iniciadores especificos para GRP78/BiP. A avaliacdo
dos niveis de RNAm de GRP78/BiP foi realizada através da mensuragdo
destes em rela¢do aos niveis de RNAm dos genes de referéncia f2M e
GAPDH, cuja expressdo € constitutiva.

Amostras de sangue total foram coletadas de 35 individuos, os
quais foram divididos em quatro grupos. O primeiro grupo foi composto
por 10 individuos HIV negativos, que representavam o grupo controle
(O). O segundo grupo foi composto por 7 individuos HIV positivos, que
ndo recebiam tratamento antirretroviral (ST). O terceiro grupo foi
formado por 9 individuos HIV positivos sob tratamento antirretroviral
sem inibidor da protease (TSI). Por fim, o quarto grupo foi composto
por 9 individuos HIV positivos sob tratamento antirretroviral com
inibidor da protease (TCI).

Do sangue total destes individuos, foram separadas as
subpopulacdes celulares de linfécitos T CD4", mondcitos e linfécitos B.
Estes tdltimos ndo foram utilizados no presente trabalho por ndo serem
passiveis de infeccdo pelo HIV devido a auséncia do receptor CD4. A
avaliacdo da pureza das amostras foi realizada em estudo anterior,
obtendo-se para a amostra de linfécitos T CD4" pureza de 93,4% e para
a amostra de mondcitos pureza de 71,2% (BORSA, 2012). A partir das
subpopulacdes celulares de linfécitos T CD4" e mondcitos (1x10°
células), o RNA total foi extraido e quantificado. Para ambos os tipos
celulares, a quantidade de RNA total obtida foi muito varidvel (tabela
2).

Tabela 2. Variacio das concentracoes de RNA total extraido de linfécitos T
CD4" e mondcitos.

C ST TCI TSI
Linfocitos T 168ng- 288 ng- 480 ng- 372 ng-
CD4+ 2,52ug 2,33ug 1,32pg 5,68ug
- 432ng- 588 ng- 318 ng- 498 ng-
Mondcitos 2,11pg 3,86ug 3,43ug 2,71pg

A especificidade dos iniciadores utilizados foi confirmada por
meio de anelamento utilizando o programa BLAST e pela presenca de
um tdnico pico na curva de dissociacdo (Figura 2). Adicionalmente, ndo
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foram verificados dimeros de iniciadores pela andlise da curva
dissociacdo. A andlise da curva padrio demonstrou que todos os
iniciadores utilizados apresentaram boas eficiéncias de amplificacdo. A
curva padrio para o iniciador GRP78/BiP apresentou uma inclinag¢do da
reta de -3,366 , e portanto, de acordo com a férmula E=1(/nlinasao dareta_
1, este iniciador apresentou uma eficiéncia de amplificacio de 98%
(Figura 3). Para o iniciador GAPDH, essa inclinagdo foi de -3,406 ¢ a
eficiéncia de amplificagdo obtida a partir desta inclinacdo foi de 96,3%
(Figura 3). Por fim, a curva padrio do iniciador B2M apresentou uma
inclinagdo da reta de -3,291 e, portanto, este iniciador apresentou
eficiéncia de amplificacdo de 100,9% (Figura 3). Dessa forma, todos os
iniciadores apresentaram eficiéncias dentro do intervalo recomendado,
ou seja, eficiéncias entre 90% ¢ 110% (APPLIED BIOSYSTEMS,
2011).

Andlises posteriores comparando as eficiéncias dos iniciadores
demonstraram que estes apresentam eficiéncias compardveis, com
valores de inclinagdo da reta inferiores a 0,1 (APPLIED BIOSYSTEMS,
2011) (Figura 4). A comparagdo entre as eficiéncias de amplificacdo dos
iniciadores GRP78/BiP ¢ GAPDH resultou em uma inclinagdo da reta
de 0,04. A comparacdo das eficiéncias de amplificacdo da dupla de
iniciadores GRP78/BiP e f2M resultou em uma inclinacdo da reta de
0,074. Por fim, a comparagdo de eficiéncia dos iniciadores B2M e
GAPDH resultou em uma inclinagdo da reta de 0,115. Embora esta
dltima comparacdo ndo tenha apresentado uma inclinacdo da reta
inferior a 0,1, seu valor foi préximo ao valor exigido. Adicionalmente, a
comparagio das eficiéncias entre ambos os genes de referé€ncia nao foi
considerada relevante para este trabalho, uma vez que a transcri¢ao de
GRP78/BiP foi comparada com a transcri¢do dos genes f2M e GAPDH
e ndo foi feita comparacdo direta entre a transcri¢io do genes 2M e
GAPDH. Uma vez que os iniciadores apresentaram boas eficiéncias de
amplificacdo e sendo estas compardveis, foram atendidas todas as
exigéncias para o uso do método pAAce podendo este ser usado para as
analises de transcricio de GRP78/BiP.

A auséncia de amplificacdo nos controles negativos presentes em
todos os ensaios de qPCR realizados demonstra que ndo houveram
problemas de contaminagdo durante estes experimentos. Andlise do
coeficiente de variacdo entre os ensaios de qPCR realizados resultou em
variacdo inferior a 10%, demonstrando que as variagdes nos niveis de
RNAm néo foram devidas a varia¢des intrinsecas a técnica empregada.
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Curva padréao para célculo da eficiéncia do
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Figura 3. Curva padrao para avaliacdo da eficiéncia de amplificacao dos
iniciadores GRP78/BiP, GAPDH e B2M. No eixo x s@o apresentadas as 5
diferentes concentracdes de RNA de referéncia, em escala logaritimica,
utilizadas para a confeccdo da curva padrdo. No eixo y sdo apresentadas as
médias de ciclo quantitativos (Cq) obtidos, uma vez que cada amostra foi feita
em triplicata. A eficiéncia de amplificagcdo do iniciador foi calculada através da
férmula E=1 0— 1/inclinacdo da reta_ 1.
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Comparacao das eficiéncias dos iniciadores
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Figura 4. Comparacao das eficiéncias de amplificacido dos iniciadores
GRP78/BiP, GAPDH e B2M. No eixo x sdo apresentadas, em escala
logaritmica, as 5 diferentes concentracdes de RNA de referéncia utilizadas para
a confecgdo da curva padrdo. No eixo y sdo apresentados os valores obtidos
apo6s a subtragdo da média de ciclos quantitativos (Cqs) para cada dupla de
iniciadores.

