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Resumo 
SILVEIRA, Roberta Maraninchi. Papel da proteína Nef de HIV-1 na 
modulação negativa da expressão de MHC-I.  2015. 68f. Trabalho de 
Conclusão de Curso — Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade 
Federal de Pelotas, 2015. 

O Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) é o agente etiológico da Síndrome 
da Imunodeficiência Adquirida (AIDS). A progressão da infecção pelo HIV-1 em 
humanos e em modelos animais está ligada à função de Nef (negative fator), 
que é uma proteína acessória do HIV-1 envolvida em processos de evasão do 
sistema imune. Dentre as diferentes ações desta proteína, está a modulação 
negativa da expressão de proteínas importantes na resposta imunológica, tais 
como CD4 e MHC-I. Nef altera o tráfego intracelular de moléculas de MHC-I, 
retendo esta molécula no Complexo de Golgi e redirecionando-a para 
degradação em lisossomos. O objetivo geral deste trabalho foi estudar o papel 
de Nef em alterar o tráfego de MHC-I (HLA-A2). Neste trabalho, foram 

realizados experimentos que visam elucidar a participação das isoformas  

adaptina de AP-1 (1 e 2) neste processo. Análises por imunofluorescência 

indireta e citometria de fluxo revelaram que apenas AP-11, mas não AP-12, é 
essencial para Nef regular negativamente HLA-A2, sugerindo que essas duas 

isoformas de  adaptina possam desempenhar funções distintas no tráfego 
intracelular. O melhor entendimento destes processos revelará aspectos 
relevantes, ainda desconhecidos sobre o papel de Nef na célula, gerando 
informações importantes para melhor compreensão dos mecanismos de 
patogênese do HIV. 

Palavras-chave: HIV; Nef; -adaptina; HLA-A2; regulação negativa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

Silveira, Roberta Maraninchi. Mechanisms involved in the downregulation of 
the main complex of histocompatibility molecules expression of type I 
(MHC-I) by Nef from HIV-1. 2015. 68f. Work Completion of course – Bacharel 
Degree in Biotechnology. Federal University of Pelotas, 2015. 

The Human Immunodeficiency Virus (HIV) is the etiologic agent of Acquired 
Immune Deficiency Syndrome (AIDS). The progression of HIV-1 in humans and 
animal models is connected to the function of Nef (negative factor), which is an 
accessory protein of HIV-1 involved in immune system evasion processes. Nef 
has different roles, like the downregulation of key proteins in the immune 
response, such as CD4 and MHC-I. Nef alters the intracellular traffic of MHC-I 
molecules, retaining this molecule in the Golgi apparatus and redirecting it for 
degradation by lysosomes. The aim of this work was to study the role of Nef in 
altering the MHC-I traffic (HLA-A2). In this work, experiments were made in 

order to elucidate the involvement of  adaptin isoforms of AP-1 (1 and 2) in 
this process. Indirect immunofluorescence and flow cytometry analysis revealed 

that only AP-1a, but not AP-12, it is essential to downregulate HLA-A2 by Nef 
from HIV-, suggesting that these isoforms may play different roles in the 
intracellular trafficking. A better understanding of this process will reveal novel 
aspects, still unknown, about the role of Nef on the cell, generating important 
information for better understanding the mechanisms of HIV pathogenesis. 

Keywords: HIV; Nef;  adaptin; HLA-A2; downregulation. 
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1 INTRODUÇÃO 

A síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS), foi descrita pela 

primeira vez em 1981, pelo Center for Disease Control and Prevention (CDC) 

dos Estados Unidos da América, após relatos de imunodeficiência grave em 

homossexuais do sexo masculino (GOTTLIEB et al., 1981). Entre 1983 e 1984, 

o agente etiológico da AIDS foi identificado após o isolamento de um retrovírus 

proveniente do sangue de pacientes infectados (BARRÉ-SINOUSSI et al., 

1983; LEVY et al., 1984). 

O HIV (Human Immunodeficiency Virus) já foi identificado em diversos 

órgãos, tecidos e fluidos humanos (sangue, tecido cerebral, fluido cérebro-

espinhal, sêmen, leite, líquido amniótico e secreções vaginais). Esse vírus, 

comumente, é transmitido por contato sexual, material perfuro-cortante 

infectado, transfusões sanguíneas, compartilhamento de agulhas e seringas 

contaminadas, e aleitamento materno. A via sexual é a maneira mais comum 

de transmissão do HIV-1 e ocorre em 85% dos casos (UNAIDS 2007). 

A infecção pelo HIV afeta o sistema imune e a maior parte das 

manifestações clínicas dessa doença é decorrente da perda gradual e 

progressiva de linfócitos T CD4+ e subsequente comprometimento da resposta 

imune do indivíduo, permitindo assim, o aparecimento de infecções 

oportunistas (SHEARER, 1998). A progressão da doença é lenta e a infecção 

pelo HIV é crônica (LEVY, 1998; PRUSINER, 2002). 

A progressão da infecção pelo HIV-1 em humanos e em modelos 

animais está ligada à função de Nef, que é uma proteína acessória do vírus e 

está envolvida em vários procedimentos de evasão do sistema imune (ROETH 

& COLLINS 2006; FREED 2015). Dentre as ações desta proteína acessória, 

está a modulação negativa da expressão de diversas proteínas importantes na 

resposta imunológica, tais como CD4 e MHC-I. A diminuição de MHC-I faz com 

que não ocorra o reconhecimento e a lise de células infectadas pelos linfócitos 

T citotóxicos, pois Nef altera o tráfego normal da molécula de MHC-I permitindo 

a retenção desta no Complexo de Golgi e, logo em seguida, sendo 

redirecionada para a degradação em lisossomos (ROETH & COLLINS 2006; 

FREED 2015). 
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Por isso, o objetivo geral deste trabalho foi estudar e entender melhor 

os mecanismos da proteína Nef para alterar o tráfego intracelular de MHC-I 

(HLA-A2) regulando-o negativamente. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1   HIV e AIDS – Histórico e epidemiologia 

Por volta de 1981, a AIDS foi reconhecida em vários países, nessa 

época a doença foi reportada principalmente em homens homossexuais com 

múltiplos parceiros. No entanto, estudos posteriores mostraram que a 

transmissão se dá através do sangue, leite materno, sêmen e outros fluidos 

corporais, e também pelo compartilhamento de seringas contaminadas com o 

vírus (BARRE-SINOUSSI et al., 1983).   

