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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Bruno Cister Alves

Pacientes infectados pelo HIV-1 apresentam maior permeabilidade intestinal, a qual
permite a passagem para a circulacdo sanglinea de elevada quantidade de produtos
microbianos, fenémeno conhecido por translocacdo microbiana. Tal fenémeno induz crénica
ativacdo do sistema imune, um dos principais mecanismos indutores da queda do nimero de
linfocitos T CD4" nos pacientes infectados. Dentre os produtos translocados encontram-se
ligantes dos receptores tipo Toll (TLR), os quais reconhecem componentes microbianos e
podem, portanto, ser ativados por uma grande variedade de patégenos. A ativacdo de TLR
desencadeia uma complexa cascata de sinalizacdo, induz a sintese de diversas citocinas, e
modula a funcédo de células dendriticas, macrofagos e linfdcitos, células-alvo da infeccdo pelo
HIV-1. Em estudos realizados em nosso laboratério vimos que a ativacdo de TLR2 resulta na
inibicdo da replicacdo do HIV-1 em linfocitos e macréfagos, fendmeno este mediado pela
citocina IL-10 e por B-quimiocinas. No entanto, tendo em vista a potente resposta imunitaria
inata desencadeada pela ativacdo de TLRs, com a producdo de ampla variedade de produtos
inflamatorios, era possivel que outros fatores, como a citocina IL-27, um potente inibidor da
replicacdo do HIV-1, estivessem envolvidos na inibicdo da replicacdo viral gerada pela
ativacdo deste receptor. Neste trabalho, investigamos se a IL-27 estaria envolvida na inibigdo
da replicacdo induzida pela ativacdo de TLR2. Para tanto, tratamos macréfagos primarios
humanos com agonistas de TLR2 para analisar a expressao e producdo de I1L-27 por qPCR e
ELISA. Nossos dados mostram que Pam3CSK4, ligante do dimero TLR2/TLR1, promoveu
um aumento de expressao de EBI3 e p28 (subunidades da IL-27), e que Pam2CSK4 aumentou
a expressdo de EBI3. Os mesmos ligantes aumentaram nos niveis de IL-27p28 soluvel
medidos por um kit de ELISA que detecta apenas a subunidade IL-27p28. Entretanto, a IL-27
em sua forma heterodimérica nao foi encontrada quando um kit de ELISA capaz de detectar
as duas subunidades da IL-27 foi utilizado. A seguir, observamos que a inibicdo da replicacao
do HIV-1 por ambos os ligantes de TLR2 foi significantemente revertida por anticorpos
policlonais bloqueadores da IL-27. Da mesma forma, o bloqueio da via de MyD88, uma
proteina adaptadora com papel na sinalizacdo desencadeada pela maioria dos TLRs, o efeito
anti HIV-1 de Pam2CSK4, mas ndo o de Pam3CSK4. Por que a inibi¢cdo do HIV-1 mediada
por IL-27 é dependente de Interferon tipo 1 (IFN-1), a expressdo de IFN-1 e APOBEC3G (um
gene estimulado por IFN-1 que inibe o HIV-1) também foi avaliada, e descobrimos que a
expressdo de nenhum dos dois genes foi modulada pela ativagdo de TLR2. Finalmente, a
ativacdo de TLR2 induziu aumento na expressdo de p35 e p40, subunidades de citocinas da
familia da IL-12/IL-27. Concluindo, nossos resultados sugerem que a subunidade p28 da IL-
27 (IL-27p28) estd implicada na redugdo da replicacdo do HIV-1 induzida por TLR2 em
macrofagos humanos. Nosso estudo também abre caminho para a investigagdo do papel de
outros membros da familia de citocinas da IL-12 (como a IL-35) no controle da replicagdo do
HIV-1.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION
Bruno Cister Alves