A andlise dos Cqgs obtidos para cada uma das amostras testadas
no software RT? Profiler PCR Array Data Analysis resultou na excluséo
de 5 individuos nas amostras de linfécitos T CD4" e 8 individuos nas
amostras de mondcitos. Dos cinco individuos removidos das amostras
linfécitos CD4", 1 era pertencente ao grupo C, 1 ao grupo TCI e 3
pertenciam ao grupo TSI. Nas amostras de mondcitos, foram
consideradas outliers 1 amostra do grupo C, 1 amostra do grupo ST, 2
amostras do grupo TCI e 4 do grupo TSI. Uma vez tendo removido os
outliers, a andlise de normalidade dos dados demonstrou que nos
linfécitos T CD4", apenas o grupo TSI apresentou dados com
distribui¢do normal (p=0,06). Por outro lado, em mondcitos, nenhum
grupo apresentou valores cuja distribuicdo € normal.

A andlise da quantificacdo relativa dos niveis de RNAm de
GRP78/BiP em comparacdo aos niveis de RNAm dos genes de
referéncia GAPDH e p2M demonstrou um aumento da transcri¢do de
GRP78/BiP nos individuos HIV positivos quando comparados ao grupo
controle em ambos os tipos celulares avaliados (Figura 5). Entretanto,
esse aumento somente foi considerado estatisticamente significativo em
linfécitos T CD4" (p=0,0003). Adicionalmente, foi possivel verificar
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uma transcri¢do diferencial de GRP78/BiP nos diferentes esquemas
terapéuticos a que os individuos HIV positivos estdo submetidos. Os
linfécitos T CD4" oriundos de individuos HIV positivos sem tratamento
antirretroviral apresentaram transcricio de GRP78/BiP 10,5 vezes maior
do que aqueles oriundos de individuos HIV negativos. Esta diferenca foi
considerada significativa, uma vez que foi obtido um valor de p entre
0,01 e 0,05. Em linfécitos T CD4" provenientes de individuos HIV
positivos sob tratamento antirretroviral com inibidor da protease este
aumento foi de 26,2 vezes, em relagdo ao grupo controle. Em individuos
tratados sem inibidor da protease este aumento foi de 43,5 vezes,
quando comparado ao grupo controle. As andlises estatisticas
demonstraram que estas duas udltimas diferencas foram significativas,
com valores de p variando entre 0,001 e 0,01. Andlise das diferencas
observadas entre os grupos compostos por individuos HIV positivos
demonstrou que tais diferencas ndo sdo estatisticamente significativas (a
saber, comparagdo ST contra TCI; ST contra TSI; e TCI contra TSI).

Nas amostras de mondcitos foi observada a mesma tendéncia de
aumento na transcricdo de GRP78/BiP nos individuos HIV positivos
quando comparados com o grupo controle, composto por individuos
HIV negativos (Figura 5). Porém, esta diferenca ndo foi considerada
estatisticamente significativa, uma vez que p>0,05. Nestas amostras, foi
verificado um grande aumento na transcricdo de GRP78/BiP no grupo
de individuos HIV positivos sob tratamento antirretroviral sem inibidor
da protease, compativel com o que foi verificado em linfécitos T CD4".
Nos individuos HIV positivos sem tratamento houve um aumento de 5,8
vezes nos niveis de RNAm de GRP78/BiP em relacdo ao grupo
controle. Nos individuos HIV positivos sob tratamento antirretroviral
com inibidor da protease este aumento foi de 5,25 vezes. Por fim, nos
individuos tratados sem inibidor da protease houve um aumento de 14,2
vezes na transcricdo de GRP78/BiP. Da mesma forma que em linfécitos
T CD4", as diferengas verificadas entre 0s grupos compostos por
individuos HIV positivos nas amostras de mondcitos ndo foram
consideradas estatisticamente significativas.

A andlise de correlagdo entre os niveis de RNAm de GRP78/BiP
e os niveis proteicos de GRP78/BiP, estes tltimos obtidos por Borsa
(2012), demonstrou uma correlagdo positiva em ambos o0s tipos
celulares, linfécitos T CD4" e mondcitos (Figura 6). Essa correlagdo foi
considerada estatisticamente significativa, uma vez que em linfécitos T
CD4" foi obtido um valor de p<0,0001 e em mondcitos um valor de
p=0,0261. A correlacdo foi demonstrada ser mais forte em linfécitos T
CD4" (r=0,9930) do que em mondcitos (r=0,6364). Em linfécitos T
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CD4', aumentos nos niveis de RNAm de GRP78/BiP foram
acompanhados por aumentos nos niveis proteicos de GRP78/BiP em
todos os grupos avaliados. Em mondcitos, essa correlacdo foi mais
evidente no grupo TSI do que nos demais grupos.
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Figura 5. Niveis de RNAm de GRP78/BiP em relac¢iao aos niveis de RNAm
dos genes de referéncia GAPDH e B2M em linfécitos T CD4* e em
monocitos. Os resultados estdo apresentados como médias + desvio padrio e
estdo expressos como alteragdes nos niveis de RNAm de GRP78/BiP em
individuos HIV positivos quando comparadas ao grupo controle. Um asterisco
representa valor de p entre 0,01 e 0,05; dois asteriscos representam valores de p
entre 0,001 e 0,01. C: individuos HIV negativos; ST: individuos HIV positivos
sem tratamento antirretroviral, TCI: individuos HIV positivos com tratamento
antirretroviral com inibidor da protease; TSI: individuos positivos com
tratamento antirretroviral sem inibidor da protease.
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Figura 6. Correlaciio entre os niveis de RNAm de GRP78/BiP e proteina
GRP78/BiP em linfécitos T CD4" e mondécitos. No eixo x estdo representados
os valores referentes a transcricdo de GRP78/BiP, os quais representam o fold
change médio em relagdo ao grupo controle. No eixo y estdo representados os
resultados de traducdo de GRP78/BiP, os quais representam valores de
intensidade médio das bandas visualizadas no Western Blot com relacdo ao
grupo controle. A normalizagdo dos valores de RNAm foi realizada utilizando-
se os genes de referéncia GAPDH e f2M, ao passo que a normaliza¢do dos
valores de proteina foi realizada utilizando-se a proteina actina. Em cada um
dos grupos estdo apresentados a média mais o erro padrdo, a média e a média
menos o erro padrdo. C: individuos HIV negativos; ST: individuos HIV
positivos sem tratamento antirretroviral; TCIL: individuos HIV positivos sob
tratamento antirretroviral com inibidor da protease; TSI: individuos positivos
sob tratamento antirretroviral sem inibidor da protease.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a transcri¢do da chaperona GRP78/BiP
em linfécitos T CD4" e mondcitos provenientes de individuos HIV
positivos sob diferentes esquemas terapéuticos em comparacdo aos
individuos HIV negativos através da metodologia de RT-qPCR. Os
diferentes esquemas terapéuticos incluidos neste estudo foram a
auséncia de tratamento, tratamento antirretroviral com inibidor da
protease e tratamento antirretroviral sem inibidor da protease.