Os pacientes com AIDS apresentam o sistema imune celular debilitado 

e estudos demonstraram que a célula T CD4+ é o alvo preferencial do agente 

infeccioso (BARRE-SINOUSSI et al., 1983). O comprometimento imunitário 

celular pode resultar em sérias infecções oportunistas em pacientes com AIDS, 

como, por exemplo, o sarcoma de Kaposi. A princípio, os surtos foram 

nomeados GRID (do inglês, gay-related imune deficiency). Posteriormente, 

essa nova doença do sistema imune foi designada como Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida (AIDS). Em 1983, o agente etiológico da AIDS foi 

isolado do sangue de pacientes infectados e nomeado Vírus Associado à 

Linfodenopatia (BARRE-SINOUSSI et al., 1983). Em 1987, o vírus foi 

finalmente designado como Vírus da Imunodeficiência Humana do tipo 1 (HIV-

1) (COFFIN et al., 1986). O HIV é capaz de infectar e exterminar as células T 

CD4+, levando o paciente a um estado debilitado do sistema imune 

(KLATZMANN et al., 1984). 
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Estima-se que 0,8% dos adultos de 15-49 anos no mundo todo estão 

vivendo com HIV, embora o ônus da epidemia continue a variar 

consideravelmente entre os países e regiões. A África Subsaariana continua 

sendo o local mais severamente afetado, com quase 1 em cada 20 adultos 

vivendo com HIV e respondendo por quase 71% das pessoas que vivem com 

HIV em todo o mundo (WHO 2013), conforme Figura 1. 

 

Figura 1: Prevalência em adultos entre 15 a 49 anos com HIV em 2013. (Modificado de 
WHO 2013). 

O HIV-1, é a causa mais comum da AIDS, e tem infectado entre 31 a 

59 milhões de indivíduos no mundo, sendo que a taxa de infecção é estimada 

em aproximadamente em 6 milhões de indivíduos por ano (UNAIDS, 2012). 

Mesmo sendo a África Subsaariana, o epicentro global para essa doença, ela 

também tem sido frequente em países da ex-União Soviética e em partes do 

sul e sudoeste da Ásia, incluindo Índia e China, onde existem centenas de 

milhões de indivíduos potencialmente em risco (UNAIDS, 2007). 

2.2   HIV e a biologia do vírus 

O HIV é pertencente ao gênero Lentivirus e da família Retroviridae. 

Existem dois tipos do vírus HIV, o HIV-1 e o HIV-2, sendo que o primeiro é o 

mais virulento, expõe maior taxa de mutação, maior variabilidade genética, 

e é o mais disseminado pelo mundo (FREED 2015). Em contrapartida, HIV-

2 é menos virulento e a sua incidência é quase exclusiva no oeste da África, 
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entretanto, já foi capaz de difundir-se para outras regiões da África, Europa, 

Índia e Estados Unidos. Esses dois tipos de HIV se diferenciam pelos seus 

genomas. HIV-1 e HIV-2 foram introduzidos na população humana por 

transmissão zoonótica durante a primeira metade do século XX e são, 

portanto, patógenos humanos recentes (HAN et al., 2000). 

Biológica e estruturalmente, a partícula viral apresenta-se em formato 

icosaédrico com o diâmetro que varia entre 80-110 nanômetros e um genoma 

de aproximadamente 9,8 kb. O HIV possui um envelope viral composto por 

uma bicamada lipídica contendo fosfolipídios, que é oriunda de uma célula 

hospedeira, além de conter proteínas na sua superfície, como por exemplo, 

gp120 e gp41, as quais são responsáveis por mediar a entrada do vírus na 

célula-alvo (BARRÉ-SINOUSSI 1996; SIERRA et al., 2005). Além disso, no 

interior da bicamada, a proteína do nucleocapsídeo encapsula duas cópias do 

genoma viral de RNA fita simples, várias proteínas virais como: protease viral 

(PR), transcriptase reversa (RT), integrase (IN), e proteínas acessórias como 

Vpu, Vif, Vpr e Nef, entre outras da célula hospedeira (GELDERBLOM et al., 

1989), conforme pode ser observado na Figura 2. 

 

Figura 2: Representação esquemática do vírus HIV-1 maduro. A figura indica as proteínas 
virais nas suas devidas posições, a bicamada lipídica e o RNA genômico. (Modificado de 
http://images.flatworldknowledge.com/tye/tye-fig13_007.jpg. Acessado em 22/11/2015). 

O ciclo da replicação do HIV-1 pode ser dividido em duas fases, uma 

inicial e a outra final. A fase inicial, engloba os eventos que ocorrem desde a 
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ligação do vírus na superfície da célula-alvo até a integração do cDNA viral 

dentro do genoma desta célula. Esses eventos iniciais compreendem a ligação 

do vírus às moléculas receptoras da superfície celular, a entrada do material 

genético na célula-alvo, a transcrição reversa do RNA viral para cDNA, o 

descapsulamento do capsídeo viral, a importação nuclear do cDNA do HIV e a 

integração do DNA viral no cromossomo da célula hospedeira. Já na fase final, 

são eventos que ocorrem a partir da expressão do gene para a liberação e 

maturação de novos vírus. Essa fase final inclui a transcrição dos genes virais, 

exportação dos RNAs virais do núcleo para o citoplasma, tradução de RNAs 

virais para produzir proteínas precursoras que participam da construção do 

envelope viral, permitindo o brotamento dos novos vírus da célula infectada, e 

posterior maturação do HIV (FREED, 2015). 

O começo da infecção na célula hospedeira ocorre graças a interação 

entre a proteína gp120 do envelope viral e a molécula CD4 da superfície 

celular, fazendo com que ocorram modificações estruturais em gp120 (COHEN, 

et al., 1998; TILTON & DOMS 2010), permitindo um aumento da afinidade da 

proteína gp120 com os co-receptores da membrana plasmática da célula-alvo, 

CCR5 ou CXCR4 (BERGER et al., 1999). Os receptores de quimiocinas são 

cofatores importantes para a entrada do vírus na célula. Essas interações 

proteicas são fundamentais para que o vírus consiga introduzir o seu material 

genético no interior da célula hospedeira (COHEN 1997; GAO et al., 1994; 

MELIKYAN 2014), conforme pode ser observado na Figura 3. 