HIV-1 infected patients present increased intestinal permeability, which allows the
passage of microorganisms or microbial antigens to the blood, phenomenon known as
microbial translocation. This phenomenon induces a chronic activation of the immune system
of these patients, which is one of the main mechanisms contributing for the decrease of the
CD4* T cell number in HIV-1-infected patients. Amongst the translocated products are
several agonists of Toll like receptor (TLR), which recognize microbial components and may,
therefore, be activated by a large variety of pathogens. TLR activation triggers a complex
signaling pathway, induces the synthesis of several cytokines, and modulates the function of
dendritic cells, macrophages and lymphocytes, cells that are target for HIV-1 infection.
Studies performed in our laboratory show that TLR2 activation results in inhibition of HIV-1
replication in lymphocytes and macrophages, a phenomenon mediated by IL-10 and -
chemokines. However, because of the potent innate immune response triggered by TLR
activation, resulting in the production of a wide variety of inflammatory molecules, it is
possible that other factors contribute to reduce the HIV-1 replication in this condition. In this
study, we investigate whether the cytokine IL-27, a potent inhibitor of HIV-1 replication,
could be involved in inhibition of HIV-1 replication upon activation of TLR2. Thus, human
primary macrophages were treated with different TLR2 agonists in order to analyze the
expression and production of IL-27 by gPCR and ELISA. We found that Pam3CSK4
increased the expression of EBI3 and p28 (IL-27 subunits), and Pam2CSK4 increased the
expression of EBI3. The same ligands augmented the production of soluble 1L-27p28, as
measured by an ELISA kit that detects only the I1L-27p28 subunit. However, the IL-27 in its
heterodimeric structure was not found when an ELISA kit able to detect both IL-27 subunits
was used. Next, we observed that the inhibition of HIV-1 replication induced by both TLR2
ligands was significantly reversed by anti-IL-27 monoclonal antibodies. Likewise, the
blockage of MyD88 pathway reduced (over 80%) the anti-HIV-1 effect of Pam2CSK4, but
not the HIV-1 inhibitory effect induced by Pam3CSK4. Because the IL-27-mediated HIV-1
inhibition is dependent of Interferon type-1 (IFN-1), the expression of IFN-1 and
APOBEC3G (an IFN-1 stimulated gene that inhibits HIVV-1) was also assessed, and we found
that the expression of both genes was not modulated by TLR2 ligation. Finally, the TLR2
activation led to an enhanced expression of p35 and p40, subunits of the IL-12/IL-27 family
of cytokines. In conclusion, our results suggest that the IL-27 subunit p28 (IL-27p28) is
implicated in the TLR2-induced reduction of HIV-1 replication in primary human
macrophages. Our study also warrants the investigation of the role of other members of 1L-12
family of cytokines (such as IL-35) in the control of HIV-1 replication.
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INTRODUGCAO

OS RECEPTORES TIPO TOLL (TLR).

Descobertos na década de 1980, os receptores tipo Toll (TLR) s&o receptores celulares
pertencentes a um grupo conhecido como receptores reconhecedores de padrdes moleculares
(PRRs), os quais reconhecem padrées moleculares associados a patdgenos (PAMPS),
componentes de diversos tipos de microorganismos infecciosos ou padrdes moleculares
associados ao dano (DAMPs), moléculas expostas por células danificadas ou mortas. (Akira e
Sato, 2003; Takeda et al., 2004). Este tipo de receptor foi inicialmente denominado Receptor
Toll quando foi identificado na mosca Drosophila melanogaster. Neste inseto, este receptor €
necessario tanto para o estabelecimento correto da polaridade dorso-ventral quanto para o seu
desenvolvimento embrionario adequado (Hashimoto et al., 1988).

Charles Janeway e Ruslan Medzhitov (1997) identificaram a presenca de receptores
homologos no genoma humano, entdo denominados “Receptores tipo Toll” (“Toll-like
Receptors”). Tais receptores foram descritos em componentes celulares da imunidade inata
que, ao serem estimulados por seus respectivos ligantes, induziam a producdo de citocinas e
quimiocinas com atividade pro-inflamatéria e aumentavam a expressdo de moléculas co-
estimuladoras por essas células (Medzhitov et al., 1997). No presente, 12 membros da familia
TLR sdo reconhecidos em camundongos, enquanto 10 membros sdo reconhecidos no genoma
humano (revisado por Kawai e Akira, 2010).

Os TLRs séo divididos em dois subgrupos, de acordo com sua localizacéo celular. Um
desses grupos é composto por TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e TLR10, que sdo expressos
na superficie celular e reconhecem componentes da membrana microbiana, principalmente
lipideos, lipoproteinas e proteinas (Figura 1). O outro grupo é composto por TLR3, TLR7,
TLR8 e TLRY, que sdo expressos exclusivamente em vesiculas intracelulares, como o reticulo
endoplasmatico (ER), endossomos, lisossomos e endolisossomos; esses reconhecem acidos
nucléicos microbianos (Figura 1) (revisado por Kawai e Akira, 2010).

O TLR4 foi o primeiro membro da familia dos TLR a ser isolado e reconhece, entre
outros PAMPs, o lipopolisacarideo (LPS) bacteriano, um dos componentes da parece celular
de bactérias Gram-negativas (Poltorak et al., 1998; Akira et al., 2006). A flagelina, maior
constituinte do flagelo de bactérias como, por exemplo, Salmonella thyphimurium, é
reconhecida pelo TLR5 (Hayashi et al., 2001). TLR3 e TLR9 associam-se ao reconhecimento
viral através dos ligantes dSRNA e DNA (sequéncias CpG ndo-metiladas presentes no DNA
bacteriano), respectivamente. Os receptores TLR7 e TLR8 reconhecem ssRNA e séo
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expressos em vesiculas endociticas e compartimentos lisossémicos (revisado por Beutler,
2009). Os TLRs séo glicoproteinas transmembranares compostas por trés dominios: o
dominio extracelular; composto de repeti¢Ges ricas em leucinas (LRR) e que esta envolvido
na ligacao direta, ou atraves de moléculas acessorias, aos PAMPs; o dominio transmembranar,
de passagem Unica, e 0 dominio intracitoplasmatico, homdlogo ao receptor da interleucina-1
(TIR). Todos sdo essenciais para que a sinalizacdo intracelular através de moléculas
adaptadoras ocorra (Jin e Lee, 2008).