A avaliacdo da pureza das amostras contendo linfécitos T CD4" e
mondcitos (BORSA, 2012) demonstrou que a metodologia empregada
para a separagdo destas subpopulacdes celulares a partir das amostras de
sangue total dos individuos avaliados foi adequada para esta proposta.
Por outro lado, a metodologia empregada para extragdo do RNA total
mostrou-se ineficiente para este fim, uma vez que foram obtidas
concentragdes totais de RNA muito varidveis, além de muito baixas em
algumas amostras. Um fator que pode ter contribuido para o baixo
rendimento do processo de extracdo do RNA foi o pequeno volume de
lisado celular utilizado, sendo este de apenas 100 ul. A metodologia de
RT-gqPCR, por sua vez, mostrou-se adequada para a avaliagdo da
transcricdo de GRP78/BiP. A escolha desta técnica foi baseada na sua
especificidade e sensibilidade (HUGGETT et al., 2005), fornecendo
assim uma acurada quantificacdo dos niveis de RNAm. Dessa forma,
embora tenham sido obtidas baixas concentra¢des de RNA total em
algumas amostras, a metodologia de RT-qPCR pode ser considerada
sensivel o suficiente para amplificar pequenas quantidades de material
inicial.

A quantifica¢do dos niveis de RNAm de GRP78/BiP em relagdo
aos genes de referéncia f2M e GAPDH demonstrou um aumento
significativo na transcricio de GRP78/BiP em linfécitos T CD4"
provenientes de individuos HIV positivos em comparacdo aos
individuos HIV negativos. Esse aumento transcricional de GRP78/BiP
pode ser um indicativo de estresse no RE e consequente ativacdo da via
UPR em linfécitos T CD4" em decorréncia da infeccdo pelo HIV. Isso
porque as infecgdes virais t€m sido apontadas como uma das causas de
desequilibrio das fun¢des normais do RE. Para assegurar que a infecg¢ao
seja eficiente, os virus demandam a sintese de uma grande quantidade de
proteinas. Essa sintese ocorre no RE, organela que ¢é também
responsavel pelo dobramento e algumas modificagbes pds-traducionais
destas proteinas. Dessa forma, durante a infec¢do viral hd uma
sobrecarga das funcdes do RE, o que pode resultar em um acimulo de
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proteinas mal dobradas no seu interior (HE, 2006; KIM; XU; REED,
2008).

O actimulo de proteinas mal dobradas no limen do RE ¢
detectado através da dissociacio de GRP78/BiP das proteinas
transmembrana do RE: IRE1, PERK e ATF6. Em condi¢des normais, a
chaperona GRP78/BiP interage com estas proteinas, mantendo-as em
um estado inativo. Entretanto, em condi¢des de estresse no RE e
consequente acimulo de proteinas mal dobradas, GRP78/BiP dissocia-
se, interagindo preferencialmente com proteinas mal dobradas. Uma vez
desfeita a interacdo, IRE1, PERK e ATF6 estardo livres para serem
ativados, ativando vias de sinalizagdo denominadas coletivamente como
UPR (WALTER; RON, 2011).

A ativacdo da via UPR busca restabelecer a homeostasia do RE
através de controles transcricionais e traducionais. Para tanto, sua
ativacdo leva a producdo de fatores de transcricdo, os quais atuardo em
promotores de genes especificos conduzindo a um aumento da
expressdo de chaperonas (WALTER; RON, 2011), aumento da sintese
de lipidios (SCHRODER; KAUFMAN, 2006) ¢ a um aumento da
degradacdo de proteinas mal dobradas (SMITH; PLOEGH;
WEISSMAN, 2011). Além disso, ha a inibi¢do da sintese proteica,
havendo traducao seletiva dos RNAm codificantes para genes alvo da
via UPR. Embora os trés elementos regulatérios da via UPR, IREl,
PERK e ATF6 desencadeiem diferentes vias de sinalizagdo, suas agoes
convergem para o aumento da transcricio de GRP78/BiP. Por esse
motivo, o aumento da transcricdo desta chaperona tem sido considerado
um indicativo de estresse no RE e consequente ativacdo da via UPR
(LEE, 2005).

Nas condicdes descritas acima, GRP78/BiP desempenha
importante papel no restabelecimento da homeostasia do RE por auxiliar
o correto dobramento de proteinas e direcionar proteinas que falham em
atingir sua conformacdo madura a degradagdo em proteassomos
(HENDERSHOT, 2004). Caso a ativacdo da via UPR ndo seja suficiente
para o restabelecimento das fung¢des normais do RE, mecanismos
apoptdticos podem ser ativados (COSTA; DA ROSA; DE CAMARGO,
2011). No contexto das infec¢des virais, a morte celular resultante da
ativacdo da via UPR tem sido considerada como sendo um mecanismo
evolutivo para evitar a dissemina¢do do virus para as células vizinhas
contendo, dessa forma, a infeccdo (XU; BAILLY-MAITRE; REED,
2005).

Pelo fato da replicagdo viral depender do correto funcionamento
do RE, a via UPR desempenha um importante papel para a manutengao
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da infecgdo viral. Porém, alguns mecanismos regulatdrios resultantes
desta ativagdo sdo desfavordveis a replicacdo viral. Estes incluem a
inibi¢do da sintese de proteinas e a degradacdo de proteinas mal
dobradas. Embora proteinas mal dobradas nido sejam funcionais, o
aumento da expressdo de chaperonas poderia favorecer o correto
dobramento das proteinas virais, ndo sendo necessaria a sua degradacao.
Dessa forma, a via UPR pode ser modulada pelos virus a fim de néo sé
garantir a replicacdo viral, mas também torna-la mais eficiente. De fato,
diversos estudos t€ém demonstrado que os virus possuem diferentes
mecanismos para regular de maneira seletiva a atuagdo de alguns
componentes da via UPR. Alguns exemplos incluem os virus HCV,
CMV, DENV e HBV.