 

Figura 3: Modelo de entrada do HIV na célula hospedeira. Representação esquemática 
demonstrando que após a ligação à molécula de CD4, a proteína gp120 sofre alteração 
conformacional que expõe o sítio de ligação ao co-receptor. Ainda pode-se observar que a 
interação de gp120 com o co-receptor, desencadeia uma mudança conformacional em Env 
(moléculas do envelope viral), levando a exposição de gp41, acarretando na fusão do HIV com 

a membrana da célula-alvo (Modificado de BERGER 1999). 
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Logo após o ingresso do HIV na célula-alvo, o RNA genômico do vírus 

é transcrito reversamente em cDNA pela enzima transcriptase reversa viral e, 

em seguida, se integra no genoma da célula hospedeira com o auxílio da 

integrase. Dessa forma, o vírus pode conservar-se em estado latente quando 

integrado ao genoma por uma grande quantidade de tempo, antes de ser 

transcrito, replicado, formado e liberado pela célula hospedeira, sendo que logo 

após a sua saída e maturação, estará pronto para atingir novas células-alvo 

(FREED, 2015). 

2.3   Nef, características e funções 

A proteína acessória Nef (negative factor) originalmente recebeu esta 

designação devido a um efeito desta proteína, o qual seria responsável por 

inibir a replicação viral (CHENG-MAYER et al., 1989). No entanto, foi 

demonstrado que Nef é capaz de promover a persistência viral agindo como 

um fator positivo para a infecção (MILLER et al., 1994a; MILLER et al., 1994b). 

Estruturalmente, Nef é composto por seis α-hélices (α-1 a α-6) e por cinco 

folhas β pregueadas antipararelas (β-1 a β-5) (GRZESIEK et al., 1996), 

conforme pode ser observado na Figura 4. 

 

Figura 4: Modelo estrutural de Nef HIV-1, localização dos motivos funcionais. 
Representação esquemática, onde há uma parte miristoilada na região N-terminal, uma região 
âncora flexível na porção N-terminal (do aminoácido 2 ao 55), uma região contendo um loop 
PXXP (do aminoácido 57 ao 80), o domínio central (do aminoácido 81 ao 206) e o loop flexível 
da região C-terminal (do aminoácido 148 ao 180). (A) Representação em fitas. (B) 
Representação em conformação espacial (Adaptado de GEYER 2001). 



8 
 

A proteína acessória Nef tem sido extensivamente estudada e é um 

fator determinante para a patogênese viral. (BLAGOVESHCHENSKAYA et al. 

2002).  

A infecção por HIV pode ser dividida em três principais estágios: o 

primeiro é a de progressão rápida, em que a AIDS se desenvolve dentro de 

três anos após a infecção. O segundo é a progressão intermediária, onde o 

vírus se desenvolve lentamente em um período que varia de três a dez anos 

após a soroconversão. E o terceiro tipo, o qual é o longo prazo da não 

progressão (termo do inglês long term non-progressor, LTNP), onde os 

pacientes infectados pelo HIV mantêm uma alta concentração de CD4 e CD8 

em células T por longo período de tempo, 10 anos ou mais, na ausência de 

tratamento (ZELLER et al., 1996; KUMAR 2013). O grupo de pacientes LNTP 

compreende menos de 5% do total da população com HIV. Em alguns casos 

reportados, o vírus, nestes pacientes, apresenta deleção em uma região 

específica do gene nef, e isso acarreta no comprometimento da função da 

proteína Nef, e, consequentemente, no não desenvolvimento da doença, 

demonstrando, assim, que Nef possui papel determinante na patogênese viral 

(CARL et al., 2000). 

Nenhuma atividade enzimática foi atribuída diretamente à proteína Nef. 

No entanto, distintos estudos apontaram vários motivos conservados de Nef 

que medeiam a associação física com fatores celulares (ROETH & COLLINS 

2006). Consequentemente, tem sido levantada a hipótese de que Nef funciona 

como um adaptador molecular, alterando vias celulares através de inúmeras 

interações proteína-proteína. Como decorrência, Nef é capaz de modular 

diversas funções celulares, tais como eventos de tráfego intracelular de 

proteínas, cascatas de transdução de sinal, e vias apoptóticas (ROETH & 

COLLINS 2006). 

Nef é o transcrito mais abundante na infecção por HIV em células T 

CD4+, antes mesmo de a integração viral ocorrer (WU & MARSH 2001). 

Durante as fases de infecção em células linfoides, foi demonstrado que Nef é 

produzido abundantemente nas primeiras 6-9 horas pós-infecção, assim como 

Rev e Tat (RANKI, et al., 1994). A proteína Nef contribui em vários mecanismos 

para patogênese do HIV, pois promove infecção viral pela ativação de linfócitos 
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T CD4+, o que os torna mais suscetíveis à infecção. Para isso, Nef é capaz de 

modificar o sinal de tradução final dos receptores de células T (BAUR, et al, 

1994; SKOWRONSKI, et al, 1993).  

Uma das funções mais estudadas de Nef é a sua capacidade de 

modular a expressão de diversas proteínas da superfície celular, sendo que 

algumas apresentam sua expressão diminuída, e outras que mostram a sua 

expressão aumentada. Dentre as moléculas que apresentam regulação 

positiva, pode-se citar: ICAM-1, CD95 e FasL (KIRCHHOFF et al., 2009). 

Entretanto, Nef reduz a expressão de várias moléculas, tais como CD4, CD28, 

MHC-I, MHC-II e CD8, as quais são importantes no reconhecimento de 

patógenos (MÜNCH et al., 2001, 2007; SCHINDLER et al., 2003), prejudicando 

a comunicação do sistema imune como um todo, já que dessa forma o vírus 

consegue evadir mais facilmente as células do sistema imunológico (FAUCI 

1988; GOLDSMITH et al. 1995). 