Cell membeane Cytosol Endosome
Triacyl TLR1 TIRAP
Ipopaptdes TLR2 MyD8s
D TLR3 dsANA
Diacy! TLRS TIRAP
Spopeptdes TLR2 MyDas
vDes TLR? $sANA
s e MyD&s TIRAP —
U 8
TRAM T TRIF O " TLRS 3SRANA
MyD&s
Flageiwn TLRS MyD8s TLRS CpG-DNA
D88 ~
? TLAR10 - g
! 8
Leucine-nch TIR &
repeats doman x

Figura 1. Esquema representativo da localiza¢do celular dos TLRs humanos. O esquema mostra tanto os receptores na

superficie celular quanto os de vesiculas intracelulares (Fonte: Kawai e Akira, 2010).

VIAS DE SINALIZACAO DOS TLRS.

O reconhecimento de PAMPs pelos TLRs desencadeia uma complexa cascata de
sinalizacdo intracelular, ativando as células que os expressam, como células dendriticas,
macrofagos e linfocitos, induzindo a translocacdo de diferentes fatores de transcri¢do para o
nucleo, entre eles o0 NF-kB (Kumar et al., 2009).

A sinalizacdo intracelular resultante da ativacdo dos TLRs requer diversas moléculas
adaptadoras, como MyD88, TIRAP, TRAM e TRIF (figura 2). A sinalizacdo dependente da
proteina MyD88 é compartilhada por todos os tipos de TLR, exceto o TLR3 (Takeuchi et al.,
2000a). Essa cascata inicia-se com a ativacao do proprio MyD88, levando ao recrutamento
das enzimas IRAK4, IRAKL, IRAK2 e/ou IRAK-M. IRAK-4 tem um papel essencial na
ativacdo do NF-xB e na via de sinalizacdo de MAPK. A ativagdo sequencial das proteinas
IRAK1 e IRAK?2 resulta na interacdo com TRAF6, que cataliza a ubiquitinagdo de NEMO,
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que por sua vez induz em ultima instancia a ativacdo do NF-xB, por meio de fosforilacdo e
subsequente degradacdo das proteinas kB (Yamamoto et al., 2004, revisado por Kawai e
Akira, 2010).

Na via de ativacdo independente da proteina MyD88, o sinal proveniente do TLR ativa
NF-kB através de outras duas moléculas adaptadoras, como TRIF e TRAM. A via dependente
de TRIF pode também atuar via outros fatores de transcricdo (além de NF-xB) como IRF3,
IRF5 ou IRF7, que levam & ativacdo dos genes que codificam IFN-a / IFN-B (Doyle et al.,
2006; revisado por O'Neill, 2008; revisado por Kawai e Akira, 2010) (Figura 2).

RAF3
IKK«

Figura 2. Esquema representativo das vias de sinalizagdo intracelular ativadas pelos TLRs. O esquema mostra as vias
dependente e independente de MyD88 (Fonte: Kumar e colaboradores, 2009).

RECEPTOR TIPO TOLL 2 (TLR2).

Dentre os 10 TLRs descritos em humanos, um receptor com grande importancia é o
TLR2, uma vez que este reconhece uma grande variedade de PAMPs, podendo estes serem
derivados de fungos, bactérias, protozoarios, micobactérias e virus, como, por exemplo,
lipopeptideos de bactérias, peptidoglicanos e acido lipoteicéico de bactérias Gram positivas,
lipoarabinomananos de micobactérias, zymosan (componente da parede celular de fungos),

tGPI-mucina (glicosilfosfatidilinositol) de Trypanosoma cruzi e hemaglutininas do virus
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sarampo (Takeuchi et al., 2000b; Quesniaux et al., 2004; revisado por Underhill, 2003;
Ropert e Gazzinelli, 2004).

O TLR2 forma heterodimeros com TLR1 (TLR2/TLR1) e TLR6 (TLR2/TLRS6),
podendo, dessa forma, discriminar diferentes componentes microbianos (Jin et al., 2007). O
heterodimero TLR2/TLR1 reconhece lipopeptideos triacilados de bactérias Gram-negativas
(Takeda et al., 2002). Ja o heterodimero TLR2/TLR6 reconhece lipopeptideos diacilados de
bactérias Gram-positivas e micoplasmas (Kang et al., 2009; Quesniaux et al., 2004).