No contexto do HIV, a indugio da expressdo de GRP78/BIiP seria
benéfica a replicacdo viral considerando as propriedades atribuidas a
esta chaperona. Primeiramente GRP78/BiP facilitaria o dobramento e
montagem das proteinas virais. Segundo, ela detectaria proteinas virais
mal dobradas e poderia fazer com que estas proteinas atinjam a sua
correta conformacdo, evitando que proteinas ndo funcionais componham
o virus (HENDERSHOT, 2004). Terceiro, ela impediria a ativagdo de
mecanismos apoptéticos, o que evitaria a disseminacdo do virus para as
células vizinhas (XU; BAILLY-MAITRE; REED, 2005). Dessa forma,
0 aumento na transcricio de GRP78/BiP em individuos HIV positivos
pode ser explicado pelo fato de GRP78/BiP desempenhar um importante
papel na replicacdo deste virus.

GRP78/BiP € capaz de ligar-se a proteinas durante a sua
translocacdo para o interior do RE. Dessa forma, ela impede a formagdo
de agregados e mantém as proteinas recém-sintetizadas em uma
conformacio que facilite o seu correto dobramento. A proteina do HIV
gpl60 ¢ sintetizada e translocada para o limen do RE onde ocorrem os
eventos de glicosilacdo, formagdo de pontes dissulfeto e aquisicdo de
estrutura tridimensional que a torne competente para interagir com o
receptor de superficie celular CD4. Do momento de translocagdo para o
interior do RE até a completa aquisi¢do da estrutura madura, gpl60
interage de maneira ndo-covalente com GRP78/BiP. Essa interacio
embora ndo seja considerada sequéncia-especifica, ocorre em sitios
localizados em regides conservadas de gpl60. RegiGes estas que
somente estdo disponiveis no momento anterior ao dobramento protéico.
Dessa forma, tem-se sugerido que a interacdo de GRP78/BiP com gp160
desempenhe importante papel na prevencdo de agregacdo, além de
auxiliar o correto dobramento desta protefna viral (EARL; MOSS;
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DOMS, 1991; KNARR et al, 1999; LAND; ZONNEVELD;
BRAAKMAN, 2003).

Uma vez que a proteina gpl60 tenha atingido sua conformagio
madura, esta é exportada para o aparelho de Golgi onde € clivada nas
proteinas gp120 e gp41. Gp120 € responsdvel pela adsor¢do do virus ao
receptor CD4 presente na superficie da célula hospedeira, enquanto
gp41 medeia a fusdo do envelope viral com a membrana plasmatica da
célula hospedeira (DALGLEISH et al., 1984). A adsorciao do virus ao
receptor celular CD4 somente é possivel diante de um correto
dobramento da proteina gpl60, demonstrando a importancia de
GRP78/BiP para o evento inicial de infec¢do pelo HIV (EARL; MOSS;
DOMS, 1991). Adicionalmente, foi observado que o dobramento de
gp160 no limen do RE ocorre de maneira extremamente lenta quando
comparado ao tempo requerido por outras proteinas cujo dobramento
também ocorre no RE (LAND; ZONNEVELD; BRAAKMAN, 2003).
Dessa forma, gp160 reside por um longo periodo de tempo no limen do
RE, requerendo uma associacdo prolongada com GRP78/BiP, o que
sustentaria a necessidade de uma producdo aumentada de GRP78/BiP.
De fato, a meia-vida de interagdo entre gp160 ¢ GRP78/BiP foi estimada
ser de 30 minutos (OTTEKEN; EARL; MOSS, 1996).

Somado ao fato da demora para aquisicdo da conformacdo
tridimensional precisa, que requer uma associacdo prolongada com a
chaperona GRP78/BiP, foi também observada uma interagcdo
permanente entre GRP78/BiP e gp160 (EARL; MOSS; DOMS, 1991).
Isso demonstra que algumas proteinas falham em adquirir a sua
conformacdo madura, fato que retém as chaperonas por um periodo de
tempo maior. Dessa forma, em situacoes de elevada sintese de proteinas,
como ocorre durante a infeccdo viral, é requerido uma grande
quantidade de chaperonas para auxiliar as proteinas recém-sintetizadas a
atingirem a sua conformacgfo correta. Porém, se as chaperonas estdo
confinadas a interacdes com proteinas mal dobradas, faz-se necessaria
uma sintese aumentada destas chaperonas. Caso contrario, as proteinas
mal dobradas serdo direcionadas a degradagao, reduzindo a producio de
particulas virais.

Outra vantagem do aumento da transcri¢do de GRP78/BiP para a
replicacio do HIV refere-se a sua propriedade anti-apoptdtica. Ao
impedir a morte da célula hospedeira, GRP78/BiP ajuda a manter a
replicacdo viral e favorece a disseminacdo das particulas virais para
infectarem as células vizinhas. Foi demonstrado que GRP78/BIiP é capaz
de ligar-se a procaspase 7, impedindo a sua clivagem e consequente
ativacdo, bloqueando, portanto, a ativacdo dos mecanismos apoptiticos
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desencadeados pela ativagdo desta proteina (REDDY er al., 2003).
Adicionalmente, foi verificado que o aumento da expressio de
GRP78/BiP € capaz de suprimir a apoptose induzida por BIK (BCL-2-
interacting killer) em células mamarias humanas cancerosas (ZHOU et
al., 2011). BIK é uma proteina presente na membrana do RE e atua
regulando a liberacdo de calcio do RE, interagindo com proteinas que
promovem a rapida liberagdo de citocromo ¢ da mitocOndria e ativando
caspases (MATHAI, GERMAIN; SHORE, 2005). Dessa forma, a
atuagdo de BIK conduz a célula a apoptose. A interacdo de GRP78/BiP
com BIK, porém, impede que este exerca suas fungdes, resultando na
inibicdo da apoptose (ZHOU et al., 2011). De fato, knockdown de
GRP78/BiP resultou em apoptose em células pancredticas durante o
processo patologico de pancreatite (LIU er al.,, 2014a). Em células
tumorais, knockdown de GRP78/BiP resultou em aumento da
sensibilidade destas células ao tratamento (LI; LEE, 2006). Por esses
motivos, a expressio de GRP78/BiP é mantida a niveis basais na
maioria dos o6rgdos adultos, sendo fortemente induzida em células
tumorais a fim de manter a sobrevivéncia tumoral (LI; LEE; LEE,
20006).

