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de defesa. Um dos seus produtos génicos, a proteina Nef,
tem funcdo crucial nesses processos, reduzindo a expres-
sdo de CD4 e MHC-I em células infectadas. O correceptor
CD4 ¢ utilizado pelo virus para invasao celular e acredi-
ta-se que sua elimina¢do da superficie de células hospe-
deiras previna superinfecgao e facilite a liberacdao de novas
particulas virais. A redugdo dos niveis de MHC-I também
beneficia o virus, por interferir no reconhecimento e des-
truicdo de células infectadas por células T citotdxicas. Em
ambos os casos, Nef modifica o transporte normal dessas
proteinas levando ao redirecionamento destas ao am-
biente proteolitico dos lisossomos por mecanismos ainda
pouco entendidos. O objetivo geral deste projeto é o de
elucidar mecanismos e identificar fatores celulares utiliza-
dos por Nef para alterar o trifego intracelular de protei-
nas e induzir a degradacdo de CD4 e MHC-1. Os estudos
empregarao ensaios complementares para caracterizar as
rotas de transporte utilizadas por essas proteinas rumo
aos lisossomos, bem como para investigar a participacdo
de fatores enddgenos reguladores do transporte aos lisos-
somos nesse processo. Especificamente, serao estudados o
papel da ubiquitinacdo de CD4 e MHC-I e 0 envolvimento
dos complexos AP-3, AP-4 e ESCRTS. Serdo investigados os
efeitos de Nef na biologia de endossomos, uma estratégia
de screening para identificar proteinas celulares potencial-
mente envolvidas na a¢ao de Nef. O melhor entendimento
de como Nef manipula componentes regulatérios do tra-
fego intracelular poderia levar a estratégias para interferir
na atividade dessa proteina viral.
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A doenga pulmonar obstrutiva crdénica e a asma
bronquica sio doencas de alta prevaléncia, alta morbi-
dade e mortalidade e que geram custos significativos ao
Sistema Unico de Satide. De forma geral, a fisiopatologia
dessas doencgas é caracterizada por obstru¢io ao fluxo
aéreo, reversivel ou nao, e processo inflamatério pulmo-
nar. A persisténcia da inflamagdo pode induzir processo
de reparo pulmonar associado a redu¢io progressiva da
fun¢do pulmonar observada nesses pacientes. Embora
existam drogas efetivas na reducao da inflamacao, muitas
vezes estas nao sao eficazes na reversao do remodelamen-
to pulmonar. A recente descri¢gao do sistema colinérgico
anti-inflamatério e a detecgao de alguns de seus compo-
nentes, tais como a acetilcolina, o transportador de alta

afinidade (ChT1), o transportador vesicular de acetilco-
lina (VAChT) e receptores de acetilcolina, em células de
vias aéreas, sugerem uma importante participagao desse
sistema na fisiopatologia das doengas pulmonares. No en-
tanto, poucos estudos avaliaram os efeitos desse sistema
na inflamacdo e no remodelamento pulmonar. Objetivos:
avaliar se a diminui¢do da atividade colinérgica pode in-
terferir na modulag¢do das alteragdes morfofuncionais de-
correntes do estimulo inflamatério cronico. Este projeto
sera subdividido em quatro, que apresentam seus objeti-
vos especificos: projeto 1. Avaliar os efeitos da hipofun-
¢ao colinérgica por redu¢ao da proteina transportadora
vesicular de acetilcolina na mecénica e na histopatologia
pulmonar; projeto 2. Avaliar os efeitos da hipofuncio
colinérgica por redugdo da proteina transportadora ve-
sicular de acetilcolina nas alteracdes pulmonares obser-
vadas em modelo experimental de inflama¢do pulmonar
induzidas pela exposicdo cronica a alérgenos; projeto 3.
Avaliar se os efeitos da hipofun¢ao colinérgica por redu-
¢30 da expressao do transportador vesicular de acetilcoli-
na interferem nas altera¢des pulmonares observadas em
modelo experimental de inflama¢do pulmonar induzi-
da pela elastase em camundongos; projeto 4. Avaliar se
a hipofun¢do colinérgica por redu¢io da atividade dos
transportadores vesiculares de acetilcolina interfere nas
alteragdes pulmonares induzidas por instilagdo cronica
de Rofa. Metodologia: para tanto, serao utilizados camun-
dongos geneticamente modificados para uma menor ex-
pressdo da proteina denominada transportador vesicular
de acetilcolina (VAChT), o que se associa a diminui¢ao na
liberagao de acetilcolina. Serdo utilizados animais hetero-
zigotos, homozigotos e sem modificacdo genética. Nestes,
serao avaliadas a mecanica pulmonar, inflama¢ao (H&E,
eosinoéfilos, macréfagos e neutréfilos) e remodelamento
pulmonar (coloracao de picro-sirius, coloragdo de resor-
cina-fucsina oxidada, coloragao de PAS+AB) por técnica
morfométrica. Possiveis mecanismos envolvidos serdo
avaliados por imunoistoquimica para detec¢ao de nNOS,
iNOS, isoprostano e interleucinas. Depois, esses trés gru-
pos de animais serdo submetidos a protocolos jé estabele-
cidos, a saber: 1) modelo experimental de asma: sensibili-
zagao com ovoalbumina por dois meses para indugao de
inflamag¢ao pulmonar alérgica; 2) modelo experimental
de enfisema: instila¢do de elastase intranasal; 3) modelo
experimental de inflamac¢do induzida por poluentes at-
mosféricos: instilacdo de Rofa durante 15 dias consecu-
tivos intranasal. Serdo avaliados os mesmos pardmetros
descritos acima nesses grupos experimentais.
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