Alguns estudos forneceram informacfes sobre os mecanismos envolvidos na
discriminacdo entre as estruturas das lipoproteinas. Ap6s o reconhecimento do ligante pelo
heterodimero TLR2/TLR1, duas das trés cadeias do lipopeptideo triacilado (por exemplo,
Pam3CSK4) interagem com o TLR2, enquanto que a terceira cadeia se liga ao canal
hidrofobico do TLR1. Dessa maneira, o reconhecimento dos lipopeptideos triacilados torna-se
mais facil. Entretanto, 0 TLR6 ndo possui o canal hidrofobico, e isso impede que o complexo
TLR2/TLR6 reconheca lipopeptideos triacilados, porém ele é capaz de reconhecer
lipopeptideos diacilados (Jin et al., 2007; Kang et al., 2009). Quando os heterodimeros
TLR2/TLR1 ou TLR2/TLR6 sdo ativados, estes induzem a via de sinalizacdo celular

dependente da proteina adaptadora MyD88, conforme descrito anteriormente.

INTERLEUCINA 27 (IL-27).

Citocinas sdo proteinas com funcdo na sinalizacdo celular que sdo secretadas por
celulas e afetam o comportamento de outras células e, muitas vezes, da propria célula
secretora. Quimiocinas, interferons, interleucinas e outros fatores sdo exemplos de Citocinas,
que sdo produzidas por um ampla variedade de células, como macréfagos, linfocitos Be T e
mastacitos. A IL-27 pode ter efeitos anti ou pro-inflamatorios em elementos da imunidade
inata ou adaptativa. Dentre os efeitos anti-inflamatorios exercidos pela IL-27 estdo a inibi¢do
da sintese de IFN-y em células T CD4* e CD8" e por células Natural Killer T (NKT), e a
inibicdo da sintese de IL-4 e IL-5 em células T CD4* e células NKT, enquanto como efeitos
pré-inflamatorios podem ser ressaltados o aumento da proliferacdo de células T CD4* e o
aumento da citotoxicidade de células T CD8* (Villarino et al., 2004). Esta citocina é secretada
como um heterodimero formado pelas subunidades Epstein-Barr-induced gene 3 (EBI3) e p28
(figura 3) e apresenta caracteristicas estruturais semelhantes a de outros membros da familia
da Interleucina 12 (IL-12), uma vez que p28 é uma subunidade com quatro helices e EBI3 ¢
estruturalmente semelhante a um receptor solivel de citocinas (Pflanz et al., 2002), porém

difere por ndo apresentar ligacdo covalente entre suas subunidades. A expressdo de EBI3 ja
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foi amplamente detectada em diferentes células apresentadoras de antigenos (APCs),
incluindo células dendriticas e macrofagos, assim como em células ativadas do endotélio
vascular, sinciciotrofoblastos e epitélio intestinal (Pflanz et al., 2002; Coulomb-L'Hermine et
al., 2007; Maaser et al., 2004). A cadeia EBI3 também pode associar-se a subunidade p35 da
IL-12, formando a IL-35 (Collison et al., 2007). Recentemente foi demonstrado que a
subunidade p28 também pode ser secretada independentemente de EBI3, e que quando em
sua forma monomérica atua como um inibidor da sinalizacdo da IL-27. A subunidade p28
também pode ser encontrada associada a um receptor solavel de citocinas, o “fator semelhante
a citocina 1” (CLF). O dimero p28/CLF ¢ produzido por células dendriticas e tem atividade

bioldgica descrita em células Natural Killer (NK) (Crabe et al. 2009).

IL-27

p28
. EBI3

GP130 TCCR/

g

STAT1
STAT3

6 Ig-like domain Fibronectin-like
domain
Cytokine receptor 2
homology domain Four helix bundle
cytokine

Figura 3. Representacdo esquematica da IL-27, seu receptor e vias de transducdo de sinal. A figura mostra as duas
subunidades da IL-27 (EBI3 e p28), bem como as subunidades de seu receptor (WSX-1 e gp130) (Fonte: Trinchieri et al.
2003).
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O receptor da IL-27 (IL-27R) € expresso por celulas tronco hematopoiéticas de todas
as linhagens linfoides e miel6ides, bem como pelo endotélio vascular (Shimizu et al., 2006) e
queratindcitos (Kanda and Watanabe, 2008), além de mondcitos, células dendriticas,
linfécitos T e B, células NK e mastdcitos (Villarino et al., 2004). A expresséo do IL-27R por
diversos tipos celulares demonstra o amplo potencial imunomodulador desta citocina. Assim
como a pradpria citocina, o receptor de 1L-27 é um heterodimero, composto pelas subunidades
WSX-1 e gpl30 (figura 3) que, assim como a propria IL-27, também podem ser encontrados
separadamente. A subunidade WSX-1 pode se ligar a IL-27 mesmo na auséncia de gp130,
entretanto a transducdo de sinal sé ocorre quando ambas subunidades estdo associadas. A
gpl30 é uma molécula altamente promiscua e que, através de diferentes associacdes
(gp130/gp130; gpl30/LIFR; gp130/OSMRS), pode servir de receptor para sete citocinas, além
da IL-27. Ao ser ativado pela ligacdo da IL-27, o IL-27R ativa a via de sinalizacdo Janus
Cinase/Transdutor de Sinal e Ativador de Transducdo (JAK/STAT). JAK associa-se aos
dominios intracelulares do IL-27R e se ativa por fosforilacdo logo apds a ligacdo do receptor
com a citocina. Em seguida, as JAKs fosforilam os fatores de transcricdo STAT, permitindo
que estes formem dimeros e se transloquem para o nucleo da célula, onde véo induzir a
transcricao de genes efetores (Takeda et al., 2003).