Os mecanismos apoptoticos desencadeados pela ativagdo da via
UPR sido decorrentes da producdo do fator de transcricio CHOP. Este
fator atua reduzindo drasticamente os niveis celulares do fator anti-
apoptético BCL-2 (B-cell CLL/lymphoma 2) (LIU et al., 2014b). BCL-2
atua suprimindo a liberacdo de calcio do RE e consequentemente
suprimindo a ativacdo de mecanismos apoptdticos. Além disso, BCL-2
interage com o fator apoptdtico BIK, regulando-o. A diminui¢do dos
niveis celulares de BCL-2 resultantes da producdo do fator de
transcricdo  CHOP, faz com que BIK esteja livre para atuar
potencializando a liberacdo de citocromo ¢ da mitocOndria, iniciando o
mecanismo intrinseco de morte celular.

A infeccdo pelo HIV requer a sintese de uma grande quantidade
de proteinas virais. Dessa forma, a infec¢do pelo HIV pode resultar em
estresse no RE e consequente ativagdo da via UPR. Nesse contexto, a
via UPR pode ser mantida ativa por um tempo prolongado, podendo
desencadear mecanismos apoptéticos. Entretanto, a manutencdo da
replicacio do HIV depende da sobrevivéncia da célula hospedeira.
Dessa forma, um aumento transcricional de GRP78/BiP em células
infectadas pelo HIV, resultaria em uma maior interagdo desta chaperona
com BIK, impedindo que este ative mecanismos apoptdticos. Diante do
exposto, um aumento transcricional de GRP78/BiP em células
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infectadas é também justificado como uma maneira de favorecer a
disseminagdo viral ao impedir a apoptose da célula hospedeira.

Outro fator que tem sido apontado como causa de estresse no RE
e consequente ativacdo da via UPR é a administracdo de farmacos
antirretrovirais. No presente estudo, a transcricdo de GRP78/BiP foi
avaliada com relagdo a presenga ou auséncia do tratamento
antirretroviral, bem como o tratamento antirretroviral contendo ou nao
inibidor da protease. Como resultado, foi observado um aumento
significativo da transcricio de GRP78/BiP nos linfécitos T CD4"
oriundos de individuos HIV positivos sem tratamento antirretroviral
quando comparados ao grupo controle (10,5 vezes). Aumento maior foi
verificado nos individuos HIV positivos sob tratamento antirretroviral
com inibidor da protease em comparacdo aos niveis de RNAm de
GRP78/BiP nos individuos HIV negativos (26,2 vezes). Por fim, os
individuos HIV positivos sob tratamento antirretroviral sem inibidor da
protease demonstraram o maior aumento da transcri¢io de GRP78/BiP
em comparacdo aos individuos HIV negativos (43,5 vezes). Porém,
embora este aumento tenha sido significativo com relagcdo ao grupo
controle, a comparacdo miltipla entre os grupos revelou que as
diferencas  observadas entre eles ndo foram consideradas
estatisticamente significativas. Isso sugere, portanto, que o aumento da
transcricio de GRP78/BiP observado em linfécitos T CD4" ndo foi
relacionado a presenca de tratamento antirretroviral nem ao esquema
terapéutico utilizado.

A andlise das diferencas observadas nos niveis de RNAm de
GRP78/BiP entre o grupo contendo individuos HIV positivos sob
tratamento antirretroviral com inibidor da protease e o grupo contendo
individuos HIV positivos sob tratamento antirretroviral sem inibidor da
protease revelou que tais diferengas ndo sdo estatisticamente
significativas (p> 0.05). Isso indica que a presenga de inibidor da
protease ndo interferiu na transcricilo de GRP78/BiP. No Brasil, o
tratamento antirretroviral inicial compreende o uso combinado de trés
farmacos: dois inibidores da transcriptase reversa analogos de
nucleosideos e nucleotideos (ITRN/ITRNt) somada a presen¢a ou de um
inibidor da transcriptase reversa nio andlogo de nucleosideo (ITRNN)
ou de um inibidor da protease reforcado com ritonavir (IP/r)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

O emprego de inibidores de protease tem sido associado a
disturbios no metabolismo de lipidios, sendo os efeitos adversos mais
comuns a lipodistrofia, a hiperlipidemia e a resisténcia a insulina (HUI,
2003). A administracdo de doses terapéuticas dos inibidores da protease
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atazanavir e ritonavir em macrofagos e hepatdcitos murinos resultou em
ativacdo da via UPR e inducdo de apoptose celular (ZHOU et al., 2005;
ZHOU et al., 2006). A ativacio da via UPR em macréfagos foi
resultante de um actimulo de colesterol livre intracelular e redugdo nos
estoques de cdlcio do RE (ZHOU et al., 2005). A administracdo de
doses clinicas dos inibidores da protease indinavir, ritonavir, nelfinavir
ou amprenavir em células beta do pancreas de camundongo resultou em
inibicdo da liberacdo de insulina estimulada por glicose (KOSTER et
al., 2003). Adicionalmente, a administracdo de doses terapéuticas de
ritonavir resultou na inducio de estresse no RE e ativagcdo da via UPR
em células derivadas de sarcoma humano (KRAUS et al., 2008).

Diante do exposto, € possivel verificar que diversos estudos
apontam a ativacdo da via UPR em decorréncia da administracdo de
inibidores da protease. Porém, cabe ressaltar que a maioria dos estudos
ndo foi realizada em células humanas, nao havendo, portanto, estudos de
administragdo da droga antirretroviral em conjunto com a infec¢do pelo
HIV. No presente estudo nido foram coletados dados dos pacientes com
relacdo aos farmacos antirretrovirais utilizados, ndo sendo possivel,
portanto, fazer uma correlacio com esses estudos anteriores.
Adicionalmente, ndo hd estudos mostrando o efeito da administracdo de
inibidores da protease em linfécitos T CD4".