2.4   Mecanismos de modulação de MHC-I induzidos por Nef 

O Complexo Principal de Histocompatibilidade de Classe I (MHC-I) é 

formado por moléculas mediadoras fundamentais para a apresentação de 

antígenos (PIGUET et al., 1999).  Essas moléculas de MHC-I são expressas na 

superfície celular da maioria dos tipos celulares e são responsáveis pela 

apresentação de antígenos pelo sistema imune. Em condições normais, esses 

peptídeos antigênicos são derivados de proteínas celulares (BERKE 1995; 

NEEFJES et al., 2011). Todavia, quando as células estão infectadas por um 

patógeno, as proteínas deste são processadas em peptídeos. Estes peptídeos 

são então exibidos na superfície celular pelo complexo MHC-I/peptídeo e são 

detectados pelos linfócitos T citotóxicos (CTLs) que reconhecem as células 

apresentadoras infectadas e desencadeiam sua lise  (BERKE 1995; NEEFJES 

et al., 2011). 

O MHC-I é uma molécula altamente polimórfica que consiste em uma 

cadeia pesada ancorada à membrana plasmática, e é associada a beta2-

microglobina (beta-2M). A montagem da cadeia pesada com beta-2M acontece 

no retículo endoplasmático (RE) ou na cisterna cis do aparelho de Golgi, onde 

os peptídeos antigênicos são carregados. Logo após, o complexo formado é 
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então direcionado à superfície celular (BIJLMAKERS et al., 1993; NEEFJES et 

al., 1990). 

Os linfócitos T citotóxicos podem reconhecer o complexo 

peptídeo/MHC-I através da interação direta com o receptor de células T (TCR) 

e o co-receptor CD8. Após o reconhecimento das moléculas patogênicas, 

ocorrem múltiplas respostas nos linfócitos (incluindo liberação de perfurinas, 

granzimas, e fatores pró-apoptóticos), que levam a lise das células infectadas 

(BERKE 1995; ELEMANS et al., 2012). 

As células infectadas pelo vírus normalmente seriam reconhecidas e 

eliminadas pelos CTLs. Entretanto, tal como muitos outros vírus patogênicos, o 

HIV-1 possui a característica de evadir o sistema imune e, uma das maneiras 

de realizar isso, é a sua capacidade de regular negativamente a expressão de 

MHC-I da superfície celular (SCHEPPLER et al., 1989; KERKAU et al., 1989). 

Esse processo é realizado pela proteína Nef que reduz a expressão de MHC-I, 

evitando, assim, a apresentação antigênica (COLLINS, et al.; 1998; SWIGUT et 

al., 2004; WONDERLICH et al., 2011). 

Normalmente, o complexo MHC-I/peptídeo é transportado em vesículas 

ao longo da via secretória para a superfície celular. Primeiro, o complexo MHC-

I/peptídeo sai do RE e é transportado para o aparelho de Golgi onde ocorrem 

diversas modificações pós-traducionais. Em seguida, da rede trans-Golgi 

(TGN) brotam vesículas contendo moléculas de MHC-I as quais são 

direcionadas para a membrana plasmática. No entanto, a proteína Nef do vírus 

HIV-1 é capaz de alterar o tráfego normal desse complexo. Para isso, essa 

proteína interage com diversas outras proteínas da célula que estão envolvidas 

no tráfego de MHC-I (NEEFJES et al., 2011). 

Existem diversos transcritos do gene MHC-I humano e podem ser 

subdividido em dois grupos, os clássicos, antígeno leucocitário humano (HLA)-

A, -B e -C, e os não-clássicos, que são HLA-E, -F, -G, -H e -J, estes não são 

polimórficos e tem papel especializado no sistema imune (COLONNA et al., 

1993; YU et al., 2007).  

Juntamente com os CTLs, o sistema imune também utiliza células 

natural killer (NK) para detectar as células anormais no organismo. As células 
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NK tem a capacidade de induzir a lise celular depois de reconhecerem classes 

específicas de moléculas de MHC-I e, também ao reconhecer células com 

baixa expressão desta molécula (KUSUNOKI et al., 2000). 

Desta forma, a retirada total de MHC-I da superfície celular é prejudicial 

para o vírus HIV, devido ao fato de que as células infectadas se tornam 

suscetíveis à destruição pelas células NK. Para evitar que isso ocorra, Nef é 

capaz de afetar somente alguns alótipos de MHC-I, diminuindo, assim, 

preferencialmente, a expressão de HLA-A e HLA-B (PIZZATO et al., 2004). 

2.5   As proteínas adaptadoras, as suas subunidades e suas funções  

Os complexos APs (proteínas adaptadoras) são complexos de 

proteínas heterotetraméticas que medeiam o tráfego intracelular ao longo das 

vias endocítica e secretória. Existem 5 tipos distintos de APs e estes 

complexos se localizam em diferentes compartimentos intracelulares e 

medeiam diferentes rotas no tráfego intracelular (PARK & GUO 2014). Eles 

reconhecem e concentram proteínas a serem transportadoras (cargas) em 

vesículas que medeiam o transporte destas para um compartimento alvo 

específico. Desta forma, os complexos APs desempenham papéis importantes 

na manutenção da fisiologia das células eucarióticas. Disfunções nos 

complexos APs têm sido implicados em uma variedade de desordens incluindo 

retardo mental, enteropatia, surdez, neuropatia periferal dentre outras doenças 

(PARK & GUO 2014).  

Os complexos AP-1 e AP-4 são recrutados à membrana do TGN (rede 

trans-golgi), AP-2 à membrana plasmática, AP-3 e AP-5 à membrana de 

endossomos primários e tardios, respectivamente, e participam do 

reconhecimento de cargas a partir destes locais (DORAY et al., 2002; PARK e 

GUO 2014; PEDEN et al., 2004; TRAUB 2003; WAGURI et al., 2003). 