As células apresentadoras de antigenos, como células dendriticas e macréfagos, séo as
principais fontes de producdo de IL-27. A expressdo das duas subunidades da IL-27 é
positivamente regulada pela estimulacdo de APCs por ligantes de diferentes TLRs. Agonistas
de TLR3, TLR4 e TLR9 tém alto potencial de inducdo de IL-27 em APCs (Pflanz et al., 2002;
Pirhonen et al., 2007; Remoli et al., 2007; Schuetze et al., 2005). Além dos TLRs, a produ¢édo
de IL-27 também pode ser induzida através da ligacdo de citocinas, como a IL-1f e o
Interferon tipo 1 (IFN-1), e do fator co-estimulador CD-40L (Schnurr et al., 2005; Wirtz et
al., 2005; Greenwell-Wild et al., 2009).

Apos esses estimulos, diferentes fatores de transcrigdo tornam-se responséveis pela
transcricdo dos genes que codificam para EBI3 e p28, juntos ou individualmente. O
heterodimero p50/p65 de NF-xB pode ativar a producdo de EBI3, enquanto c-Rel, outro fator
NF-xB, mostra-se pouco importante na transcrigdo de p28 (Wirtz et al. 2005; Liu et al. 2007).
Da mesma forma, diferentes Fatores Reguladores de Interferon (IRF), como IRF1 e IRF3,
podem estimular a producédo de p28 por se ligarem a sua regido promotora (Liu et al. 2004;
Molle et al. 2007).
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O VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA (HIV) E A SINDROME DA
IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (AIDS).

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é o agente etioldgico da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), a qual é caracterizada por uma profunda
imunossupressdo associada a infecgfes oportunistas, tumores malignos e degeneracdo do
sistema nervoso central (Pantaleo e Fauci, 1995). A AIDS consiste em uma pandemia, que €
hoje considerada uma preocupacdo global que tem exigido esforgos conjuntos da comunidade
cientifica, dos governos e da sociedade em geral, para a sua efetiva prevencdo e controle. De
acordo com dados do Programa das NagOes Unidas para HIV e AIDS (Figura 4), estima-se
que 35 milhdes (33,1 — 37,2 milhdes) de individuos estejam infectados pelo HIV em todo o
globo terrestre (UNAIDS, 2013). No Brasil, o Ministério da Saude informou que 0s novos
nimeros de AIDS, atualizados até dezembro de 2013, contabilizam aproximadamente
718.000 casos registrados desde 1980. Em relacéo a disseminacgéo, a taxa de incidéncia oscila
em torno de 20,2 casos de AIDS por 100 mil habitantes, e em 2012, foram notificados 39.185

novos casos da doenca.
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Adults and children estimated to be living with HIV = 2013

Eastern Europe &
Central Asia
North America and Western and Central Europe 1.1 million
2.3 million [980 000~ 1.3 million]
[2.0 million - 3.0 million]

Middle East & North Africa
230 000

c;g}?‘a‘a?," [160 000 - 330 000]
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- - Sub-Saharan Africa [4.1 million - 5.5 million]
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Total: 35.0 million [33.2 million — 37.2 million]
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Figura 4. Pessoas infectadas pelo HIV no mundo e prevaléncia em adultos. Modificada de “Global epidemic (Powerpoint
slides)” (http://www.who.int/hiv/data/en/) em dezembro de 2013.

Dois tipos de HIV sdo descritos, o tipo 1 e o tipo 2 (HIV-1 e HIV-2), que sdo classificados em
grupos e subtipos, com distribuicdo geogréafica distinta, de acordo com suas origens (Essex
M., 1999). O HIV-1 foi isolado por primeira vez em 1983 (Barre-Sinoussi et al.,1983; Gallo
et al., 1983) e sua distribuicdo € irrestrita pelo mundo. O HIV-2 foi isolado por primeira vez
em 1986 (Clavel et al., 1986) na Africa Ocidental.

