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1 Revisão da Literatura 

1.1 Sarcoma de Kaposi 

Descrito em 1872 pelo dermatologista húngaro Moritz Kaposi (1), o Sarcoma 

de Kaposi (SK) é uma neoplasia maligna angioproliferativa com importante reação 

inflamatória. Essa neoplasia decorre de infecção pelo Herpesvírus Humanos tipo 8 

(Human Herpesvirus Type 8 - HHV-8), também denominado Herpesvírus Associado 

ao Sarcoma de Kaposi (Kaposi Sarcoma-associated Herpesvirus - KSHV) (2). 

Atualmente são descritas quatro formas clínico-epidemiológicas principais da 

doença: SK clássico, SK endêmico africano, SK iatrogênico e o SK associado a 

aids. A agressividade da lesão, mortalidade e morbidade, além de fatores 

individuais como idade, sexo e etnia são alguns elementos que possibilitam 

distinguir os tipos de SK (3). 

O SK clássico tipicamente se manifesta como lesões cutâneas isoladas, 

geralmente localizadas em membros inferiores, plantas dos pés e tornozelo; 

raramente acomete órgãos internos e nódulos linfáticos (4). Esse tipo de SK atinge 

predominantemente homens com idade superior a 50 anos, sendo mais comum no 

Mediterrâneo e próximo ao Leste Europeu (3). O SK endêmico africano é 

predominante na África Oriental e Central, acometendo principalmente crianças 

levando ao comprometimento de vísceras e nódulos linfáticos, de modo a ser mais 

severo que o SK clássico (5). O SK iatrogênico está relacionado à imunossupressão 

terapêutica para manutenção do enxerto em pacientes transplantados e pode sofrer 

remissão espontânea com mudanças no regime de drogas imunossupressoras. O 

SK associado à síndrome da imunodeficiência adquirida (Acquired 

Immunodeficiency Syndrome - aids), por sua vez, ocorre em indivíduos portadores 

do vírus da imunodeficiência humana (Human immunodeficiency vírus – HIV) e é a 

forma mais agressiva da doença, com lesões multifocais e progressão rápida, que 

podem se espalhar por linfonodos e vísceras (6). 

As lesões do SK são compostas por células endoteliais típicas, eritrócitos 

extravasados, células inflamatórias infiltradas e as células neoplásicas fusiformes 

as quais apresentam imunofenótipo endotelial, notadamente endotélio linfático (7). 

O microambiente inflamatório no SK é dado pela ação de várias citocinas 

inflamatórias, muitas delas secretadas pelas células fusiformes, incluindo o fator 

básico de crescimento de fibroblastos (basic Fibroblast Growth Factor - bFGF), 
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interleucinas 1 (Interleukin 1 - IL-1), 6 (Interleukin 6 - IL-6) e 8 (Interleukin 8 - IL-8), 

o fator de necrose tumoral (Tumor Necrosis Factor – TNF), interferon gama (gamma 

interferon – IFN-ᵞ); fatores proangiogênicos, como o fator de crescimento do 

endotélio vascular (Vascular Endothelial Growth Factor – VEGF), fator de 

crescimento derivado de plaquetas (Platelet-derived growth factor - PDGF); e 

quimiocinas, como a proteína quimiotática para monócitos 1 (Monocyte chemotactic 

protein-1 -MCP-1) (3). A desregulação desses mediadores químicos acarreta a 

sobrevivência e propagação das células fusiformes, colaborando com o 

desenvolvimento do SK. 

Além do SK, a infecção pelo KSHV também está associada ao 

desenvolvimento da doença de Castleman Multicêntrica (Multicentric Castleman 

Disease – MCD) e do Linfoma de Efusão Primária (Primary Efusion Lymphoma – 

PEL) (8–10). A MCD é um raro distúrbio linfoproliferativo policlonal de células B, 

que acomete os centros germinativos dos nódulos linfáticos e é acompanhado de 

proliferação vascular com intensidade variável. Também denominado linfoma de 

cavidades, o PEL perfaz aproximadamente 4% de todos os linfomas não-Hodgkin 

(non-Hodgkin's lymphoma – NHL) e é caracterizado pela proliferação de linfócitos 

B neoplásicos em cavidades corporais, tais como o espaço pleural, pericárdico e 

peritoneal. Tanto a MCD como o PEL são mais frequentes em indivíduos portadores 

do HIV, nos quais se expressam de maneira biologicamente mais agressiva (11).  

1.2 Herpesvírus associado ao sarcoma de Kaposi 

Diversos vírus foram inicialmente cogitados como agentes etiológicos do SK, 

incluindo o citomegalovírus (Cytomegalovirus - CMV), os herpesvirus humanos 

tipos 6 e 7 (Human Herpesvirus Type 6 - HHV-6 e Human Herpesvirus Type 7 - 

HHV-7) e o vírus do papiloma humano (Human papillomavirus - HPV) (12). A partir 

da análise de espécimes biológicos de pacientes com a síndrome de 

imunodeficiência humana adquirida (aids), em 1994 Chang e colaboradores 

isolaram um novo herpesvírus, denominado herpesvirus associado ao sarcoma de 

Kaposi (KSHV) (13). Atualmente o KSHV é detectado em praticamente todos os 

casos de SK, independentemente da forma clínica (14). Taxonomicamente 

conhecido como herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8), o KSHV é um herpesvírus da 

subfamília Gammaherpesvirinae da qual também fazem parte o vírus de Epstein-

Barr (Epstein-Barr virus - EBV) e o herpesvírus saimiri (Herpesvirus saimiri - HVS). 
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O KSHV pertence ao gênero Rhadnovirus, assim como o HVS, mas é o primeiro 

vírus desse gênero a ter humanos como hospedeiros naturais. Tipicamente os 

herpesvírus gama são linfotrópicos e durante a infecção podem propiciar o 

aparecimento de células linfoides atípicas, com elevada capacidade de proliferação 

celular (14). 

A partícula viral do KSHV é composta por um nucleocapsídeo 

icosadeltaédrico de 100-120nm de diâmetro, envolto por um envelope lipídico no 

qual se inserem glicoproteínas virais. O genoma viral é formado por DNA linear de 

dupla fita,  com cerca de 145 kb em sua região extensa única (long unique region - 

LUR), na qual estão codificados pelo menos 87 genes (15).  

O KSHV se destaca pelo elevado número de produtos virais semelhantes a 

proteínas humanas com importante papel na proliferação, diferenciação, morte 

celular e modulação da resposta imunitária do hospedeiro. É o caso de pelo menos 

11 de suas ORFs (Open Reading Frame – ORF) (15,16). O KSHV codifica, por 

exemplo, uma proteína homóloga ao receptor acoplado a proteína G humana 

(vGPCR; ORF-K14), um homólogo da interleucina 6 (vIL-6; ORF-K2), homólogos 

de quimiocinas CC semelhantes à interleucina 8 (vCCLs -1, -2,e -3; ORFs -K6, -K4, 

-K4.1, respectivamente), homólogos de fatores reguladores de intérferon (vIRFs 1, 

2, 3 e 4; ORF-K9, -K11.1, -K10.5 e -K10, respectivamente), um homólogo da ciclina 

D2 (vCyc; ORF-72), um homólogo semelhante a proteínas inibitórias da apoptose 

(Inhibitory Apoptosis Proteins – IAPs) (vIAP; ORF-K7), uma proteína anti-apoptótica 

semelhante à bcl-2 (vBcl-2; ORF-16), e um homólogo da proteína inibitória 

semelhante à FLICE (vFLIP; ORF-71/K13) (17). 

O ciclo biológico do KSHV apresenta duas fases distintas, denominadas ciclo 

latente e ciclo lítico (ou produtivo). De modo geral, ambas as fases são 

caracterizadas por programas de expressão gênica distintos (18). Em células 

latentemente infectadas não ocorre produção de partículas virais, o DNA viral se 

estabelece como epissoma nuclear e um número reduzido de genes virais é 

expresso, como a Kaposina A (ORF-K12), v-FLIP (ORF-71), vCyc (ORF-72) e o 

antígeno nuclear associado a latência (Latency-Associated Nuclear Antigen - 

LANA) (ORF-73) (19). Na fase lítica o genoma do KSHV encontra-se linearizado, 

propiciando a expressão de praticamente todo o genoma viral e produção de novas 

partículas virais. A replicação lítica viral ocorre na orofaringe de humanos 
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infectados, provavelmente em linfócitos B de tonsilas (20). A transição entre as 

fases latente e lítica é regulada pelo ativador de replicação e transcrição 

(Replication and Transcription Activator – RTA; ORF-50), essencial e suficiente 

para a deflagração da fase lítica do ciclo biológico do KSHV (21). Além do RTA, 

dentre os produtos virais de fase lítica destacam-se a vGPCR (ORF-K14) e a 

proteína K1 (ORF-K1). 

Tanto os produtos virais de fase latente como os de fase lítica podem 

desempenhar papel importante na transformação celular induzida pelo KSHV. 

Alguns produtos da fase latente atuam essencialmente estimulando proliferação e 

sobrevivência das células infectadas. Proteínas do ciclo lítico, por sua vez, 

subvertem a resposta imunitária do hospedeiro, atuando em mecanismos 

autócrinos e parácrinos de estimulação celular e favorecendo a inflamação e a 

angiogênese local, fenômenos críticos para o desenvolvimento tumoral (18). 

A principal proteína do KSHV expressa durante o período de infecção latente 

é LANA (ORF-73), essencial para a segregação do genoma viral durante a divisão 

celular (22,23). LANA interfere na função de diversas proteínas celulares, 

ocasionando aumento na proliferação celular e resistência à apoptose. Por 

exemplo, LANA interage com a Aurora quinase B (Aurora Kinase B - AK-B), que 

atua na maturação dos centrossomos, organização do fuso mitótico, ancoragem 

das proteínas do fuso ao cinetocoro dos cromossomos e indução de fosforilação da 

oncoproteína survivina, o que culmina no aumento do número de cópias virais em 

células B KSHV-positivas (24). LANA contribui no estabelecimento da latência, por 

exemplo, recrutando correpressores transcricionais para a região promotora da 

ORF-50 (RTA), de modo a encerrar a expressão de genes de fase lítica e favorecer 

a manutenção de infecção latente pelo KSHV (25). 