Outro esquema terapéutico utilizado por individuos HIV
positivos faz uso dos ITRNN ao invés dos inibidores da protease. Os
estudos realizados com estes medicamentos também indicam a ativagao
da via UPR, porém o estresse resultante do emprego destes farmacos
mostrou-se diferente daquele visualizado quando sdo administrados
inibidores da protease. Isso porque foi demonstrado que a administragcao
dos ITRNN, além de resultar em distirbios no metabolismo de lipidios,
¢ também téxica para a mitocondria. Estudo realizado com o farmaco
efavirenz, um dos ITRNN mais utilizados no tratamento antirretroviral,
demonstrou que sua administragdo resultou em disfungdo mitocondrial
seguida por disfuncdo do RE em hepatdcitos humanos (APOSTOLOVA
et al., 2013). Estudo anterior, também realizado em hepatdcitos
humanos, indicou que a administracdo de efavirenz afeta diretamente a
funcdo da mitocOndria por induzir uma diminuicdo do potencial de
membrana, aumentar a massa mitocondrial, bem como aumentar a
producdo de superéxido seguido por reducdo no contetido celular de
glutationa (APOSTOLOVA et al., 2010). Dessa forma, ha um aumento
na producio de espécies reativas de oxigénio e diminui¢cdo da protecdo
celular contra tais compostos, implicando em estresse oxidativo. Outro
estudo sugere que as alteracdes na mitocondria em decorréncia da
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administragdo de efavirenz sdo atribuidas a inibi¢do especifica do
complexo I da cadeia respiratéria. Tal interferéncia resulta em acimulo
de lipidios no citoplasma e pode estar associado ao fato de que, posterior
a disfuncdo da mitocdndria, ocorra também disfuncdo do RE (BLAS-
GARCIA et al., 2010). A administragdo de efavirenz resultou em um
aumento na expressio de GRP78/BiP, o qual foi dependente da
concentracdo de efavirenz administrado. Esse aumento na expressdo da
chaperona GRP78/BiP foi reduzido em hepatdcitos cujas mitocondrias
foram removidas. A administra¢do dos inibidores da protease ritonavir e
lopinavir ndo resultou em toxicidade na mitocondria (APOSTOLOVA
et al., 2013), reforcando o fato de que apenas os ITRNN sao téxicos a
mitocondria.

Diante do exposto, é possivel verificar que a utilizacdo de
tratamento antirretroviral induz o estresse no RE e como consequéncia
implica na ativacdo da via UPR. Entretanto, a comparacdo dos niveis de
RNAm de GRP78/BiP entre o grupo sem tratamento antirretroviral € o
grupo com tratamento antirretroviral sem inibidor da protease
demonstrou que as diferencas observadas ndo foram consideradas
estatisticamente significativas. Adicionalmente, a comparagdo entre o
grupo sem tratamento antirretroviral € o grupo com tratamento
antirretroviral com inibidor da protease demonstrou o mesmo resultado.
Portanto, os dados obtidos no presente estudo indicaram que a presenga
de tratamento, independente do esquema terap€utico utilizado, nao
resultou em aumento da transcri¢do da chaperona GRP78/BiP.

Primeiramente, cabe destacar que a escolha do esquema
terapéutico bem como dos farmacos que irdo compo-lo é dependente da
condi¢do de sadde do paciente, da sua adesdo ao tratamento, bem como
da sua resposta frente ao tratamento. Dessa forma, o tratamento utilizado
€ muito heterogéneo, podendo cada individuo analisado no presente
estudo fazer uso de diferentes farmacos antirretrovirais. Adicionalmente,
o tratamento antirretroviral tem por objetivo a inibicdo da replicagcao
viral, mantendo a carga viral baixa ou mesmo indetectdvel. Dessa forma,
individuos que fazem uso de tratamento antirretroviral devem apresentar
baixas taxas de replicac¢do viral e, portanto, o estresse no RE pode ndo
ser comparavel ao de individuos HIV positivos que ndo fazem uso da
mesma terapia. Entretanto, no presente estudo ndo foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos contendo
individuos tratados e ndo-tratados. Isso pode ser explicado pelo fato de
que os individuos ndo-tratados avaliados neste estudo também poderiam
apresentar baixas taxas de replicacdo viral, uma vez que eles nio faziam
uso do tratamento antirretroviral por apresentarem contagem de
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linfécitos T CD4" superior a 500 células/mm? (MINISTERIO DA
SAUDE, 2013).

Dessa forma, é possivel concluir que a infec¢do pelo HIV
resultou em um aumento da transcricio de GRP78/BiP em linfécitos T
CD4*. Esse aumento ndo foi relacionado ao tratamento antirretroviral,
pelo fato de que individuos ndo tratados também o apresentaram. Uma
possivel explicagio € o fato dos individuos de ambos os grupos, tratados
e ndo tratados, poderem apresentar produgdes virais similares e,
portanto, o estresse no RE e consequente ativa¢do da via UPR sejam
comparaveis. Adicionalmente, ndo ha estudos dos efeitos da
administracio de firmacos antirretrovirais em linfécitos T CD4", de
modo que nao € possivel atribuir a estes farmacos a inducao de estresse
no RE destas células.

A andlise da transcricdio de GRP78/BiP em mondcitos
provenientes de individuos HIV positivos ndo demonstrou diferenca
estatisticamente significativa quando comparado aos individuos HIV
negativos.  Adicionalmente, ndo foram verificadas diferencas
estatisticamente significativas quando os grupos compostos por
individuos HIV positivos sob tratamento antirretroviral foram
comparados ao grupo contendo individuos HIV positivos sem
tratamento antirretroviral. Da mesma forma, ndo foram visualizadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos contendo
individuos sob diferentes esquemas terapéuticos. Um fator que pode ter
contribuido para esse resultado foi o baixo tamanho amostral para essa
subpopulagdo celular. Em comparagdo aos linfécitos T CD4", os
mondcitos apresentaram uma quantidade maior de outliers e, dessa
forma, uma maior quantidade de individuos foram excluidos das
analises.