Apbs o isolamento, clonagem molecular, e a classificacdo inicial do HIV-1, foram
descobertos vérios Lentivirus geneticamente diferentes que infectavam primatas, e foram
determinadas suas relac@es filogenéticas com o HIV-1. A inoculacdo de espécies de macacos
asiaticos (por exemplo, os macacos Rhesus) com estes agentes recém descobertos induziu
uma doenca semelhante a AIDS (Daniel et al., 1985), deste modo esses virus foram nomeados
virus da imunodeficiéncia simia (SIV) para distingui-los dos virus humanos, o HIV-1 e HIV-
2. Filogeneticamente o HIV-2 é mais estreitamente relacionado com o SIVsmm (virus
selvagem isolado de macacos sooty mangabey) do que o HIV-1 (Hirsch et al., 1989). Do
mesmo modo o HIV-1 é mais estreitamente relacionado com o SIV¢p; (virus selvagem isolado
de chimpanzé) (Peeters et al., 1989, Huet et al., 1990). Devido ao contato proximo entre
humanos e macacos, que eram cagados para alimentagdo ou mantidos como animais de
estimacdo na Africa Ocidental, pensa-se atualmente que o HIV representa uma transmissio

zoonotica de SIV aos seres humanos (Sharp et al., 2010).
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As primeiras analises filogenéticas de isolados do HIV-1 foram realizadas em amostras
provenientes da Europa, América do Norte e Africa. A partir destas foram definidos grupos
genéticos ou “clades” do HIV-1, os quais podem ser classificados em: M (major); O (outlier),
N (ndo-M, ndo-0O) e P (putative). O grupo M do HIV-1, que inclui mais dos 95% dos virus
isolados, consiste em pelo menos nove subtipos ou subgrupos distintos (A, B, C, D, F, G, H, J
e K) e 72 formas recombinantes circulantes (CRF), as quais possuem segmentos gendémicos
derivados de mais de um subtipo de HIV-1 (Figura 5) (Hemelaar et al., 2011).
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Figura 5. Mapa global de distribuicéo dos subtipos e formas recombinantes do HIV-1. Adaptado de Hemelaar et al., 2011)

Vérios fatores contribuem para a imensa heterogeneidade genética do HIV-1: (a) a
propensao a erros da enzima transcriptase reversa, que ocorrem durante a sintese do cDNA
viral por esta enzima, a partir do RNA genémico do HIV; (b) altas taxas de recombinaco, a
qual acontece durante a transcri¢do reversa e integracao; (c) os elevados niveis de produgédo
de virus in vivo (10° particulas/dia, 150 a 300 ciclos de replicacdo/ano), e (d) um grande
numero de individuos infectados (Preston et al., 1988; Perelson et al., 1996; Jetzt et al.,
2000), o que permite que os eventos probabilisticos de mutacdo ocorram com maior
facilidade. Estima-se que em uma pessoa infectada pelo HIV-1 a diversidade genética viral
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aumenta 1% por ano a partir da cepa do primeiro virus, durante a fase sintomatica da

infeccdo, na auséncia de tratamento (Shankarappa et al., 1999).
ASPECTOS GENOMICOS E ESTRUTURAIS DO HIV-1

O HIV é um virus pertencente a familia Retroviridae do género Lentivirus. Os
Retrovirus se distinguem por apresentar uma ou mais fitas simples de acido ribonucleico
(RNA) de senso positivo como material genético e uma enzima DNA (&cido
desoxirribonucleico) polimerase dependente de RNA conhecida como Transcriptase reversa
(Chiu et al., 1985; Vogt et al., 1997). Essa enzima é a responsavel por converter o RNA de
fita simples em cDNA de fita dupla para a integracdo do genoma viral ao da célula
hospedeira. Os Lentivirus sdo principalmente caracterizados por permanecerem latentes,
podendo manter-se “silenciosos” por anos na célula infectada antes de iniciarem o processo de

replicacé@o propriamente dito (Vogt et al., 1997).

O virion do HIV é constituido por um envelope lipoprotéico, um nucleocapsideo
proteico que carreia 0 genoma viral, proteinas acessorias e enzimas (Figura 6). O envelope
lipoproteico é formado por uma bicamada fosfolipidica na qual ficam inseridas as proteinas
do envelope (gp120 e gp41l) responsaveis pela ligacao do virus com a célula-alvo. O envelope
viral é derivado da prépria membrana da célula na qual o virion é gerado, levando inclusive
consigo proteinas celulares, tais como antigenos leucocitarios humanos de classe 1 e 2.
Internamente se encontra uma matriz proteica constituida pela proteina viral pl7. O
nucleocapsideo, uma estrutura conica proteica formada pela proteina p24, contém duas cépias
de RNA fita simples e proteinas; Protease, Transcriptase reversa e Integrase (Vogt et al.,
1997).
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Figura 6. Estrutura do virion do HIV-1. Extraida do Portal ViralZone do SIB Swiss Institute of Bioinformatics

(http://viralzone.expasy.org/all_by species/7.html) em outubro de 2013.