Outra proteína pertencente a fase latente de infecção é vFLIP (ORF-71), que 

é homóloga às FLIPs celulares, inibidoras de receptor de morte indutores da 

apoptose. vFLIP possui domínios efetores de morte que lhe permite interagir com 

proteínas adaptadoras como a FADD (Fas-Associated Death-Domain), da via 

Fas/TNFR. Essa interação impede o recrutamento de caspase 8 para FADD e sua 

ativação, proporcionando o bloqueio da apoptose mediada por Fas (26). vFLIP 

também bloqueia a apoptose por propiciar fosforilação do complexo de quinases 

IκB, ocasionando acúmulo do fator nuclear κB (Factor Nuclear kappa B - NF-κB) no 
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núcleo celular, o que estimula a expressão de proteínas anti-apoptóticas (27–29). 

vFLIP pode ainda ativar o promotor da IL-8 por meio da indução da translocação 

nuclear das subunidades p65, c-Rel e p50 do NF-κB, cuja interação com o AP-1 

forma um complexo de ativação da transcrição com atividade no promotor da IL-8, 

culminando com aumento da expressão dessa citocina que promove angiogênese 

e atua como um fator de crescimento autócrino para essas células (30,31). A 

ativação de NF-κB por vFLIP pode também modificar o balanço entre expressão de 

genes de ciclo latente e lítico do KSHV cruciais na patogênese do SK e de outras 

doenças associadas ao vírus (32,33).  

A entrada no ciclo lítico é controlada pela proteína Rta (ORF-50) (34), 

formada por 691 aa e com 73.7 kDa. Rta é altamente fosforilada e expressa 

precocemente no ciclo biológico viral. Além de regular sua própria expressão, Rta 

é necessária e suficiente para interromper a latência e acionar o programa lítico em 

células latentemente infectadas pelo KSHV (35). Rta contribui para aumento da 

sobrevida da célula infectada pelo KSHV por transativar o gene codificador da 

proteína antiapoptótica bcl-2. Assim, o KSHV se utiliza da via intrínseca da 

apoptose para prolongar a sobrevivência de células liticamente infectadas, 

maximizando a produção de partículas virais (34). Rta também favorece a 

replicação lítica por meio de estimulação de degradação proteossomal de vFLIP, 

de modo a restringir a ação desta na ativação de NF-κB (36). 

A vGPCR (ORF-K14) é uma proteína transmembrana presente no ciclo lítico, 

homóloga viral do receptor para IL-8 (37). Esse receptor deflagra sinalização em 

várias vias de sinalização, como PKC, PKB, Akt, NF-kB, e MAPK, aumentando a 

expressão de genes envolvidos na proliferação, sobrevivência e transformação 

celular. A vGPCR também aumenta a expressão de citocinas e fatores de 

crescimento (e.g., IL-6, IL-1β, IL-8, GM-CSF, TNF-α, VEGF, bFGF e MCP-1), 

reguladores importantes de fenômenos como a proliferação celular, angiogênese e 

inflamação (35). De maneira parácrina essas citocinas ativam AKT, ERK, p38 e 

IKKβ, ocasionando hiper-regulação do fator de indução a hipóxia (Hypoxia Inducible 

Factor - HIF) mediada por mTOR. HIF induz aumento da transcrição e secreção de 

VEGF e, consequentemente, promove neovascularização e remodelamento 

vascular (38). vGPCR também pode induzir bcl-2 via PI3K/Akt, proporcionando 

aumento da sobrevida das células latentemente infectadas pelo KSHV, além de 

torná-las mais susceptíveis aos efeitos proliferativos exercidos pelas citocinas 
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inflamatórias (39). A sobrevivência celular também é favorecida por vGPCR por 

meio da ativação da via NF-kB, tanto em células do PEL como em linfócitos B 

primários de SK em pacientes HIV-negativos (40). 

A proteína K1 (ORF-K1) é uma glicoproteína transmembrana de 289 aa e 46 

kDa, expressa principalmente na fase lítica do ciclo biológico do KSHV (41). 

Estruturalmente K1 possui uma sequência peptídeo-sinal em sua região N-terminal, 

um domínio extracelular, um domínio transmembrana e uma curta cauda 

citoplasmática em sua região C-terminal, na qual se localiza um motivo de ativação 

baseada em tirosina de imunorreceptor (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation 

Motif - ITAM) (42). K1 assemelha-se ao receptor de linfócitos B (B-cell Receptor - 

BCR), podendo iniciar vias de sinalização e mobilização de cálcio intracelulares 

(43–45). Em células latentemente infectadas, LANA acarreta a supressão de K1 

por se ligar à uma região de repetições terminais no promotor da ORF-K1, o que 

favorece a manutenção da latência (46). Por outro lado, Rta ativa a ORF-K1 ao se 

ligar ao seu promotor, de modo a reverter a supressão de K1 induzido por LANA e 

contribuindo assim para a reativação lítica do KSHV (47). Wang e colaboradores 

descreveram que a proteína K1 aumenta a secreção e expressão de VEGF e MMP-

9 em células epiteliais e endoteliais, contribuindo para a angiogênese e a invasão 

tecidual (48). Além disso, tanto a expressão aumentada de VEGF como a própria 

K1 do KSHV hiper-regulam a via de sinalização PI3K/Akt (49–51), o que inibe a 

apoptose. Como a ativação da via de PI3K é crítica para a transformação de várias 

células humanas, é possível que sua ativação por K1 tenha papel na imortalização 

de células endoteliais e tumorigênese associada ao KSHV (49), favorecendo a 

disseminação viral e possivelmente contribuindo na patogênese do SK. 

1.3 Infecção pelo HIV e aids 

A aids propriamente dita é o estágio final da infecção pelo HIV, caracterizado 

por imunossupressão severa que proporciona um risco elevado do indivíduo em 

adquirir infecções oportunistas e neoplasias secundárias. O HIV é um retrovírus do 

gênero Lentivirus, sendo atualmente descritos dois tipos virais principais: o HIV-1 e 

o HIV-2. O HIV-1 é responsável pela maioria dos casos de aids no mundo; a 

infecção pelo HIV-2, por sua vez, é menos frequente e ocorre predominantemente 

em algumas regiões da África Ocidental e Central (52). 



Expressão de genes oncogênicos do KSHV exposto a proteína tat recombinante do HIV-1  20 
 

 

O genoma do HIV-1 é composto de duas moléculas idênticas de RNA de 

cadeia simples envoltas pelo capsídeo viral. Nelas estão codificadas os genes 

retrovirais básicos GAG, POL e ENV. GAG codifica proteínas estruturais p24, p7 e 

p6 e o p17 da matriz; POL codifica enzimas importantes para a replicação do HIV-

1 como a transcriptase reversa, a integrase e a protease e ENV codifica 

glicoproteínas que se inserem no envelope e interagem com receptores na 

superfície da célula alvo (53). O HIV-1 possui ainda uma gama de outros genes, 

incluindo TAT (Transactivator of Transcription) e REV (Regulator of Expression of 

the Virion) que são expressos precocemente no ciclo biológico do HIV-1 e codificam 

proteínas regulatórias com papel fundamental na replicação viral. Quatro outros 

genes codificam proteínas acessórias: o fator negativo (Negative Factor – nef), a 

proteína viral R (Viral Protein R - vpr), a proteína viral U (Viral Protein U – vpu) e o 

fator de infectividade viral (Virus Infectivity factor – vif) (54). 

Além do genoma viral, o nucleocapsídeo do HIV-1 contém uma transcriptase 

reversa (enzima DNA polimerase dependente de RNA), que propicia o início da 

replicação viral na célula infectada. Em decorrência da incorporação incorreta de 

bases, essa enzina é propensa a erros na produção do DNA complementar 

retroviral, de modo que o HIV-1 apresenta elevada taxa de mutação. Isso acarreta 

maior variabilidade genômica do vírus, com reflexos no diagnóstico, tratamento e 

prevenção da infecção retroviral, bem como nas investigações epidemiológicas 

(52). 

As linhagens do HIV-1 podem ser classificadas em dois grupos: macrófago 

trópicas (M- Trópicas) infectam monócitos/macrófagos e subpopulações de células 

T de memória e a linfócito trópicas (T- Trópicas) infectam linfócitos T CD4+. Os vírus 

da linhagem M-trópicas utilizam o receptor CCR5 e apresentam crescimento in vitro 

relativamente lento e são prevalentes principalmente durante a fase assintomática 

da infecção. Já os vírus da linhagem T- trópicas utilizam o CXCR4 e são altamente 

citopáticos (55). A infecção de linfócitos T permissivos se faz por meio de moléculas 

expressas em sua superfície, notadamente a proteína CD4 e receptores para 

quimiocinas, o CCR5 e o CXCR4. As glicoproteínas gp120 e gp41 do envelope viral 

se ligam a essas proteínas da célula-alvo, propiciando a fusão do envelope com a 

membrana plasmática, o que possibilita a entrada do vírus na célula. No citoplasma, 

o RNA viral serve como molde para a síntese do DNA pró-viral, integrado ao DNA 

celular pela ação da enzima viral integrase. A protease retroviral auxilia na 
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formação da maturação das novas partículas virais, tornando-as capazes de 

infectar outras células suscetíveis (52,56).  