Por fim, a analise de correlacdo entre a transcricdo e a tradugio
de GRP78/BiP em linfécitos T CD4" e mondcitos demonstrou uma
correlagdo positiva e estatisticamente significativa. Dessa forma, os
aumentos nos niveis de RNAm codificante para GRP78/BiP verificados
em linfécitos T CD4" também resultaram em aumentos na producio da
proteina GRP78/BiP. Em mondcitos, a correlacdo ndo foi tdo evidente
quanto nos linfécitos T CD4", sendo verificada principalmente nos
individuos HIV positivos sob tratamento antirretroviral sem inibidor da
protease. A importancia dessa analise de correlagdo reside no fato de
que um aumento de transcricdo ndo necessariamente implica em
aumento da traducdo. O oposto é da mesma maneira verdadeiro, pois
muitos RNAm t€m a eficiéncia de tradugdo aumentada, de modo que
aumentos na producdo de proteina nio sdo acompanhados de aumentos
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na transcricdo. Adicionalmente, embora a produgdo da chaperona
GRP78/BiP seja necessdria para o restabelecimento da homeostasia do
RE em condi¢des de estresse, a ativagdo da via UPR resulta em um
aumento transcricional de GRP78/BiP. Dessa forma, para se avaliar a
ativacdo da via UPR através de GRP78/BiP, é necessdrio avaliar o
aumento transcricional desta chaperona. De fato, os estudos envolvendo
a ativagdo da via UPR cuja avaliagdo se d4 através da expressdo das suas
proteinas constituintes ou proteinas cuja expressdo ¢ aumentada em
decorréncia desta ativagdo, sdo feitos tanto a nivel transcricional quanto
traducional. Da analise de correlagdo é possivel concluir que o aumento
dos niveis de RNAm codificantes para GRP78/BiP em linfécitos T
CD4" foi acompanhado por um aumento da tradugiio destes RNAm. Os
mondcitos, embora, também tenham apresentado essa correlagdo
positiva, esta foi considerada mais fraca do que aquela verificada nos
linfécitos T CD4".

A avaliacdo de outras moléculas cuja expressdo € influenciada
pela ativacdo da via UPR é necessdria para um maior entendimento
acerca da via UPR em células infectadas pelo HIV. Porém, a presencga
de um aumento nos niveis de RNAm e proteina GRP78/BiP sdo um
indicativo de que a infeccdo pelo HIV resulta em estresse no RE e
consequentemente leva a ativacdo da via UPR. Uma maior produgao da
chaperona GRP78/BiP € vantajosa para o HIV, uma vez que o correto
dobramento da proteina gpl60 e consequentemente sua fungdo sdo
dependentes da atuac@o desta chaperona. Considerando a funcdo de
adsorc¢do viral desempenhada por uma das proteinas originadas a partir
da clivagem de gp160, a sua funcionalidade é imprescindivel para que
ocorra a infeccdo. GRP78/BiP também detecta proteinas virais mal
dobradas e auxilia o seu correto dobramento, garantindo a sua
funcionalidade. Caso a correta conformagdo ndo seja atingida,
GRP78/BiP induz a degradacdo dessas proteinas mal dobradas nos
proteassomos, impedindo que sejam formadas particulas virais contendo
proteinas ndo funcionais. Adicionalmente, GRP78/BiP atua inibindo a
apoptose, impedindo que a morte da célula hospedeira impeca a
replicacdo viral.

Dessa forma, GRP78/BiP pode ser considerada um potente alvo
terapéutico para o combate a infeccdo pelo HIV. Embora a terapia
antirretroviral disponivel no momento seja composta por um amplo
espectro de farmacos e tenha prolongado e melhorado a vida dos
individuos HIV positivos, seu uso tem sido associado a diversos efeitos
adversos. Dessa forma, faz-se necessdria a busca por alvos terapéuticos
alternativos ao tratamento disponivel atualmente.
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6. SUMARIO DE RESULTADOS

1. A metodologia de RT-qPCR mostrou-se adequada para avaliar
os niveis de RNAm codificante para GRP78/BiP em comparacgdo aos
niveis de RNAm codificantes para os genes de referéncia GAPDH e
B2M em linfécitos T CD4" e mondcitos.

2. Os iniciadores utilizados neste estudo mostraram-se especificos
para a sequéncia alvo, além de apresentarem boas efici€ncias de
amplificagdo.

3. A quantificagdo dos niveis de RNAm codificante para
GRP78/BiP em relacdo aos genes de referéncia f2M e GAPDH
demonstrou um aumento significativo na transcricdo de GRP78/BiP em
linfécitos T CD4" provenientes de individuos HIV positivos em
comparag¢io aos individuos HIV negativos.

4. A andlise das diferencas observadas nos niveis de RNAm
codificante para GRP78/BiP em linfécitos T CD4" nos diferentes grupos
compostos por individuos HIV positivos (ST, TCI, TSI) demonstrou que
estas diferencas ndo sdo estatisticamente significativas.

5. Nio foi observado aumento significativo na transcricio de
GRP78/BiP em mondcitos provenientes de individuos HIV positivos
quando comparados ao grupo controle.

6. Nado foram observadas diferencas estatisticamente
significativas nos niveis de RNAm codificantes para GRP78/BiP em
mondcitos quando os grupos compostos por individuos HIV positivos
(ST, TCI e TSI) foram comparados entre si.

7. A andlise de correlagdo entre os niveis de RNAm codificante
para GRP78/BiP e niveis proteicos de GRP78/BiP demonstrou que o
aumento transcricional foi acompanhado por um aumento traducional
desta chaperona.

8. A correlagdo transcricional e traducional de GRP78/BiP
mostrou-se mais forte em linfécitos T CD4" do que em mondcitos,
embora em ambos ela tenha sido considerada estatisticamente
significativa.
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7. PERSPECTIVAS

Para um maior entendimento acerca do efeito da infec¢do pelo
HIV na ativacdo da via UPR, faz-se necessdria a avaliacdo da
transcricdo de genes codificantes para outros componentes da via UPR.
Uma boa opg¢do € a avaliacdo da transcricdo do fator de transcri¢do
XBP1, uma vez que sua producgio ¢é induzida em decorréncia da ativagao
das vias de sinalizagdo desencadeadas por IRE1 e ATFb6.
Adicionalmente, poderia ser avaliada a transcri¢do dos demais fatores de
transcri¢do: ATF4 e ATF6. Dessa forma, seria possivel ter um panorama
geral da ativacdo da via UPR.