O genoma do HIV-1 possui trés fases de leitura que codificam nove genes, i.e.
gag, pol, env, tat, rev, nef, vif, vpr, vpu. Os genes gag, pol e env, que codificam proteinas
estruturais do virion, sdo os maiores genes do genoma do HIV e sdo compartilhados com os
outros membros da familia Retroviridae. Gag (antigeno especifico do grupo) codifica uma
proteina precursora, p55, que ap0s 0 processamento pela protease viral da origem as proteinas
do capsideo: p17 (matriz), p24 (Capsideo), p7 (nlcleocapsideo) e p6. Pol é a regido genémica
que codifica para as enzimas virais Protease, Transcriptase reversa e Integrase. Essas enzimas
sdo produzidas pela proteina precursora Gag-Pol que é processada pela protease viral. Env
codifica as glicoproteinas do envelope viral gp120 e gp41, a partir de um precursor gpl60 que
é clivado por proteases celulares. As glicoproteinas sdo encontradas no envelope viral
derivado da membrana celular, elas estdo ligadas ndo covalentemente e se arrumam de
maneira a formar trimeros que sdo as estruturas que se ligam ao CD4 celular e aos co-
receptores para promover a fusdo e entrada do virion na célula. Os outros seis genes
codificam proteinas com propriedades regulatérias que controlam a habilidade do HIV de
infectar as células, estimulam a replicagdo e combatem fatores enddgenos que inibem a
producdo de novos virions. Outro elemento importante dentro do genoma proviral integrado
sdo os LTRs (long terminal repeats, ou repetigdes terminais longas) que flanqueiam o genoma
e possuem regides regulatdrias, especialmente controlando a iniciacdo da transcricdo e a

poliadenilacéo (Figura 7).
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Figura 7. Representacdo esquemética da organizacdo gendmica do HIV-1. Extraida do portal HIV Databases
(http://lwww.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/COMPENDIUM/2011/frontmatter.pdf)
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CICLO REPLICATIVO E A INFECCAO PELO HIV-1

O HIV-1 infecta linfécitos T CD4+, macrofagos, células dendriticas e, no sistema
nervoso central, a microglia (Gartner et al., 1986; Stevenson, 2003), células que expressam a
glicoproteina CD4 que serve como receptor para a entrada do HIV-1 e HIV-2. Essa via
classica comegca com a adsorcdo das glicoproteinas da superficie do envelope viral com o
receptor CD4 na membrana das células alvo, assim como aos receptores de quimiocinas
CCR5 ou CXCRA4. Inicialmente, a gp120 se liga ao receptor CD4, tal ligacdo promove uma
mudanga conformacional na gp120 que permite que ela se ligue aos correceptores (CCR5 ou
CXCR4). Essa segunda ligagdo desencadeia uma mudanga conformacional ainda mais
profunda que expbe a porcdo chamada heptad repeat 1 (HR1) da gp4l que penetra na
membrana. Posteriormente a porcao heptad repeat 2 passa pelo Gltimo rearranjo estrutural
formando uma estrutura semelhante a um grampo que aproxima o envelope da membrana
forcando a fusdo e permitindo a passagem do capsideo para o citoplasma (Chan e Kim, 1998;
Wyatt e Sodroski, 1998).

Ap0s a entrada, o material genético e as enzimas virais sdo liberados do capsideo, e
inicia-se 0 processo de transcricdo reversa, que consiste da ligagdo da enzima viral
transcriptase reversa a fita simples positiva de RNA (genoma viral), transcrevendo
reversamente uma fita complementar de DNA (cDNA). A transcriptase reversa possui
também atividade de ribonuclease, degradando o RNA original durante a sintese do cDNA, e
atividade DNA polimerase dependente de DNA, que promove a criagdo da fita senso a partir
do cDNA antisenso. Ambas as fitas se ligam formando um cDNA dupla fita viral, que €
transportado até o nucleo da célula onde serd incorporado ao genoma celular por meio da
atividade da enzima viral integrase. O cDNA viral integrado passa a ser chamado entdo de
provirus (Zheng et al., 2005).

O provirus pode permanecer silencioso e, para ser ativado, necessita do auxilio de
certos fatores de transcricdo da célula, sendo o NF-xB o mais conhecido e estudado, que é
regulado positivamente em células ativadas. Esse fator se liga na regido promotora do LTR
viral induzindo a transcricdo do provirus em RNA mensageiro (mRNA), que passa pelo
processo de “splicing” que o edita em fragmentos menores. Esses fragmentos sao
transportados para o citoplasma e produzem as proteinas regulatorias Tat (que amplifica a
replicacdo) e Rev. As particulas de Rev entdo se acumulam no nucleo onde se ligam ao
MRNA ndo editado, promovendo sua saida do nicleo, de onde eles ndo sairiam até serem

editados. Nesse ponto, as proteinas estruturais Gag e Env sdo traduzidas no citoplasma na
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forma de poliproteinas a partir desses mMRNAs néo editados. Esse mMRNA &, na verdade, o0
RNA genbmico que vai se associar a proteina Gag para ser empacotado nas novas particulas
virais (Zheng et al., 2005; Pollard e Malim, 1998; Hiscott et al., 2001).