Tendo em vista que os linfócitos T CD4+ apresentam funções essenciais na 

regulação das respostas imunitária celular e humoral, a progressiva destruição 

dessas células pelo HIV-1 incapacita todo o sistema imunitário aumentando a 

susceptibilidade do indivíduo à infecção por outros microrganismos (52). Antes da 

introdução da terapia antiretroviral potente combinada (Highly Active Antiretroviral 

Therapy - HAART) as infecções oportunistas eram as principais responsáveis pela 

elevada taxa de mortalidade entre os pacientes infectados pelo HIV-1. No entanto, 

nos últimos anos tem sido observado um aumento da sobrevida desses pacientes 

em função de novos protocolos terapêuticos, em especial a HAART. Os 

antirretrovirais que compõem a HAART incluem drogas inibidoras das enzimas 

retrovirais (notadamente a protease e a transcriptase reversa), que propiciam uma 

inibição da replicação retroviral e interrupção da progressão para a aids (57).  

A HAART, entretanto, não é suficiente para a eliminação completa do HIV-1 

no organismo, que permanece em replicação residual em seus reservatórios 

biológicos, principalmente tecidos linfoides e sistema nervoso central. Na ausência 

de tratamento antirretroviral, a replicação do HIV-1 torna-se mais evidente nas 

células permissivas, principalmente linfócitos T CD4+ ativados. Mesmo na vigência 

da HAART, a baixa fidelidade do processo de transcrição reversa do genoma 

retroviral, frequentemente proporciona mutações, que somado a utilização da 

medicação em concentrações inadequadas, podem possibilitar a emergência de 

linhagens de HIV-1 resistentes às drogas utilizadas, dificultando o controle da 

doença (58). 

O HIV-1 produz seis proteínas adicionais: tat, rev, nef, vif, vpr e vpu. 

Enquanto tat e rev são requeridas para replicação, nef, vif, vpr e vpu são 

normalmente dispensáveis para essa função em muitos dos sistemas in vitro; por 

essa razão são por vezes referidas como proteínas acessórias. Entretanto, essas 

proteínas frequentemente são necessárias para replicação retroviral e patogênese 

in vivo, desempenhando funções essenciais durante o ciclo biológico do HIV-1. A 

presença ou ausência dessas proteínas acessórias pode alterar significativamente 

o curso e severidade da infecção retroviral (59). 

A proteína tat do HIV-1 é codificada por dois exons, possui 14kDa e é 

composta por cinco domínios: os três primeiros são responsáveis por sua ativação, 
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o quarto capacita-a a como transativador e o quinto (codificado pelo segundo exon) 

contribui para a infectividade viral e outras funções de tat (60). Tat pode ativar a 

transcrição do RNA retroviral por diferentes mecanismos, incluindo mudanças 

conformacionais no sítio de integração pró-viral, interação com elementos 

responsivos de transativação do HIV-1 (Trans-Acting Responsive elemente -TAR) 

e ativação da via NF-kB pela degradação de IkBα (59). Diferentemente de outras 

proteínas transativadoras, tat não se liga em sítios no DNA celular, mas sim em 

TAR, localizada na região longa de repetições terminais (Long Terminal Repeat – 

LTR) do HIV-1 (59,61). Para tanto, tat recruta P-TEFb, um complexo quinase celular 

(CK9 e ciclina T) que fosforila o domínio C-terminal da RNA polimerase II, 

ocasionando aumento da sua atividade e da elongação durante a transcrição 

mediada por tat (59). 

O mecanismo de transativação por tat envolve um complexo evento de 

fosforilação, mediado pela sua ligação ao P-TEFb, que proporciona modificações 

em fatores positivos e negativos de elongação celular. O início da transcrição do 

HIV-1 é induzida por NF-κB, que recruta histonas acetiltransferases para a remoção 

de restrições de cromatina perto da região promotora. Após essa primeira etapa, o 

fator de elongação NELF e o complexo Tat/P-TEFb são recrutados para a interação 

com TAR. O fator de elongação NELF ao se ligar TAR, proporciona inibição da 

transcrição. No entanto, o complexo P-TEFb (que também é recrutado) causa hiper-

fosforilação em NELF, culminado com a liberação do elemento TAR, reiniciando a 

transcrição. Portanto, o complexo Tat/P-TEFb é capaz de estimular a transcrição 

do HIV-1 por remover o bloqueio de elongação imposto pelo NELF (Figura 1) (62). 

 

 

Figura 1: Mecanismos de Transativação. Figura de  Karn & Stoltzius, 2012. (62) 



Expressão de genes oncogênicos do KSHV exposto a proteína tat recombinante do HIV-1  23 
 

 

Por outro lado, tat proporciona autorregulação da transcrição do HIV-1 

(Figura 2): o silenciamento epigenético ou a redução dos níveis de NF-κB leva a 

redução dos níveis de tat de modo a inibir a transcrição, conduzindo o vírus para 

um estado de latência. O restabelecimento dos níveis de NF-κB, estimula a 

produção de tat, restaurando a transcrição retroviral. 

 

Figura 2: Autorregulação da transcrição do HIV-1 por tat. Figura de Karn & Stoltzius, 2012. (62) 

A tat extracelular, liberada pelas células infectadas pelo HIV-1, entra nas 

células na sua forma ativa. A tat intracelular estimula a atividade transcricional do 

LTR do HIV-1 e induz síntese de algumas citocinas, incluindo IL-2, IL-6 e algumas 

moléculas de adesão endotelial, como ICAM-1, VCAM-1 (63). Tat pode também 

estimular a angiogênese, a proliferação celular, a quimioinvasão, além de ter 

atividade neurotóxica no sistema nervoso central e causar a apoptose de células 

mononucleares de sangue periférico em cultura e de linhagens de células T CD4+ 

(59,64). Tat favorece o desenvolvimento do SK graças a sua atividade estimuladora 

da angiogênese e de outros fenômenos inflamatórios (63–65). Adicionalmente, tat 

e a LTR retroviral foram reconhecidos como os principais elementos de interação 

do HIV-1 com o KSHV, ora favorecendo o ciclo biológico do KSHV, ora do HIV-1, 

de modo potencializar a ação desses vírus no desenvolvimento de neoplasias 

malignas humanas, notadamente o SK-AIDS (66).  
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1.4 Interação KSHV e HIV-1 

O KSHV é requerido para o desenvolvimento do SK, com importante papel 

na transformação das células fusiformes. No entanto, a infecção pelo vírus não é 

suficiente para o desenvolvimento da doença (14). Por outro lado, sabe-se que o 

HIV-1 é um cofator importante, pois, embora não tenha potencial oncogênico direto, 

esse retrovírus pode atuar indiretamente por meio da imunossupressão, pela 

atividade biológica de suas proteínas e por modificar o padrão de produção de 

citocinas (67).  

Estudos têm demonstrado que a coinfecção KSHV – HIV-1 modula a 

replicação do HIV-1 (68–70). Isso ocorre por meio da interação entre os dois vírus 

ou por efeitos resultantes da liberação de fatores celulares em resposta a infecção. 

A proteína Rta (ORF-50) do KSHV interage sinergicamente com a proteína tat do 

HIV-1 na transativação de sua LTR, proporcionando o aumento da susceptibilidade 

celular à infecção retroviral (71). Rta também induz interleucina-6 (IL-6), que 

estimula a produção da proteína quimiotática de monócitos-1 em macrófagos, 

aumentando o recrutamento de células suscetíveis à infecção pelo HIV-1 e 

possivelmente colaborando na distribuição do retrovírus pelo organismo, o que 

favorece a progressão para aids (72). Por outro lado, a infecção pelo HIV-1 em 

células BCBL-1 provoca reativação do KSHV por meio da ativação da PI3K/AKT e 

inativação de PTEN e GSK-3β. HIV-1 também ativa a via Ras/c-Raf/MEK1/2 MAPK, 

e a inibição de Ras, c-Raf ou MEK1/2 contribui para a replicação herpesviral. Assim, 

a via MAPK apresenta um importante papel na replicação do KSHV induzido pelo 

HIV-1. Ainda, a ativação da via de NF-kB pelo HIV-1 inibe a replicação lítica do 

KSHV (73). 

O SK-AIDS é a forma mais agressiva do SK, o que pode ter relação com 

algumas propriedades da proteína tat do HIV, que favorece a produção de citocinas 

inflamatórias e angiogênese. Tat interage com VEGF, ativando o receptor KDR em 

células fusiformes do SK e células endoteliais, o que contribui para a progressão 

tumoral no SK-AIDS (74). Adicionalmente, tat aumenta a infectividade do KSHV por 

diferentes mecanismos  (75,76). Um deles envolve o sulfato de heparan (Heparan 

Sulfate Proteoglycans - HSPGs), molécula que permite a adesão do KSHV na 

célula-alvo, proporcionando aumento da concentração de vírions em sua superfície. 

A integrina α3β1 também tem sido descrita como correceptor para o KSHV. Posto 

que tat pode se ligar a essa molécula, sugere-se que a proteína retroviral facilita o 



Expressão de genes oncogênicos do KSHV exposto a proteína tat recombinante do HIV-1  25 
 

 

aumento da concentração das partículas do KSHV na superfície celular e, 

consequentemente, sua entrada na célula (77). 

Há também relato de que LANA do KSHV coopera com a tat do HIV-1 para 

ativação da LTR retroviral (78). Além de interagir com LANA, tat tem sua atividade 

amplificada pela vFLIP do KSHV, o que induz transativação da LTR do HIV-1 pela 

via clássica de NF-kB (79). Outra proteína que ativa a expressão do LTR do HIV-1 

quando coexpressa com a tat é a KIE2 (ORF-45), sintetizada precocemente pelo 

KSHV. Por outro lado, as proteínas tat e vpr do HIV-1 aumentam a expressão 

gênica do KSHV (80).  