Nef interage com subunidades de pelo menos três dos cinco membros 

de uma família de proteínas adaptadoras (APs) de capa vesicular: AP-1, AP-2 

e AP-3 (JANVIER et al., 2003; CHAUDHURI et al., 2007). Nef parece não 

interagir com AP-4 (MATTERA et al., 2011) e a interação com AP-5 ainda não 

foi relatada. 
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Cada complexo contém duas subunidades grandes ( e β1 para AP-1, 

α e β2 para AP-2, δ e β3 para AP-3, ε e β4 para AP-4, ζ e β5 para AP-5), uma 

média (μ1-μ5) e uma pequena (ζ1-ζ5) (HIRST et al., 2011; ROBINSON et al., 

2004). AP-1, AP-2 e AP-3 são potencialmente heterogêneos devido à 

existência de isoformas múltiplas das subunidades codificadas por diferentes 

genes, incluindo duas subunidades  (1 e 2), duas μ1 (μ1A e μ1B) e três ζ1 

(ζ1A, ζ1B e ζ1C) para AP-1; duas α (αA e αC) para AP-2; e duas β3 (β3A e 

β3B), duas μ3 (μ3A e μ3B) e duas ζ3 (ζ3A e ζ3B) para AP-3 (BOEHM & 

BONIFACINO 2001). 

A combinação de diferentes isoformas das subunidades pode, em 

teoria, gerar pelo menos doze complexos de AP-1, quatro de AP-2 e oito de 

AP-3. Entretanto, existem poucos estudos para demonstrar se estas diferentes 

combinações de isoformas dos APs são formadas in vivo e se estas possuem 

propriedades funcionais distintas. 

3 OBJETIVO GERAL 

Comparar a atividade das isoformas (1 e 2 adaptinas) de AP-1 na 

modulação negativa de HLA-A2 por Nef. 

4 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Silenciar por RNA de interferência (RNAi) as duas isoformas da 

subunidade  de AP-1 (1 e 2) e analisar por Western Blot. 

Verificar a redução dos níveis de HLA-A2 na superfície celular, 

promovida por Nef é alterada na ausência das subunidades 1 ou 2. E analisar 

por imunofluorescência a localização subcelular de MHC-I em células 

expressando Nef em condições controle ou na ausência das subunidades 1 ou 

2. 

5 METODOLOGIA 

5.1  Linhagem e cultivo celular 

Células HeLa CCL2 que expressam constitutivamente HA-HLA-A2 

(HLA-A2 fusionado com Hemaglutinina, tag de HA, na porção N-terminal) 
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geradas anteriormente pelo laboratório sede, foram cultivadas em meio 

Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM - Carisbad, CA, EUA) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) (Gibco, Invitrogen, 

Carisbad, CA, EUA), 100 U/mL de penicilina e 100 g/mL-1 de estreptomicina 

(Gibco, Invitrogen, Carisbad, CA, EUA). 

Como esse tipo de célula é aderente, quando a mesmas atingiram 

cerca de 80% de confluência, elas foram lavadas com 2 mL de PBS 

(Phosphate Buffered Saline), e, depois, foram removidas das placas de cultivo 

a partir de solução de Tripsna-EDTA (Invitrogen, Gibco, Grand Island, NY, 

EUA) por 5 minutos a 37°C e 5% de CO2. Após centrifugação a 100 x g por 5 

minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet celular ressuspendido em 

meio de cultura para posterior quantificação e padronização do número de 

células. 

5.2 Propagação Plasmidial 

Bactérias da cepa de Escherichia coli (E. coli) DH5α (gentilmente 

cedidas pela Profª. Dra. Maria Helena S. Goldman, FFCLRP - USP - Ribeirão 

Preto, SP) foram utilizadas para propagar os plasmídeos. Essas bactérias 

foram então transformadas através de choque térmico. Para tanto, o DNA 

plasmideal (pCI-Neo vazio, pCI-Neo Nef, pIRES-GFP e pIRES-GFP Nef) e a 

bactéria foram incubados juntos por 15 minutos no gelo, e depois 3 minutos a 

37°C. Em seguida, as células bacterianas foram cultivadas em meio LB (Luria 

Bertani) (Acumedia, Neogen Corporation, Lansing, MI, EUA), suplementado 

com o antibiótico apropriado, a 37°C. As preparações de DNA plasmideal para 

transfecções foram realizadas utilizando o PureYield Plasmid Maxipreps 

System (Promega, Madison, WI, EUA) seguindo as instruções do fabricante. 

5.3 Silenciamento de AP-1 1 e AP-1 2 em células HeLa CCL2 e 

transfecção 

Para diminuir em células HeLa HA-HLA-A2 os níveis endógenos dos 

componentes dos complexos APs, um protocolo com duração de sete dias 

foi utilizado (LUBBEN et al., 2007; MOTLEY et al., 2003). As células foram 

transfectadas com siRNA (small interfering RNA) para 1 e 2 adaptinas 
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para  por duas vezes, no segundo dia e no quarto dia do protocolo. Após a 

dupla transfecção dos siRNAs, no quinto dia foram transfectados os 

plasmídeos contendo Nef e GFP (green fluorescent protein). São eles:  

pCI-Neo vazio (540 µg/mL-1) pCI-Neo Nef (760 µg/mL-1), peGFP (270 

µg/mL-1) (para os experimentos de Western blot e imunofluorescência 

indireta) pIRES-GFP (1100 µg/mL-1) e pIRES-GFP Nef (1130 µg/mL-1) 

(para os experimentos de citometria de fluxo), utilizando o reagente 

Lipofectamina 2000 (Life Tecnologies, Carlsbad, CA). No sexto dia, as 

placas foram incubadas à 26ºC por mais 16 horas, e, no sétimo dia, as 

células foram coletadas para os experimentos de Western blot, 

imunofluorescência indireta e citometria de fluxo. Todos os siRNAs foram 

adquiridos da Dharmacon RNA Tecnologies (Lafayette, CO). A tabela 

abaixo apresenta as sequências alvo para siRNA utilizadas e que são 

específicas para 1 ou 2-adaptinas. 

Tabela 1 – Sequências de siRNA das proteínas 1 ou 2-adaptinas: 

Proteína Alvo Sequência de siRNA Referência 

1-adaptina S: GGAAGAGCCUAUUCAGGUAdtdt 
 

AS:UACCUGAAUAGGCUCUUCCdtd 

Dharmacon* 

2-adaptina S: AAACCCUGCUUUGCUGUUAAdtdt 
 

AS:AUUAACAGCAAAGCAGGGUUUdtdt 

Rost et al (2006) 

  *Dharmacon (Chicago, IL). 