A fim de avaliar a transcricio de GRP78/BiP em células que
contenham a influéncia do farmaco antirretroviral, mas ndo do HIV,
serdo realizados ensaios de qPCR com as amostras de linfécitos B.
Dessa forma, sera possivel verificar se o aumento transcricional de
GRP78/BiP verificado em individuos tratados quando comparados ao
grupo controle, foi devido apenas a infec¢do pelo HIV ou a presencga do
tratamento antirretroviral.
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PROJETO DE PESQUISA

IMPACTO DA INFECCAO PELO HIV SOBRE A VIA UPR
(UNFOLDED PROTEIN RESPONSE) EM CELULAS DE
INDIVIDUOS HIV POSITIVOS

RESPONSAVEL: PROF. DR. AGUINALDO R. PINTO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

Justificativa: Quando uma pessoa ¢ infectada por um virus, as
células do corpo procuram se defender deste invasor. Esta defesa tem
como objetivo evitar que o virus se multiplique dentro da célula. Além
disso, todo vez que uma célula é invadida por um virus o seu
funcionamento € bastante alterado. Para fazer com que a célula volte a
funcionar normalmente ela produz alguns fatores, conhecidos como
fatores de resposta ao estresse. Virus como o da hepatite C e o do herpes
sdo oportunistas e utilizam estes fatores em seu préprio beneficio. Com
isso eles sdo capazes de escapar da defesa da célula e produzir muitos
novos virus. Quando se descobre quais fatores de defesa contra o
estresse sdo afetados pelos virus é possivel desenvolver novos remédios,
ajudando no tratamento de pessoas infectadas. Ndo existe nenhuma
informagdo ainda sobre como o virus HIV, causador da AIDS, se
comporta diante destes fatores de resposta ao estresse da célula. O virus
HIV destréi células que fazem parte da defesa do organismo e por isso
pessoas infectadas acabam perdendo sua protecdo natural contra
diversas doencas. E importante dizer que mesmo com a grande
quantidade de estudos sobre o HIV ainda ndo existe um tratamento
totalmente eficaz contra a infecg¢do. Este estudo pretende identificar se o
HIV também manipula alguns fatores de resposta ao estresse nas
células. Para isso vamos comparar a presenga destes fatores em células
do sangue de pessoas ndo infectadas (grupo controle) e infectadas pelo
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HIV. Dessa forma, os resultados deste estudo tém grande potencial de
gerar novas informagdes que poderdo ser utilizadas na producdo de
novos remédios mais eficientes contra o virus, ajudando milhdes de
pessoas. Vocé estd sendo convidado a participar deste projeto, sendo sua
participacdo muito importante para que ele se torne possivel, mas
podendo vocé decidir se deseja participar ou néo.

Procedimento: Se vocé voluntariamente decidir participar deste
estudo, apds ter lido o termo de consentimento, deverd autorizar o
acesso a informagdes do seu prontudrio médico, assim como a coleta de
uma amostra do seu sangue (30 ml — mais ou menos meio copinho de
café) que serd utilizado nos experimentos. Isso serd feito apenas uma
vez e terd como objetivo avaliar como os mecanismos de resposta ao
estresse se comportam em células infectadas ou ndo pelo HIV.
Ressaltamos também que a participacdo neste projeto de pesquisa ndo
alterard o esquema terapéutico prescrito pelo médico responsavel.

Riscos e desconfortos: O sangue serd coletado através de uma
veia do seu braco por um profissional treinado e especializado. O
desconforto presente neste tipo de procedimento € a picada da agulha
que coletard o sangue. Um incomodo mais raro, porém possivel, é o
surgimento de pequenos hematomas (manchas roxas) no local da picada.

Beneficios: Os resultados dos experimentos realizados em
laboratério ndo terdo impacto imediato no seu atendimento médico e
tratamento. Porém, as informacdes obtidas serdo muito importantes para
entender a relacdo entre o HIV e alguns fatores celulares de resposta ao
estresse, podendo resultar na descoberta de novos alvos terapéuticos.
Dessa forma, sua participagc@o podera contribuir para o desenvolvimento
de novas formas de tratamento da infeccdo pelo HIV, o que beneficiaria
milhdes de pessoas soropositivas no mundo.

Direitos do Voluntario:

1. Garantia de esclarecimento e resposta a qualquer pergunta que
voce tiver sobre o estudo.

2. Liberdade de abandonar a presente pesquisa a qualquer
momento e sem qualquer prejuizo. Sua participacdo neste estudo é
totalmente voluntdria, podendo vocé se recusar a participar ou desistir a
qualquer momento.

3. Garantia de que vocé ndo serd responsdvel por qualquer
despesa, sendo os gastos absorvidos pelo or¢camento da pesquisa.



75

N

4. Garantia de privacidade a sua identidade e sigilo de suas
informacdes. Todas as perguntas feitas a vocé ou informagdes do seu
prontudrio e exames permanecerdo sob confidencialidade, tendo acesso
a elas somente vocé, os pesquisadores envolvidos na presente pesquisa e
o Comité de Ftica em Pesquisa da UFSC. O seu nome nio serd
identificado em qualquer tipo de publicacdo que resulte da presente
pesquisa.

Todos os itens deste termo de consentimento serdo cumpridos e
respeitados pelos integrantes envolvidos. Qualquer divida que vocé
tiver agora ou mesmo depois de assinar este documento poderd ser
respondida através do contato com qualquer um dos pesquisadores
abaixo, o mesmo podendo ser feito se vocé quiser desistir da pesquisa.

Prof. Dr. Aguinaldo Roberto Pinto — Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC) Fone: 3721 5206

Mariana Borsa - Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) Fone: 3721 5514, email: nanaborsa@ gmail.com
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TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, , recebi uma codpia
deste documento e li (ou leram para mim) as informacdes nele contidas.
Todos os procedimentos foram explicados e justificados e as dividas
referentes a este estudo foram esclarecidas. Sei que posso vir a entrar em
contato com os pesquisadores para tirar novas dividas que venham a
surgir. Compreendo que a amostra do meu sangue serd utilizada a fim de
avaliar o comportamento de alguns fatores celulares diante da infeccao
pelo HIV. Tenho conhecimento dos riscos e beneficios do presente
estudo e também do meu direito de desistir de participar desta pesquisa
a qualquer momento. Autorizo ainda publicacdes referentes aos
resultados deste estudo, desde que respeitado o direito de
confidencialidade das informagdes.

(Local e data)

Assinatura do voluntério ou responsavel

Nome completo do voluntdrio:

RG/CPF:

Nome completo do responsdvel:

RG/CPF:

Dr. Aguinaldo R. Pinto (pesquisador responsavel)

Mariana Borsa (pesquisadora)