A vIL-6 (ORF-K2), expressa na fase latente e lítica do ciclo biológico do 

KSHV pode promover proliferação e sobrevivência celular, angiogênese e 

tumorigênese. Em cultura, a proteína tat do HIV-1 intensifica os efeitos induzidos 

pela vIL-6 a partir da regulação da via PI3K/PTEN/AKT/GSK-3b, ativando a PI3K e 

AKT e inativando PTEN e GSK- 3β (81). A proteína tat pode ainda acelerar a 

tumorigênese induzida pela kaposina A do KSHV por diferentes vias de sinalização, 

destacando MERK/ERK, STAT3 e PI3K/Akt (82). Tat ainda pode hiper-regular a 

expressão de genes líticos do KSHV como o vGPCR, potente indutor de 

angiogênese, de modo a compor mecanismo que explica a maior agressividade do 

SK-AIDS em relação a outras formas da doença (83). 

Além da atuação da proteína tat na intensificação dos efeitos induzidos pela 

vIL-6 a partir da regulação da via de sinalização PI3K/AKT, trabalho publicado por 

Zhu e colaboradores (2013) demonstrou que a proteína nef do HIV-1 também 

interage com a vIL-6 promovendo a intensificação da angiogênese e tumorigênese 

por meio da via PI3K/AKT, sendo esse um mecanismo pelo qual nef pode contribuir 

para o desenvolvimento do SK-AIDS (84). A proteína nef pode ainda aumentar a 

expressão do microRNA celular 1258 (hsa-miR-1258), o qual pode agir diretamente 

na regulação da ORF-50, inibindo a expressão da proteína Rta resultando na 

inibição da replicação lítica herpesviral e promovendo a sua latência. Então, o eixo 

Nef/miR-1258/RTA pode contribuir para com a regulação do ciclo de vida do KSHV 

e com a patogênese do SK-AIDS (85). 

As lesões do SK-AIDS são infiltradas por linfócitos TCD8+ e 

monócitos/macrófagos que produzem altos níveis de interferon-γ (IFN-γ), o qual 

promove a formação de células fusiformes com fenótipo angiogênico. O IFN-γ e a 

oncostatina-M (OSM) são estimuladas pela proteína tat e podem promover a 
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replicação lítica do KSHV, reforçando a hipótese de sua participação na progressão 

do SK-AIDS (86,87). De modo geral, a proteína tat estimula a proliferação, 

apresenta efeito antiapoptótico nas células fusiformes infectadas e atua na ativação 

do KSHV, proporcionando o aumento de sua carga viral e a estimulação de vários 

genes com potencial oncogênico como o vGPCR, vBCL-2 e vIRF1 (88). 

A interação entre o HIV-1 e o KSHV também pode ser observada na via de 

sinalização JAK/STAT. Em trabalho publicado por Zeng e colaboradores (2007), foi 

demonstrado que a sinalização IL-4/STAT6 contribui para a replicação do KSHV 

induzida pela proteína tat em células BCBL-1. A ativação dessa sinalização pode 

proporcionar morte celular. Uma vez que os autores não observaram alteração no 

número ou viabilidade celular em seus experimentos, sugeriram que a ausência de 

morte celular possa ser decorrente de atividade da via IL-6/STAT3 e de proteínas 

do KSHV, que exercem papel antiapoptótico e neutralizam o efeito deletério da 

ativação de IL-4/STAT6. Por esse mecanismo, a proteína tat participa da 

patogênese do SK induzindo replicação e aumento da carga viral do KSHV (89).  

A despeito dessas informações, ainda não estão adequadamente elucidados 

os mecanismos de interação de produtos do KSHV e do HIV-1. Essencialmente, 

isso decorre do fato do KSHV infectar preferencialmente linfócitos B, células 

epiteliais, queratinócitos, células endoteliais e células neoplásicas do SK, enquanto 

que o HIV-1 infecta principalmente linfócitos T CD4+, células dendríticas e 

mononucleares (80). Também são escassos os dados sobre os efeitos da interação 

entre as células infectadas pelo KSHV e células infectadas pelo HIV-1. É plausível 

que a proteína tat, sintetizada em linfócitos T infectados pelo HIV-1, modifique 

significativamente a expressão gênica do KSHV em células endoteliais adjacentes, 

proporcionando alterações fenotípicas que contribuem para o desenvolvimento do 

SK-AIDS. A avaliação das possíveis alterações na expressão de genes do KSHV 

associadas à exposição das células infectadas à proteína tat do HIV-1 pode 

contribuir no entendimento dos mecanismos de interação entre o KSHV e o HIV-1, 

de modo a favorecer a elucidação da patogênese do SK-AIDS. 
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2 Objetivos 

2.1 Objetivo Geral 

O presente estudo visa verificar a hipótese de que a proteína retroviral tat 

exerce efeito na expressão de genes selecionados do KSHV (com propriedades 

oncogênicas descritas na literatura) em células endoteliais cultivadas in vitro. 

2.2 Objetivos específicos 

� Avaliar a expressão transcricional in vitro de cinco genes do KSHV 

(vFLIP, LANA, vGPCR, Rta e K1) em células endoteliais de veia 

umbilical humana imortalizada pela telomerase e infectada pelo KSHV 

a longo prazo (Telomerase-immortalized human umbilical vein 

endotelial cell line – Long Term KSHV infected TIVE-LTCs) expostas a 

proteína tat recombinante por 12, 24, 48 e 72 h. 

� Descrever as eventuais alterações notadas na expressão dos 5 genes 

selecionados na presença e na ausência da proteína tat recombinante 

do HIV-1. 
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RESUMO 

Introdução: Pacientes portadores do vírus da imunodeficiência humana (HIV) 

apresentam risco aumentado de desenvolverem neoplasias malignas ligadas ao 

herpesvírus associado ao sarcoma de Kaposi (KSHV), entre elas o sarcoma de 

Kaposi (SK). Digno de nota, o sarcoma de Kaposi associado a aids (SK-AIDS) 

apresenta-se mais agressivo que as outras formas de SK, sugerindo a existência 

de interação sinérgica entre os produtos do KSHV e do HIV-1. O ciclo biológico do 

KSHV é dividido em fase latente e lítica. As proteínas vFLIP e LANA expressas na 

fase latente e as proteínas líticas Rta, vGPCR e K1, apresentam propriedades 

oncogênicas. Graças a habilidade da proteína tat do HIV-1 em estimular a 

angiogênese e outros fenômenos inflamatórios, é plausível que esta proteína 

modifique significativamente a expressão gênica do KSHV, proporcionando 

alterações fenotípicas que contribuem para o desenvolvimento do SK-AIDS. Para 

melhor entendimento dos efeitos da proteína tat do HIV-1 em células infectadas 

pelo KSHV,  por meio da análise das reações em cadeia da PCR quantitativa 

acoplada a transcrição reversa (Quantitative real time reverse transcriptase 

polymerase chain reactions - qRT-PCR), o presente trabalho descreveu as 

alterações na expressão dos genes codificadores de vFLIP, LANA, Rta, vGPCR e 

K1 em células endoteliais de veia umbilical humana imortalizada pela telomerase e 

infectada pelo KSHV a longo prazo (TIVE-LTCs) expostas à proteína tat 

recombinante do HIV-1 por 12, 24, 48 e 72h. Resultados: Em termos descritivos, 

a expressões diferencial dos genes latentes na vigência de exposição à proteína 

tat recombinante do HIV-1 em relação à proteína tat denaturada, aumentou após 

12 e 24h para LANA e após 24 e 72h para vFLIP. Para os genes líticos a expressão 

diferencial aumentou consistentemente até atingir 48h e diminuiu nas próximas 12h 

para ORF-50. Enquanto que para a ORF-K1 a expressão diferencial aumentou 

após 12 e 24h e não alterou após 48 e 72h. Conclusões: O modelo experimental 

utilizado para avaliar a expressão gênica apresentou limitações importantes e por 

essa razão, não foi possível atribuir, de modo confiável, as variações encontradas 

na análise da expressão gênica do KSHV a um possível efeito da exposição das 

TIVE-LTCs à proteína tat recombinante do HIV-1. 
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Introdução 

O herpesvírus humano associado ao sarcoma de Kaposi (Kaposi Sarcoma-

associated Herpesvirus - KSHV) é um herpesvírus da subfamília 

Gammaherpesvirinae. Assim como em outros herpesvírus, o ciclo biológico do 

KSHV é dividido em fase latente e lítica. Alguns produtos da fase latente, com 

destaque para as proteínas LANA e vFLIP, atuam essencialmente estimulando 

proliferação e sobrevivência das células infectadas. Proteínas do ciclo lítico como 

Rta, vGPCR e K1, por sua vez, têm importante papel interferindo na resposta 

imunitária do hospedeiro, atuando em mecanismos autócrinos e parácrinos de 

estimulação celular e favorecendo a inflamação e a angiogênese local [1]. 

O KSHV é um dos vírus cuja infecção é reconhecida como cancerígena para 

humanos [2] . Herpesvírus gama tipicamente são linfotrópicos e durante a infecção 

podem propiciar o aparecimento de células linfoides atípicas, que apresentam 

elevada capacidade de proliferação [3]. O KSHV é o agente etiológico do sarcoma 

de Kaposi e alguns distúrbios linfoproliferativos, tais como doença de Castleman 

Multicêntrica (Multicentric Castleman Disease – MCD) e do Linfoma de Efusão 

Primária (Primary Efusion Lymphoma – PEL) [4].  