5.4  SDS-PAGE e eletrotransferência 

Proteínas dos extratos celulares totais foram separadas por 

eletroforese em gel de poliacrilamida 10% a partir de uma voltagem de 

aproximadamente 90 volts. O gel contendo solução de acrilamida/bis-

acrilamida 30%, SDS 10% (sodium dodecyl sulfate), TEMED (N,N,N’,N’ – 

Tetramethylethylene-diamine) aproximadamente 99% e APS 10% (Ammonium 

persulfate), foi equilibrado em tampão para transferência (25 mM Tris e 190 

mM Glicina em Metanol 10%). O suporte para transferência foi colocado dentro 

de uma cuba, de modo que a membrana de nitrocelulose (Millipore, Bedford, 
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MA) permanecesse voltada para o polo positivo. A eletrotransferência foi 

realizada a 400 mA por 1 hora. A eficiência da transferência foi avaliada por 

coloração com solução de Ponceau (Ponceau S 0,1 % em ácido acético 5%.). 

5.5 Western Blot e detecção de proteínas 

Logo após a eletrofransferência, as membranas de nitrocelulose foram 

lavadas com PBS contendo Tween 20% (PBS-T) e em seguida, incubadas em 

uma solução de bloqueio (5% de leite em pó desnatado e 1% de BSA em PBS-

T) sob oscilação por 1 hora. Posteriormente a isso, as membranas voltaram a 

ser lavadas por 3 vezes com solução PBS-T, sendo que cada lavagem foi feita 

durante 5 minutos. Após esse processo, as membranas foram incubadas com 

os respectivos anticorpos primários e armazenadas em câmera fria a 4ºC 

overnight. Depois de serem incubadas com os anticorpos primários, as 

membranas foram incubadas com solução diluída com anticorpos secundários 

adequados conjugados com HRP (horsehadish peroxidase) em solução de 

bloqueio, por 45 min sob agitação e então, lavadas novamente com PBS-T. 

Após essa incubação, as membranas foram lavadas 5 vezes com PBS-T, e, 

finalmente, após todos esses procedimentos, a detecção das proteínas pode 

ser feita, utilizando-se solução de ECL (enhanced luminol-based 

chemiluminescent) com subsequente exposição das membranas e captação do 

sinal por luminômetro (Bio-Rad) acoplado ao sistema digital e software Image 

Lab (Bio-Rad). 

5.6 – Citometria de Fluxo 

Para a realização deste experimento, inicialmente o meio de cultura foi 

retirado da placa e as células lavadas com PBS, e logo em seguida, foi 

adicionado 500 µL de PBS suplementado com EDTA 2mM (USB Corportaion, 

Clevaland, OH, EUA), e, então, as células foram armazenadas em uma estufa 

por 5 minutos a 37°C e 5% de CO2 para soltá-las da placa. Seguindo-se o 

protocolo, as células foram centrifugadas a 1500 rpm (rotações por minuto) por 

5 minutos a 4°C, e depois o sobrenadante foi descartado, conservando-se o 

pellet. Posteriormente a esses procedimentos, foi adicionado o anticorpo 

primário conjugado ao APC (marcador fluorescente aloficocianina ) diluído em 
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PBA (PBS suplementado com 1% BSA) ao pellet. As amostras foram 

armazenadas no escuro a 4ºC, durante 1 hora. Finalizada a incubação das 

amostras, as mesmas foram lavadas e fixadas com formaldeído 1% diluído em 

PBA. A aquisição das amostras foi realizada utilizando o aparelho disponível no 

laboratório Multiusuário coordenado pelo Prof Dr. João Santana da Silva 

(Departamento de Bioquímica Imunologia – FMRP), o FACS Canto (BD 

Biosciences, San Jose, CA). 

5.7  Imunofluorescência Indireta 

As células HeLa CCL2 HA-HLA-A2 foram cultivadas sobre lamínulas de 

vidro de 13 mm de diâmetro (Knittel Glase, Bielefeld, Alemanha) em placas de 

12 e 24 poços e aderidas a essas lamínulas de vidro revestidas com Biobond 

(Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA) por 50 minutos. 

As células foram lavadas três vezes com PBS e fixadas em 4% de 

paraformaldeído (PFA) (EM Sciences, Hatfield, PA) diluído em PBS por 15 

minutos à temperatura ambiente (TA) ou em metanol (Chemis, Indaiatuba, SP, 

Brasil) por 3 minutos à TA, conforme indicado na legenda das figuras. Após a 

fixação, somente as células incubadas com PFA foram lavadas cinco vezes 

com PBS e permeabilizadas em 0,1% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St.Louis, 

MO, EUA) diluído em PBS durante 10 minutos à TA. 

Todas as células foram lavadas com PBS e sítios inespecíficos foram 

bloqueados com gelatina porcina 0,2% (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, EUA) em 

PBS suplementado com azida sódica 0,02%, durante 30 minutos à 37ºC. A 

seguir, as células foram incubadas com os anticorpos primários diluídos na 

solução de bloqueio por 30 minutos à 37ºC em câmara úmida. As lamínulas 

foram lavadas por cinco minutos em PBS e incubadas do mesmo modo com os 

anticorpos secundários e o corante DAPI 300nM (Molecular Probes, Invitrogen, 

Eugene, OR). Ao término da incubação com os anticorpos, as lamínulas 

lavadas por cinco 33 minutos em PBS e foram montadas sobre lâminas de 

vidro com Fluoromount G (EM Sciences, Hatfield, PA).  

A aquisição das imagens foi realizada no microscópio confocal Zeiss 

LSM 780 (Zeiss, Jena, Germany) disponível no departamento de Biologia 
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Celular e Molecular e Bioagentes Patogênicos da FMRP-USP. As imagens 

foram processadas pelo software Image J. 

5.8  Anticorpos 

Os anticorpos utilizados para as técnicas de Western blot, citometria de 

fluxo, e imunofluorescência estão descritos nas tabelas abaixo, assim como 

seus respectivos fabricantes. 