O SK é uma neoplasia maligna angioproliferativa com importante reação 

inflamatória, as lesões são caracterizadas por neoangiogênese e proliferação das 

células fusiformes de origem endotelial [5], incluindo células de linhagem linfáticas 

[6]. Atualmente são descritas quatro formas clínico-epidemiológicas principais da 

doença: SK clássico, SK endêmico africano, SK iatrogênico e o SK associado a 

aids (SK-AIDS) [7]. SK-AIDS é mais agressivo clinicamente que os demais tipos de 

SK que ocorrem em pacientes HIV-negativo, e vários estudos tem sugerido que o 

HIV-1 tem importante papel nesta patogênese [8], pois, embora o HIV-1 não tenha 

potencial oncogênico direto, esse retrovírus pode atuar indiretamente por meio da 

imunossupressão, pela atividade biológica de suas proteínas e por modificar o 

padrão de produção de citocinas [9]. Em particular, a proteína tat do HIV-1 tem sido 

apontada como importante produto do HIV-1 que colabora com o desenvolvimento 

do SK. 
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A proteína tat possui 14kDa e apresenta domínios responsáveis pela 

transativação transcricional do LTR, um domínio de localização nuclear 

responsável pela ligação ao RNA, e um domínio C-terminal necessário para a 

interação extracelular com a membrana de células não infectadas [10]. Devido ao 

sinal de localização nuclear, essa proteína é transportada ao núcleo onde se liga a 

região do elementos responsivos de transativação do HIV-1 (Trans-Acting 

Responsive elemente -TAR) ativando a transcrição do RNA retroviral. Tat também 

é capaz de transativar LTR de HIV-1 por meio da ativação direta de NF-kB [11]. 

Estudos têm demonstrado que a coinfecção KSHV – HIV-1 ora modula a 

replicação do HIV-1 ora do KSHV [12–15]. Isso ocorre por meio da interação entre 

os dois vírus ou por efeitos resultantes da liberação de fatores celulares em 

resposta a infecção. A proteína Rta (ORF-50) do KSHV interage sinergicamente 

com a proteína tat do HIV-1 na transativação de sua LTR, proporcionando o 

aumento da susceptibilidade celular à infecção retroviral [13]. Há também relato de 

que LANA do KSHV coopera com a tat do HIV-1 para ativação da LTR retroviral 

[16]. Além de interagir com LANA, tat tem sua atividade amplificada pela vFLIP do 

KSHV, o que induz transativação da LTR do HIV-1 pela via clássica de NF-kB [17]. 

Por outro lado, tat interage com VEGF, ativando o KDR em células fusiformes do 

SK e células endoteliais, o que contribui para a progressão tumoral no SK-AIDS 

[18]. Tat ainda pode hiper-regular a expressão de genes líticos do KSHV como o 

vGPCR, potente indutor de angiogênese, de modo a compor mecanismo que 

explica a maior agressividade do SK-AIDS em relação a outras formas da doença 

[19]. A proteína tat pode ainda acelerar a tumorigênese induzida pela kaposina A 

do KSHV por diferentes vias de sinalização, destacando MERK/ERK, STAT3 e 

PI3K/Akt [20]. 

 É plausível que a proteína tat, sintetizada em linfócitos T infectados pelo 

HIV-1, modifique significativamente a expressão de genes do KSHV com potencial 

oncogênico em células endoteliais adjacentes, proporcionando alterações 

fenotípicas que colaboram com o desenvolvimento do SK-AIDS. Por esse motivo, 

hipotetizamos que a proteína tat do HIV-1 exerce efeito na expressão dos genes 

que sintetizam as proteínas LANA, vFLIP, Rta, vGPCR e K1 em células endoteliais 

cultivadas in vitro, contribuindo para a patogênese do SK-AIDS.  
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Resultados 

No presente estudo, células TIVE-LTC (Telomerase-immortalized human 

umbilical vein endotelial cell line – Long Term KSHV infected) foram expostas à 

proteína tat recombinante do HIV-1 in vitro e os efeitos em termos da expressão 

dos genes do KSHV LANA, vFLIP, RTA, vGPCR e K1 foram avaliados. Não foi 

notada variação significativa na concentração de células TIVE-LTC viáveis em 

nenhuma das condições experimentais e em nenhum dos momentos de análise em 

cada um dos três experimentos independentes realizados. Ademais, a exposição 

das células TIVE-LTC à proteína tat recombinante não revelou efeito citotóxico 

perceptível (dado não mostrado). 

As Figuras 1 e 2 apresentam os resultados obtidos das análises de 

expressão diferencial tomadas três relações: 1) TIVE-LTC + tat versus TIVE-LTC + 

tat denaturada, que visa estimar os efeitos atribuídos ao tratamento com a proteína 

tat recombinante do HIV-1; 2) TIVE-LTC + tat versus TIVE-LTC sem tratamento, a 

qual visa estimar os efeitos atribuídos ao tratamento com a proteína tat 

recombinante do HIV-1, eventualmente modificado pela presença de 

contaminantes (e.g., endotoxinas); e 3) TIVE-LTC + tat denaturada versus TIVE-

LTC sem tratamento, que busca revelar algum efeito espúrio na expressão dos 

genes virais analisados atribuídos a contaminantes eventualmente presentes nas 

alíquotas utilizadas da proteína tat recombinante do HIV-1. 

Os experimentos independentes realizados apresentaram elevada variação, 

conforme verificado nas Figuras 1 e 2. Assim sendo, os resultados de expressão 

diferencial não foram indicativos de diferenças significativas de expressão gênica 

para nenhum dos genes do KSHV avaliados, em nenhum dos momentos de 

análise. Sucintamente, a análise da expressão gênica apresentou os dados 

descritos a seguir: 

� Em 12h de tratamento (Figura 1A), a expressão diferencial na vigência 

de exposição à proteína tat recombinante do HIV-1 em relação à 

proteína tat denaturada foi da ordem de 1,8 vez para LANA e RTA e 

1,4 vez para K1. Para vFLIP e vGPCR, a exposição à proteína tat 
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recombinante exerceu efeito igual ou inferior ao da exposição proteína 

denaturada. 

� Em 24h de tratamento (Figura 1B), a expressão diferencial na vigência 

de exposição à proteína tat recombinante do HIV-1 em relação à 

proteína tat denaturada foi da ordem de 2,0 vezes para vGPCR, 2,5 

vezes para RTA, ambos genes líticos virais. Foi praticamente 

desprezível a expressão diferencial notada para LANA (1,4 vez), K1 

e vFLIP (1,3 vez). 

� Em 48h de tratamento (Figura 2A), a expressão diferencial na vigência 

de exposição à proteína tat recombinante do HIV-1 em relação à 

proteína tat denaturada foi da ordem de 3,1 vezes para o RTA e 1,3 

para vGPCR. Para vFLIP, LANA e K1 não foi observado variação na 

expressão (0,7; 0,9, e 0,8 vez, respectivamente). 

� Em 72h de tratamento (Figura 2B), a expressão diferencial na vigência 

de exposição à proteína tat recombinante do HIV-1 em relação à 

proteína tat denaturada foi na ordem de 1,9 vez para vFLIP, 2,1 vezes 

para vGPCR e 1,6 para RTA. Alteração praticamente desprezível foi 

encontrado na expressão diferencial de LANA (1,2 vez) e K1 (1,1 vez). 



Manuscrito 

45 
 

 

 

Figura 1: Expressão diferencial dos genes codificadores de vFLIP, LANA, vGPCR, RTA e K1 do KSHV após 
a exposição à proteína tat do HIV-1 por 12h (A) e 24h (B). Resultados de expressão gênica normalizados pela 
expressão de ACTB e expressão diferencial estimada pelo método 2-ΔΔCt.  
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Figura 2: Expressão diferencial dos genes codificadores de vFLIP, LANA, vGPCR, RTA e K1 do KSHV após 
a exposição à proteína tat do HIV-1 por 48h (A) e 72h (B). Resultados de expressão gênica normalizados pela 
expressão de ACTB e expressão diferencial estimada pelo método 2-ΔΔCt. 
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Figura 3: Compilação dos dados obtidos de expressão diferencial para os genes vFLIP, LANA, vGPCR, RTA 
e K1 do KSHV na vigência de exposição à proteína HIV-1 tat recombinante. A magnitude da expressão 
diferencial foi estimada pela diferença entre a expressão verificada nas TIVE-LTC cultivadas após exposição 
à proteína tat do HIV-1 em relação à expressão nas células tratadas com a proteína tat denaturada. Resultados 
de expressão gênica normalizados pela expressão de ACTB e expressão diferencial estimada pelo método 2-

ΔΔCt. 

Ao analisar a dinâmica da expressão diferencial dos cinco genes virais 

(Figura 3) foi observado aumento transcricional de RTA até 48h após o início da 

exposição à proteína tat do HIV-1, seguido de diminuição acentuada nas 24h 

subsequentes. LANA apresentou comportamento oposto, com diminuição 

progressiva de expressão nas primeiras 48h e aumento em 72h. Esses resultados 

estão em sintonia com o esperado para esses genes, na perspectiva de que a 

indução de ciclo lítico do KSHV pelo RTA diminui o repertório de células 

latentemente infectadas, que expressam LANA. vFLIP, outro gene viral de fase 

latente, apresentou comportamento semelhante ao de LANA, diferindo por discreto 

aumento de expressão em 24h.  

Em relação às oscilações na expressão diferencial da ORF-K1 do KSHV, foi 

observada diminuição nas primeiras 48h e aumento em 72h; entretanto, as 

mudanças notadas revelaram-se muito discretas. Considerando o aumento de 

expressão de RTA nesse período (o que sinaliza aumento na fração de células em 

ciclo lítico viral), esperava-se comportamento oposto ao apresentado para a ORF-
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K1 viral. Em tempo, foi observada intermitência na expressão diferencial de vGPCR 

estimada, que se elevou em 24h, reduziu-se a níveis semelhantes do estimado em 

12h e voltou a se elevar em 72h de exposição à proteína tat recombinante do HIV-

1. Esse resultado não encontra subsídio no comportamento esperado para esse 

gene viral, expresso predominantemente em fase lítica do ciclo biológico do KSHV. 

Adicionalmente, é importante salientar que estimativa de expressão transcricional 

desse gene por qRT-PCR apresentou a maior variação dentre todos os genes 

analisados, decorrente de níveis muito baixos de expressão gênica desse alvo em 

todas as condições experimentais avaliadas. 

 As Figuras S1 até S10 do Material Suplementar apresentam os 

gráficos correspondentes aos resultados de amplificação por qRT-PCR dos 

transcritos de todos os genes virais avaliados, nos três experimentos 

independentes realizados. 

Discussão 

O KSHV é necessário mas insuficiente para o desenvolvimento do SK, sendo 

que o HIV-1 é um importante cofator para o desenvolvimento e progressão do SK-

AIDS. Mesmo não apresentando potencial oncogênico direto no SK-AIDS, o HIV-1 

pode atuar indiretamente por meio da imunossupressão, pela modificação do 

padrão de produção de citocinas e pela atividade de suas proteínas [21]. É descrito 

que proteína tat possui alguns efeitos relacionados ao KSHV, incluindo o 

favorecimento da replicação herpesviral [22], aumento de proliferação de células 

infectadas [23], estímulo à progressão tumoral [18]  e aceleração da tumorigênese 

induzida pelas proteínas virais vGPCR e Kaposina A [20, 24]. Por essas razões, 

admite-se que tat deve contribuir significativamente na patogênese do SK-AIDS. 

Os níveis plasmáticos da proteína tat encontrado em indivíduos infectados 

pelo HIV-1 variam entre 2 e 40 ng/mL [25]. Concentrações entre 2 e 20 ng/mL da 

proteína tat foram relatadas como eficazes na estimulação da motilidade celular 

[26], enquanto outros trabalhos demonstraram que 100 ng/mL de tat promovem 

alterações que contribuem na patogêneses viral [27, 28]. Embasados nesses 

dados, estabelecemos a concentração de 100 ng/mL de tat recombinante para as 

análises do presente trabalho.  
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O uso da proteína tat recombinante em modelos de exposição de células in 

vitro apresenta limitações, tais como a biodisponibilidade não-controlada da 

proteína (que difere da situação in vivo na qual há constante produção de tat por 

células infectadas pelo HIV-1), a eventual presença de endotoxinas e outros 

contaminantes nas alíquotas da proteína recombinante isolada (relacionados ao 

isolamento a partir de preparados bacterianos), e a possibilidade de 

comprometimento de propriedades biológicas em relação à proteína produzida 

naturalmente em células eucarióticas sob infecção retroviral. Na tentativa de 

minimizar algumas dessas limitações, no presente estudo realizamos a reposição 

da proteína tat recombinante a cada 24h e foi incluída a análise da exposição de 

células TIVE-LTC à proteína tat denaturada para rastrear efeitos espúrios 

relacionados à presença de contaminantes nas alíquotas da proteína 

recombinante. 

Há também limitações inerentes ao modelo experimental selecionado, com 

destaque para a dificuldade em se controlar a proporção de células TIVE-LTCs 

albergando o KSHV em diferentes fases de seu ciclo biológico, o que acarreta 

diferenças nos níveis basais de expressão gênica viral. Embora a indução de ciclo 

lítico do KSHV nas células poderia ser considerada uma estratégia válida para se 

estabelecer uma proporção melhor definida entre células executando ciclo lítico e 

ciclo latente do KSHV, as abordagens tipicamente empregadas com essa finalidade 

(e.g., tratamento com TPA) exercem múltiplos efeitos na expressão gênica viral, 

interferindo na análise da expressão dos genes selecionados do KSHV. Por essa 

razão, optou-se por efetuar as análises considerando a reativação lítica espontânea 

viral nas células latentemente infectadas, estimada a ocorrer em cerca de 1% das 

células endoteliais KSHV-positivas em cultura [29]. 

Em relação a qualidade analítica dos experimentos de qRT-PCR, todas as 

reações apresentaram valores semelhantes de eficiência (90-100%), slope (-3,6 à 

-3,2), linearidade da reta (0,99) e patamar máximo de limiar de fluorescência (1,50). 

Esses parâmetros foram estimados a partir da amplificação de segmento da ORF- 

26 da curva padrão de KSHV utilizada nas reações. Com base nesses dados pode-

se inferir ausência de problemas na execução dos experimentos que possam ter 

interferido de modo adverso nos resultados obtidos, o que poderia justificar 
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variações entre os três experimentos independentes realizados. Os dados relativos 

à qualidade analítica dos experimentos de expressão gênica efetuados estão 

apresentados no Material Suplementar (Figuras S1-S10 e Tabela S1). Entretanto, 

a despeito das medidas de controle tomadas, os resultados obtidos na análise da 

expressão gênica apresentaram elevada variabilidade entre os três experimentos 

independentes executados, impossibilitando a identificação conclusiva de 

alterações na expressão dos genes selecionados do KSHV associadas aos 

tratamentos das células TIVE-LTC com a proteína tat recombinante do HIV-1. Há 

ainda de se mencionar que a baixa expressão de alguns dos genes avaliados (e.g., 

vGPCR) inviabilizou a análise de expressão diferencial. 

Dados da literatura indicam que a atividade de proteínas do KSHV pode ser 

modificada pela ação da proteína tat do HIV-1 [30]. Entretanto, até o momento não 

há estudos que descrevem os efeitos de tat do HIV-1 nos genes codificadores de 

vFLIP e LANA, duas das principais proteínas virais oncogênicas. Em termos 

descritivos, no presente estudo a expressão diferencial desses genes latentes na 

vigência de exposição à proteína tat recombinante do HIV-1 em relação à proteína 

tat denaturada apresentaram comportamento similar ao longo das avaliações. Em 

relação aos genes de ciclo latente viral, para LANA e vFLIP foi observado aumento 

da expressão diferencial após 12 e 24h e após 24 e 72h, respectivamente. Nos 

demais períodos avaliados não foi observado variações na expressão diferencial 

para ambos os genes latentes. 

A expressão de alguns dos genes líticos avaliados comportou-se de modo 

similar aos genes latentes: na vigência da exposição à proteína tat recombinante 

do HIV-1 em relação à proteína tat desnaturada, a expressão da ORF-50 do KSHV 

aumentou consistentemente até 48h, diminuindo após 72h; para a ORF-K1, a 

expressão aumentou após 12 e 24h, mantendo-se estável em 48 e 72h. 

A proteína Rta é essencial para a reativação do ciclo lítico do KSHV, o que 

favorece a disseminação do vírus e contribui na patogênese do SK. Varthakavi e 

colaboradores (2002) demonstraram que tat pode contribuir na ativação do ciclo 

lítico do KSHV, na dependência de outros fatores produzidos pelo HIV-1, posto que 

tat é incapaz de ativar sozinha o promotor da ORF-50 (Rta) viral [31].  
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Há registros na literatura de que a vGPCR tem um importante papel na 

angiogênese, contribuindo na progressão do SK [19]. Segundo Pati e 

colaboradores (2003), vGPCR e a proteína tat do HIV-1 agem sinergicamente para 

a ativação das vias de sinalização NF-kB e NF-AT. Os efeitos da vGPCR e da 

proteína tat nessa sinalização são dependentes da via PI3K-AKT [22]. 

Posteriormente, Guo e colaboradores (2004) descreveram que vGPCR tem sua 

atividade aumentada pela tat do HIV-1, o que favorece a tumorigênese por 

potencializar a sinalização intracelular deflagrada por esse gene lítico do KSHV 

[24]. Em 2007, Feller e colaboradores descreveram que a proteína tat pode 

aumentar a expressão do vGPCR proporcionando aumento da angiogênese, o que 

pode explicar a maior agressividade do SK-AIDS [19]. No presente trabalho, os 

níveis de expressão dos transcritos de vGPCR estiveram demasiadamente baixos 

em todas as condições experimentais e em todos os momentos de avaliação, o que 

inviabilizou a avaliação dos potenciais efeitos do tratamento de tat sobre a 

regulação desse produto do KSHV.  

A proteína K1, outro produto lítico do KSHV avaliado no presente estudo, 

proporciona a ativação da via do NF-kB, o que acarreta a transcrição de várias 

proteínas envolvidas com a ativação celular e a inflamação. É descrito que a 

proteína tat do HIV-1 age sinergicamente com K1 na ativação de NF-κB, o que 

intensifica o processo inflamatório e favorece a progressão do SK [32]. Até o 

momento não há dados na literatura sobre algum papel de tat do HIV-1 na 

regulação da expressão da ORF-K1 do KSHV. 

É importante destacar que produtos do KSHV também interferem no ciclo 

biológico do HIV-1: por exemplo, a ativação da LTR retroviral proporcionado pelas 

proteínas LANA e vFLIP do KSHV [16, 17]  é um dos mecanismos sugeridos de 

cooperação entre esses vírus [12]. Assim sendo, delineia-se um cenário de 

sobreposição entre as propriedades biológicas da infecção pelo KSHV e pelo HIV-

1, com importantes implicações para o desenvolvimento de doenças proliferativas 

associadas ao KSHV no contexto de imunocomprometimento pelo HIV-1, como é o 

caso do SK, da MCD e do PEL. 

Em síntese, os resultados obtidos no presente estudo revelaram que o 

modelo experimental escolhido para avaliar a expressão gênica da ORF-71 (vFLIP), 
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ORF-73 (LANA), ORF-K14 (vGPCR), ORF-50 (RTA) e ORF-K1 (K1) do KSHV em 

células endoteliais TIVE-LTC na vigência de exposição à proteína tat recombinante 

do HIV-1 apresenta limitações importantes, que se explicitaram na elevada 

variabilidade encontrada entre 3 experimentos independentes realizados. Dada a 

magnitude da variabilidade experimental observada, à despeito do rigoroso controle 

da qualidade dos experimentos de qRT-PCR efetuados, os resultados obtidos não 

permitem o reconhecimento conclusivo de alterações na expressão gênica dos 

genes virais avaliados. Assim sendo, não foi possível atribuir de modo seguro as 

variações encontradas na análise da expressão gênica do KSHV a um possível 

efeito da exposição das células endoteliais KSHV-positivas TIVE-LTC à proteína 

recombinante tat do HIV-1. 