Tabela 2 – Anticorpos utilizados para Western Blot 

Anticorpos Fabricantes 

HLA-A2 Protein Tech (Chicago, IL) 

1-adaptina BD Biosciences (San Jose, CA) 

2-adaptina Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) 

Nef NIH AIDS Reagent Program 

β-actina Thermo Scientific (Rockford, IL) 

HA Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA) 
 

anti-IgG de camundongo HRP GE Healthcare (Buckinghamshire, UK) 
 

anti-IgG de Coelho HRP GE Healthcare (Buckinghamshire, UK) 
 

 

Tabela 3 - Anticorpos utilizados para Citometria de Fluxo 

Anticorpos Fabricantes 

HLA-A2 (BB7.2) conjugado-APC BD Biosciences (San Jose, CA) 

Anti-IgG de coelho Alexa 647 Life Technologies 

 

Tabela 4 – Anticorpos utilizados para Imunofluorescência 

Anticorpos Fabricantes 

1-adaptina BD Biosciences (San Jose, CA) 

2-adaptina Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) 

HA Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA) 

HA Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) 

Anti-IgG de camundongo Alexa 647 Life Technologies 

Anti-IgG de coelho Alexa 647 Life Technologies 

Anti-IgG de camundongo Alexa 594 Life Technologies 

Anti-igG de coelho Alexa 594 Life Technologies 
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5.9  Análise dos dados 

A análise estatística dos dados obtidos foi realizada pelo método t-test 

Student nãoparamétrico utilizando o software GraphPad Prism 5. O valor p de 

significância está representado por: * (p <0.05), ** (p <0.001) e *** (p <0.0001). 

NS: não significativo. 

6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1 Western Blot 

A partir dos resultados da Figura 5, é possível observar que o 

silenciamento das subunidades 1 e 2 adaptinas de AP-1 foi eficiente na 

diminuição destas proteínas, uma vez que ocorreu uma redução da intensidade 

das bandas correspondentes a estas. Além disso, não foi possível observar 

alteração dos níveis totais de HA-HLA-A2 em células expressando Nef. Já foi 

relatado na literatura que além de reduzir a expressão de HLA-A2 na 

superfície, Nef também reduz os níveis totais de HLA-A2 devido ao 

redirecionamento para os lisossomos (DE CARVALHO et al., 2014). Uma 

possível razão por não se observar alteração dos níveis de HLA-A2 nos lisados 

totais, pode ser a baixa eficiência da transfecção do plasmídeo codificando Nef, 

já que nesse caso, apenas uma fração das células estaria expressando a 

proteína viral. 
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Figura 5: Avaliação da eficiência do silenciamento das proteínas AP-11 e AP-12. Células 

HeLa CCL2 HA-HLA-A2 foram transfectadas ou não com siRNA específico para AP-11 ou AP-

12. Foram utilizados os plasmídeos pCI-Neo-vazio e peGFP ou pCI-Neo-Nef e peGFP (na 
proporção 5:1, respectivamente). As proteínas dos extratos totais foram separadas por 
eletroforese em SDS-PAGE (gel 10%) e analisadas por Western blot utilizando anticorpos 

contra: AP-11, AP-12, HA e β-actina, conforme indicado. Massa Molecular (em kDa) está 
indicado à esquerda da figura. 

6.2 Citometria de Fluxo 

Para que fosse possível verificar a atividade de Nef em células HeLa, 

inicialmente foi analisada a expressão da molécula de HLA-A2 na superfície 

celular através do ensaio de citometria de fluxo com células não 

permeabilizadas. 

A partir da Figura 6A, observando-se os histogramas pode-se avaliar 

que nas células expressando Nef, há uma grande diminuição da molécula de 

MHC-I (HLA-A2) na superfície em comparação com as células controle. Nas 

células expressando Nef, porém, com a proteína AP-11 silenciada, pode-se 

observar que a regulação negativa de MHC-I (HLA-A2) por Nef é impedida. No 

terceiro histograma, é possível notar que mesmo quando as células 

expressando a proteína Nef e silenciadas da proteína AP-12, a modulação 

negativa de MHC-I continua ocorrendo. Corroborando os dados descritos 

acima, as repetições deste experimento representado pela Figura 6B, é 
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possível observar que a redução de MHC-I (HLA-A2) no controle, foi cerca de 

60%, e, de 40%, nas células silenciadas para AP-12, conforme representado 

no gráfico de barras. 

 

Figura 6 – Modulação negativa de HLA-A2 da superfície celular pela proteína Nef do HIV-

1 e a participação das subunidades 1 e 2 adaptinas neste processo. (A) As células 

transfectadas ou não com siRNA específico para 1 ou 2-adaptina e, logo em seguida, 
passaram pelo processo de transfecção com os plasmídeos pIRES-GFP ou pIRES-GFP-Nef. 
Essas células foram marcadas com anticorpo anti-HLA-A2 conjugado com o fluorocromo APC, 
fixadas e logo após, analisadas em citômetro de fluxo FACSCanto II. (B) Os gráficos de barras 
representam os níveis de HLA-A2 na superfície de células expressando Nef em relação aos 
níveis em células controle, cujo valor é 100% (valores das medianas do histograma de FACS). 
Os dados foram analisados usando os softwares FlowJo e GraphPad e são representativos de 
três experimentos independentes. *Comparação entre as células controle e expressando Nef 
(Teste t de Student, p < 0,05). NS: não significativo. 

6.3 Imunofluorescência Indireta 

Na Figura 7A-B, onde aparecem as células controle, é possível 

observar que quando as células expressam Nef, há uma diminuição dos níveis 

de MHC-I (HLA-A2) da superfície celular, em comparação com as células que 

não expressam Nef. Além disso, é possível verificar que essas moléculas 

passam a se localizar majoritariamente em estruturas intracelulares na região 

perinuclear, demonstrando a ação de Nef, descrita anteriormente, modificando 

a via normal de MHC-I (HLA-A2). 
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Figura 7: Nef induz redistribuição de HLA-A2 da superfície celular para região 
perinuclear. Células HeLa CCL2 HA-HLA-A2, previamente cultivadas e aderidas em lamínulas 
de vidro, foram transfectadas com pCI-Neo-vazio (A) ou pCI-Neo-Nef (B). A aquisição das 
imagens foi realizada no microscópio confocal Zeiss LSM 780 e as imagens foram processadas 
pelo software Image J. Barra, 10 µm. 