Não há dados na literatura sobre os eventuais efeitos da proteína tat do HIV-

1 na regulação da expressão de genes do KSHV, de modo que esse tópico ainda 

demanda investigação. As limitações reveladas pelo modelo experimental 

empregado subsidiam o estabelecimento de estratégias alternativas para a análise 

dos efeitos de tat. Como possibilidades, podem ser consideradas a utilização de 

concentrações superiores a 100ng/mL da proteína tat recombinante do HIV-1 (de 

modo a se esclarecer se a baixa variação na expressão gênica decorre da 

quantidade de tat disponível no meio), a utilização de outra linhagem celular KSHV-

positiva para análise do perfil de expressão dos genes na presença e na ausência 

de tat recombinante, ou ainda buscar garantir a preservação das funções da 

proteína tat recombinante do HIV-1 utilizada. 

 

Métodos 

Delineamento geral do trabalho 
O presente trabalho baseia-se na exposição das células TIVE-LTCs a 

proteína tat recombinante do HIV-1 por 12, 24, 48 e 72h. A Figura 4 apresenta o 

desenho geral do estudo, cujas etapas experimentais são detalhadas a seguir.  
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Figura 4: Delineamento experimental da pesquisa 

 

Linhagens celulares e reagentes 

Foram utilizadas as células endoteliais TIVE-LTCs, gentilmente cedidas pela 

Dra. Ethel Cesarman (Weill Medical School, Cornell University, NY, USA) e Dr. Dirk 

Dittmer (UNC – School of Medicine – Chapel Hill, NC, USA). As TIVE-LTC foram 

cultivadas em meio DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle’s Medium) acrescido de 

10% de soro fetal bovino (Fetal bovine serum – FBS) (Cripion Biotecnologia, 

Andradina, SP, Brasil) inativado por calor e 0,6% de gentamicina (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA) e mantidas em estufa a 37ºC com 5% de CO2. 
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Células TIVE-LTC são células endoteliais humanas de endotélio de veia 

umbilical (human umbilical vein endothelial cells - HUVEC) imortalizadas por meio 

da transdução do vetor pBabe/hTert e infectadas com o KSHV proveniente do 

sobrenadante de cultura de células BCBL-1, derivadas de PEL. Distintamente de 

outros modelos de células endoteliais primárias cultiváveis, as TIVE-LTC mantém 

o epissoma do KSHV mesmo na ausência de seleção celular in vitro [33]. 

Os tratamentos com a proteína tat do HIV-1 foram efetuados empregando a 

proteína tat recombinante 86aa obtida do AIDS Research & Reference Reagent 

Program, National Institutes of Health (NIH), cedida pelo Dr. John N. Brady. A 

proteína tat foi utilizada na concentração de 100ng/mL de meio, tendo sido 

preparada em solução contendo solução-tampão salina fosfato de Dulbecco 

(Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline - DPBS), 1mg/mL de albumina sérica 

bovina (Bovine serum albumin – BSA) e 0,1mM de ditiotreitol (DTT). A 

determinação da concentração da proteína tat utilizada no estudo baseou-se em 

dados da literatura de que 100ng/mL de tat promovem alterações que colaboram 

com a patogêneses viral [27, 28], sendo que indivíduos infectados pelo HIV-1 

apresentam níveis plasmáticos da proteína tat variando entre 2 a 40 ng/mL [25]. A 

fim de analisar possíveis efeitos adversos na expressão dos genes do KSHV 

avaliados relacionados à presença de endotoxinas ou outros contaminantes nas 

alíquotas da proteína tat, os tratamentos foram reproduzidos também com alíquota 

de proteína tat recombinante denaturada à 95°C por 10min. 

Cultivo celular. 
A fim de manter aproximadamente uniforme a concentração celular em cada 

um dos momentos de avaliação, foram plaqueadas 3,0x105, 2,0x105, 1,5x105 e 

1,0x105 células para momentos de 12, 24, 48 e 72h, respectivamente. 

Aproximadamente 12h após o plaqueamento foi acrescentada ao meio a proteína 

tat recombinante ou a tat recombinante denaturada na concentração de 100ng/mL 

de meio, preservando-se como controle negativo uma condição na qual células 

TIVE-LTC não foram expostas a nenhum dos tratamentos. Para as amostras 

avaliadas nos momentos de 48 e 72h pós-início do tratamento, o meio de cultura 

foi renovado a cada 24h, de modo a evitar a exaustão de nutrientes e da proteína 

tat presentes na cultura. Durante o tratamento as células foram mantidas em estufa 
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a 37°C e 5% de CO2 até o momento de avaliação pré-estabelecido, ocasião na 

qual foi efetuada extração de RNA total das células. 

Avaliação de expressão gênica viral 
As TIVE-LTCs foram submetidas à análise da expressão transcricional dos 

genes vFLIP, LANA, vGPCR, Rta e K1 do KSHV após tratamento em cada um dos 

quatro momentos de avaliação estabelecidos (12h, 24h, 48h e 72h). O RNA total 

das células tratadas e não-tratadas foi extraído com o sistema QIAamp® Rneasy 

Plus Mini kit (Qiagen, Valencia, CA, USA), conforme instruções do fabricante. As 

amostras de RNA total obtidas foram tratadas com 1U de DNAse (Life 

Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA) por 20min a 37°C seguida de 

incubação a 65°C por 15 min, e quantificadas por microespectrofotometria UV em 

equipamento NanoVue (GE Healthcare, Little Chalfont, UK). Posteriormente foi 

sintetizado DNA complementar (cDNA) por transcrição reversa empregando o 

sistema High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies 

Corporation, Carlsbad, CA, USA), conforme instruções sugeridas pelo fabricante. 

A estimativa da expressão dos genes selecionados do KSHV foi efetuada 

por reação em cadeia da PCR quantitativa acoplada a transcrição reversa 

(Quantitative real time reverse transcriptase polymerase chain reactions – qRT-

PCR) utilizando GoTaq® qPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, USA) em 

termociclador Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Mortlake, Austrália). Em cada 

reação foram utilizados 1µL do cDNA gerado das TIVE-LTCs para cada condição 

e período estabelecido, 10µL do reagente SYBR® Green e iniciadores na 

concentração final de 0,30μM. O perfil de ciclagem foi 50ºC - 2 min, 94ºC - 5 min, 

seguido de 40 ciclos de 94ºC - 60s e 57ºC - 60s e 72°C – 60s. As sequências dos 

iniciadores para a análise da expressão dos 5 genes virais selecionados foram 

obtidas do trabalho publicado por Fakhari & Dittmer [34] e estão listadas no Quadro 

S1 do material suplementar. 

A análise dos efeitos de tat sobre a expressão dos genes selecionados do 

KSHV em células TIVE-LTC baseou-se nos dados obtidos de três experimentos 

independentes. Todas as amostras incluídas nos experimentos de qRT-PCR 

(incluindo controles) foram analisadas em duplicatas. A fim de verificar a qualidade 
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analítica dos experimentos de qRT-PCR efetuados e possibilitar comparações 

entre diferentes reações, foram amplificados segmentos da ORF-26 do KSHV (que 

codifica uma proteína do capsídeo viral) a partir de amostras de DNA em curva-

padrão gerada a partir da diluição seriada na proporção de 1:10 de amostras 

comerciais de DNA genômico do KSHV, derivado de linhagem KS-1 de células de 

PEL. As diluições foram preparadas de modo a serem geradas alíquotas de DNA 

herpesviral em concentrações de 5x10-1 ng/µL à 5x10-4 ng/µL. Apenas foram 

utilizados resultados de experimentos de qRT-PCR com eficiência estimada entre 

90-100%. Em todas as reações foi utilizado limiar de fluorescência (threshold) de 

0,2. 

Para a análise da expressão dos genes selecionados foram inicialmente 

calculados os deltas Cts (ΔCts) dos genes-alvo nas três condições de análise 

(TIVE-LTC+tat, TIVE-LTC+tat denaturada e TIVE-LTC sem tratamento), para cada 

um dos quatro momentos de avaliação (12, 24, 48 e 72h). Esses cálculos foram 

efetuados a partir dos Cts das amostras subtraídos do Ct do normalizador ACTB 

(ΔCts= Ct amostra - Ct ACTB). Para cada alvo foram então calculados os ΔΔCts 

para três relações: 1) TIVE LTC+tat vs TIVE LTC+tat denaturada; 2) TIVE LTC+tat 

vs TIVE LTC sem tratamento; e 3) TIVE LTC+tat desnaturada vs TIVE LTC sem 

tratamento. O método 2-ΔΔCt [35] foi empregado para se estimar a expressão 

diferencial (fold changes) de cada um dos 5 genes selecionados, nas diferentes 

relações estabelecidas, nos momentos de 12, 24, 48 e 72h. Esses cálculos foram 

repetidos para cada experimento; adicionalmente, foram calculados média, desvio 

padrão e coeficiente de variação das expressões diferenciais estimadas para cada 

gene considerando os 3 experimentos independentes efetuados. Os valores 

obtidos foram utilizados para a construção dos gráficos de análise da expressão 

dos genes selecionados do KSHV.  
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Lista de abreviações 

ACTB - Actin, beta 

BSA - Bovine serum albumin  

DPBS - Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline  

DTT - Ditiotreitol  

EBV - Epstein-Barr virus  

HUVEC - Human umbilical vein endothelial cells 

HVS - Herpesvirus saimiri  

KDR - Protein-tyrosine kinase receptor 

KSHV - Kaposi Sarcoma-associated Herpesvirus  

LANA - Latency-associated nuclear antigen  

LTR - Long Terminal Repeat 

MCD - Multicentric Castleman Disease  

ORF - Open Reading Frame 

PEL - Primary Efusion Lymphoma  

qRT-PCR - Quantitative real time reverse transcriptase polymerase chain reactions 

RTA - Replication and transcription activator 

SK - Kaposi’s sarcoma  

SK-AIDS - AIDS-related Kaposi's sarcoma 

TAR - Trans-Acting Responsive elemente  

Tat - Transactivator protein 

TIVE-LTC - Telomerase-immortalized human umbilical vein endothelial cell line – 

Long Term KSHV infected. 