Nas células onde AP-11 está silenciado, é possível averiguar que na 

ausência desta proteína, Nef não é capaz de modular negativamente as 

moléculas de MHC-I (HLA-A2), não havendo o acúmulo da marcação de HLA-

A2 na região perinuclear (Fig. 8). 
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Figura 8: A ausência de AP-1 γ1 impede Nef de regular negativamente HLA-A2 e 
redistribuí-lo para a região perinuclear. (A-F) As células foram transfectadas (D-F) ou não 
(A-C) com siRNA específico para AP-1 γ1. Em seguida,as células foram transfectadas com os 

plasmídeos pCI-Neo-Nef e peGFP na proporção 5:1. A-C representam o controle (sem o 
silenciamento) e D-F representam as células silenciadas de AP-1 γ1. Imagens C e F 

representam a sobreposição. A aquisição das imagens foi realizada no microscópio confocal 
Zeiss LSM 780 e as imagens foram processadas pelo software Image J. Barra, 10 µm. 

Na Figura 9 a marcação feita para AP-1 2 não funcionou, devido ao 

fato de que o anticorpo não foi eficaz para o experimento de 

imunofluorescência. Contudo, no ensaio de Western blot (Fig. 5), pode-se 

comprovar a depleção da proteína AP-12. Ainda assim, é possível verificar a 

regulação negativa mediada por Nef, onde as moléculas de MHC-I se 

encontram internalizadas, conforme pode ser observado na Figura 9. 



23 
 

 
Figura 9: A ausência de AP-1 γ2 não impede a regulação negativa de HLA-A2 por Nef. As 
células foram transfectadas (C-D) ou não (A-B) com siRNA específico para AP-1 γ2 e logo em 
seguida essas células foram transfectadas com os plasmídeos pCI-Neo-Nef e peGFP na 
proporção 5:1. A-B representam o controle (sem o silenciamento) e C-D representam as células 
silenciadas de AP-1 γ2. A aquisição das imagens foi realizada no microscópio confocal Zeiss 
LSM 780 e as imagens foram processadas pelo software Image J. Barra, 10 µm. 

O entendimento da patogênese da AIDS é uma demanda natural que 

existe desde a descoberta do vírus. Neste contexto, a proteína Nef do HIV-1 

tem sido alvo de grande interesse devido a seu papel na evasão da resposta 

imune e progressão da AIDS. Uma das funções mais estudadas de Nef é a sua 

capacidade de reduzir os níveis de expressão de várias moléculas, sendo uma 

delas o MHC-I, fazendo com que as células infectadas não sejam reconhecidas 

pelas CTLs do sistema imune (KASPER & COLLINS, 2002). Todavia, o 

mecanismo da modulação negativa de MHC-I mediado por Nef, ainda não está 

totalmente elucidado. Diversos estudos demonstraram que Nef é capaz de 

fazer com que as células infectadas sobrevivam ao reconhecimento pelo 

sistema imune (GLUSHAKOVA, et al., 2001; MÜNCH, et al., 2001). 

A fim de verificar a participação de AP-11 e AP-12 neste processo, 

foram realizados ensaios de silenciamento destas proteínas e transfecção de 

Nef em células HeLa CCL2 expressando HA-HLA-A2. Desta forma, pela 
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técnica de Western blot, foi verificada inicialmente a eficácia do silenciamento e 

por citometria de fluxo e de imunofluorescência indireta, os níveis totais de 

HLA-A2 e sua distribuição na superfície celular e intracelular. 

Diversas pesquisas observaram que o silenciamento de AP-11 é 

capaz de inibir fortemente a capacidade de Nef para regular negativamente 

HLA-A2 da superfície celular. Os resultados mostrados nesse trabalho, como 

pode ser observado nas figuras 6 e 8, são similares com outros estudos 

(ROETH & COLLINS, 2006). A constatação de que o silenciamento AP-11 

inibe a capacidade de Nef regular negativamente MHC-I em ambas as células 

HeLa e células T indica que, provavelmente, o mecanismo molecular é o 

mesmo (CHOMA, et al., 2015). 

Os ensaios de citometria de fluxo e de imunofluorescência indireta 

revelaram que AP-11 é importante na modulação negativa de HLA-A2 por Nef 

de HIV-1, e não o AP-12. Diversos estudos postularam que o AP-11 é 

essencial para Nef regular negativamente HLA-A2, na medida em que o 

silenciamento desta subunidade, inibe o processo de regulação negativa 

(CHOMA, et al., 2015; LUBBEN, et al., 2007; KASPER & COLLINS, 2002). Já 

se tem conhecimento que quando uma das subunidades do complexo AP é 

silenciada, o complexo se torna instável, e desmonta-se. Dessa forma, 

corroborando com os dados afirmados anteriormente. 

Além disso, AP-11 e AP-12 parecem compor funções distintas na 

célula. Segundo Lewin (1998, p. 207), entre as proteínas AP-11 e AP-12 há 

um elevado grau de similaridade de sequência, maior que cerca de 60%. 

Entretanto, existem mais estudos afirmando que estas duas subunidades se 

diferem em algumas regiões, não só na sequência de aminoácidos, mas 

também na organização de domínios (TAKATSU, et al., 1998). Ainda, AP-12 

possui uma região truncada (a região da orelha, ―ear domain‖) quando é 

comparada com AP-11, embora a similaridade de aminoácidos entre essas 

duas subunidades permaneça elevada em regiões onde os domínios ―orelha‖ 

das suas subunidades se alinham. Por conseguinte, as diferenças estruturais 

entre os domínios de AP-11 e AP-12, pode refletir em diferenças funcionais 

entre estas moléculas. (LEWIN, et al., 1998). 
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7 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 Nef redistribui HLA-A2 para a região perinuclear 

 A  subunidade  1  adaptina,  mas  não 2  adaptina, é  requerida  para  

a  regulação negativa de HLA-A2 por Nef 

 Esses resultados sugerem que 1 e 2 adaptinas possuem funções 

distintas  

 Essas informações são relevantes para a melhor compreensão das 

interações do HIV com a célula hospedeira 
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