TPA - 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate  
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VEGF - Vascular Endothelial Growth Factor  

vFLIP - Viral FLIP protein  

vGPCR - Viral G protein coupled receptor 
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Material Suplementar 

 

Figura S 1: Gráficos de amplificação de 3 experimentos representativos da análise de expressão gênica por 
qRT-PCR da ORF 71 (vFLIP) do KSHV após 12 e 24h de exposição a proteína tat do HIV-1. Amplificação da 
ORF 71 em células TIVE-LTC expostas à proteína tat recombinante, tat recombinante denaturada ou células 
TIVE-LTC sem tratamento, nos experimentos I (A e D), II (B e E) e III (C e F), após 12h (A, B e C) e 24h (D, E 
e F). Actina: gene normalizador ACTB; Curva Padrão: amostras de diluição seriada (1:10) de DNA genômico 
do KSHV em concentrações desde 5x10-1 ng/μL até 5x10-4 ng/μL, amplificadas para segmento da ORF 26. 
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Figura S 2:  Gráficos de amplificação de 3 experimentos representativos da análise de expressão gênica por 
qRT-PCR da ORF 71 (vFLIP) do KSHV após 48 e 72h de exposição a proteína tat do HIV-1. Amplificação da 
ORF 71 em células TIVE-LTC expostas à proteína tat recombinante, tat recombinante denaturada ou células 
TIVE-LTC sem tratamento, nos experimentos I (A e D), II (B e E) e III (C e F), após 48h (A, B e C) e 72h (D, E 
e F). Actina: gene normalizador ACTB; Curva Padrão: amostras de diluição seriada (1:10) de DNA genômico 
do KSHV em concentrações desde 5x10-1 ng/μL até 5x10-4 ng/μL, amplificadas para segmento da ORF 26. 
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 Figura S 3: Gráficos de amplificação de 3 experimentos representativos da análise de expressão gênica 
por qRT-PCR da ORF 73 (LANA) do KSHV após 12 e 24h de exposição a proteína tat do HIV-1. Amplificação 
da ORF 73 em células TIVE-LTC expostas à proteína tat recombinante, tat recombinante denaturada ou células 
TIVE-LTC sem tratamento, nos experimentos I (A e D), II (B e E) e III (C e F), após 12h (A, B e C) e 24h (D, E 
e F). Actina: gene normalizador ACTB; Curva Padrão: amostras de diluição seriada (1:10) de DNA genômico 
do KSHV em concentrações desde 5x10-1 ng/μL até 5x10-4 ng/μL, amplificadas para segmento da ORF 26. 
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Figura S 4: Gráficos de amplificação de 3 experimentos representativos da análise de expressão gênica por 
qRT-PCR da ORF 73 (LANA) do KSHV após 48 e 72h de exposição a proteína tat do HIV-1. Amplificação da 
ORF 73 em células TIVE-LTC expostas à proteína tat recombinante, tat recombinante denaturada ou células 
TIVE-LTC sem tratamento, nos experimentos I (A e D), II (B e E) e III (C e F), após 48h (A, B e C) e 72h (D, E 
e F). Actina: gene normalizador ACTB; Curva Padrão: amostras de diluição seriada (1:10) de DNA genômico 
do KSHV em concentrações desde 5x10-1 ng/μL até 5x10-4 ng/μL, amplificadas para segmento da ORF 26. 
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Figura S 5: Gráficos de amplificação de 3 experimentos representativos da análise de expressão gênica por 
qRT-PCR da ORF K14 (vGPCR) do KSHV após 12 e 24h de exposição a proteína tat do HIV-1. Amplificação 
da ORF K14 em células TIVE-LTC expostas à proteína tat recombinante, tat recombinante denaturada ou 
células TIVE-LTC sem tratamento, nos experimentos I (A e D), II (B e E) e III (C e F), após 12h (A, B e C) e 
24h (D, E e F). Actina: gene normalizador ACTB; Curva Padrão: amostras de diluição seriada (1:10) de DNA 
genômico do KSHV em concentrações desde 5x10-1 ng/μL até 5x10-4 ng/μL, amplificadas para segmento da 
ORF 26. 
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Figura S 6: Gráficos de amplificação de 3 experimentos representativos da análise de expressão gênica por 
qRT-PCR da ORF K14 (vGPCR) do KSHV após 48 e 72h de exposição a proteína tat do HIV-1. Amplificação 
da ORF K14 em células TIVE-LTC expostas à proteína tat recombinante, tat recombinante denaturada ou 
células TIVE-LTC sem tratamento, nos experimentos I (A e D), II (B e E) e III (C e F), após 48h (A, B e C) e 
72h (D, E e F). Actina: gene normalizador ACTB; Curva Padrão: amostras de diluição seriada (1:10) de DNA 
genômico do KSHV em concentrações desde 5x10-1 ng/μL até 5x10-4 ng/μL, amplificadas para segmento da 
ORF 26.  



Manuscrito 

65 
 

 

 

Figura S 7: Gráficos de amplificação de 3 experimentos representativos da análise de expressão gênica por 
qRT-PCR da ORF 50 (RTA) do KSHV após 12 e 24h de exposição a proteína tat do HIV-1. Amplificação da 
ORF 50 em células TIVE-LTC expostas à proteína tat recombinante, tat recombinante denaturada ou células 
TIVE-LTC sem tratamento, nos experimentos I (A e D), II (B e E) e III (C e F), após 12h (A, B e C) e 24h (D, E 
e F). Actina: gene normalizador ACTB; Curva Padrão: amostras de diluição seriada (1:10) de DNA genômico 
do KSHV em concentrações desde 5x10-1 ng/μL até 5x10-4 ng/μL, amplificadas para segmento da ORF 26. 
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Figura S 8: Gráficos de amplificação de 3 experimentos representativos da análise de expressão gênica por 
qRT-PCR da ORF 50 (RTA) do KSHV após 48 e 72h de exposição a proteína tat do HIV-1. Amplificação da 
ORF 50 em células TIVE-LTC expostas à proteína tat recombinante, tat recombinante denaturada ou células 
TIVE-LTC sem tratamento, nos experimentos I (A e D), II (B e E) e III (C e F), após 48h (A, B e C) e 72h (D, E 
e F). Actina: gene normalizador ACTB; Curva Padrão: amostras de diluição seriada (1:10) de DNA genômico 
do KSHV em concentrações desde 5x10-1 ng/μL até 5x10-4 ng/μL, amplificadas para segmento da ORF 26. 
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Figura S 9: Gráficos de amplificação de 3 experimentos representativos da análise de expressão gênica por 
qRT-PCR da ORF K1 (K1) do KSHV após 12 e 24h de exposição a proteína tat do HIV-1. Amplificação da ORF 
K1 em células TIVE-LTC expostas à proteína tat recombinante, tat recombinante denaturada ou células TIVE-
LTC sem tratamento, nos experimentos I (A e D), II (B e E) e III (C e F), após 12h (A, B e C) e 24h (D, E e F). 
Actina: gene normalizador ACTB; Curva Padrão: amostras de diluição seriada (1:10) de DNA genômico do 
KSHV em concentrações desde 5x10-1 ng/μL até 5x10-4 ng/μL, amplificadas para segmento da ORF 26. 
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Figura S 10: Gráficos de amplificação de 3 experimentos representativos da análise de expressão gênica por 
qRT-PCR da ORF K1 (K1) do KSHV após 48 e 72h de exposição a proteína tat do HIV-1. Amplificação da ORF 
K1 em células TIVE-LTC expostas à proteína tat recombinante, tat recombinante denaturada ou células TIVE-
LTC sem tratamento, nos experimentos I (A e D), II (B e E) e III (C e F), após 48h (A, B e C) e 72h (D, E e F). 
Actina: gene normalizador ACTB; Curva Padrão: amostras de diluição seriada (1:10) de DNA genômico do 
KSHV em concentrações desde 5x10-1 ng/μL até 5x10-4 ng/μL, amplificadas para segmento da ORF 26. 
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Quadro S 1: Sequências dos oligonucleotídeos para a análise da expressão dos 5 genes do KSHV em estudo 
por qPCR 

Alvo Oligonucleotídeo Sequência (5’-3’) 

Genes do ciclo lítico viral*   

vGPCR (ORF74) KSHVOK14-vGPCR.S 
KSHVOK14-vGPCR.A 

TGGCCCAAACGGAGGATCCTAG 
AGTTTCATTCCAGGATTCATCATC 

RTA (ORF50) KSHVO50-RTA.S 
KSHVO50-RTA.A 

CACAAAAATGGCGCAAGATGA 
TGGTAGAGTTGGGCCTTCAGTT 

K1 (ORFK1) KSHVORFK1.S 
KSHVORFK1.A 

AAACAACGTGACTCAAACAAAACA 
TCTTCCGTGCACAAATCGTG 

Genes do ciclo latente viral*   

LANA (ORF73) KSHVO73.S 
KSHVO73.A 

GCTTGGTCCGGCTGACTTAT 
TGCAGTACCGCCCATGG 

v-FLIP (ORF71) KSHVO71-vFLIP.S 
KSHVO71-vFLIP.A 

TTTCCCCTGTTAGCGGAATGT 
CTAAGTGAAGCAGGTCGCGC 

Gene humano (controle)   

Actina ACTB.A 
ACTB.S 

CAA ACATGATCTGGGTCATCTTCTC 
GCTCGTCGTCGACAACGGCTC 

Curva-Padrão 
ORF26 

 
ORF26.S 
ORF26.A 

 
TCCACCATTGTGCTCGAATCCAAC 
ACACCAACAGCTGCTGCAGAATAG 

*Sequências descritas por Fakhari & Dittmer (2002) [34] 
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Figura 1: Parecer favorável do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu – Unesp. 
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Figura 2: Parecer favorável do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu – Unesp, 
para a mudança de título.  

 