A formag8o de novas particulas virais ocorre na membrana celular através de uma
organizacdo auténoma das poliproteinas estruturais precursoras Gag e Gag/Pol (Pr55 gag,
Pr155 Gag-Pol) junto com o RNA gendmico. Apds a formacdo desta ribonucleoproteina
(RNP), os novos virions ainda imaturos sdo liberados da célula. Essas particulas ainda passam
por uma maturacdo morfoldgica e funcional devido a agdo da protease viral, consequéncia da
clivagem protéica das proteinas precursoras. Essa clivagem ocorre durante a montagem do
virion ou logo apds a liberacdo da particula imatura. Na figura 8 podemos observar todas as

etapas do ciclo replicativo.
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Figura 8. Ciclo replicativo do HIV-1. Extraido de Alan Engelman e Peter Cherepanov, 2012 — Nature Reviews

Microbiology.
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IMUNOPATOGENESE DA INFECCAO PELO HIV-1

A infeccdo pelo HIV-1 apresenta 3 fases: aguda, crénica e sintomatica. A infeccéo
aguda ou primaria é definida como o periodo inicial da infec¢do, determinada entre a deteccao
do RNA viral no plasma de pacientes infectados pelo HIV, até a formacdo de anticorpos
especificos para o HIV, 3 a 4 semanas ap0s a infeccdo. Quando a infec¢do pelo HIV ocorre
por transmissdo sexual, existe uma fase inicial, antes da deteccdo de RNA viral no plasma do
paciente, que se caracteriza pela replicacdo do HIV no tecido linféide associado a mucosa

vaginal ou retal (McMichael et al., 2010).

Durante a infeccdo primaria, a viremia aumenta atingindo seu ponto maximo apos 21-
28 dias de infeccdo, juntamente com a diminui¢do do nimero de células T CD4* (Figura 9).
Embora a quantidade de células T circulantes retorne a um valor proximo ao normal, o
namero de células T CD4* no tecido linfoide associado ao intestino (GALT) permanece
reduzido (Guadalupe et al., 2003). Essa perda é em grande parte irreversivel e tem
importantes consequéncias imunolégicas, como falha do sistema imune e progressao para a
AIDS durante o transcurso da infec¢do (Picker e Watkins, 2005). No momento do pico da
viremia, 0s pacientes desenvolvem sintomas gerais, incluindo sindrome semelhante a gripe,

com febre, dor de garganta, linfoadenopatias, e exantema (Kahn e Walker, 1998).
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Figura 9. Curso clinico tipico da infecgdo pelo HIV-1. Extraido An e Winkler, 2010.
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Durante a fase cronica da infeccdo pelo HIV-1, respostas imunes celulares e humorais
sdo desencadeadas, mas podem ndo ser suficientes para conter a propagacdo viral e o
estabelecimento, mais tarde, do quadro de imunossupressdo. Esta fase cronica da infeccdo
também se associa com uma severa deplecdo de células T CD4" no tecido linféide associado a
mucosas (MALT), principalmente as células T CD4*CCR5" que residem na lamina propria.
A homeostase das células T CD4" de memoria efetoras residentes nas mucosas depende da
proliferacdo e migracdo de novas células; deste modo, uma diminuicéo a nivel sistémico das
células T CD4" de memoria central resulta no déficit de células T de memoria efetoras; este

processo esta associado a progressao para a AIDS (Paiardini et al., 2008).

A ativacdo cronica do sistema imune em pacientes infectados pelo HIV-1 é uma
caracteristica da progressdo para AIDS. Neste contexto ¢ observado um “turnover”
aumentado de células T, elevado nimero de células T ativadas, e niveis elevados de
quimiocinas e citocinas proinflamatdrias no soro (Brenchley et al., 2004). O grau de ativacdo
do sistema imune é considerado por alguns pesquisadores como melhor prognéstico da
progressdo da doenca (Brenchley et al., 2006a; Brenchley et al., 2006b).

A ativacdo imune na infeccdo pelo HIV-1 pode resultar em efeitos benéficos ou
nocivos para o paciente. Podemos mencionar algumas consequéncias benéficas, como a
restituicdo parcial (principalmente nas mucosas) do pool de células T CD4* de memoria
depletado, e reestabelecimento transitério da competéncia imune (Grossman et al. 2002;
Douek et al., 2001). Porém, a longo prazo, a ativacdo imune € deletéria. Alguns dos efeitos
nocivos incluem a perpetuacdo da replicacdo do HIV, e consequente destruicdo da arquitetura
dos linfonodos e fibrose (Schacker et al., 2002; Estes et al., 2008), retencdo de células T
efetoras nos linfonodos, perda da funcdo timica, drenagem de células virgens para a
circulacdo (Brenchley et al., 2006a; Hellerstein et al., 1999; Dion et al., 2004), dentre outros.

A ativacdo imune causa deplecdo de células T CD4" durante a infeccdo pelo HIV, e
contribui com a morbidade relacionada a infeccdo, determinando a progressdo para AIDS
(Giorgi et al., 1999; Moanna et al., 2005). A ativacdo imune pode estar diretamente
relacionada a replicagdo viral ou ndo, no entanto presume-se que um dos principais
responsaveis pela ativagdo imune é o proprio virus (Alter et al., 2007a; Meier et al., 2007;
Alter et al., 2007b; Nazli et al., 2010). A Terapia Anti-Retroviral Altamente Ativa (HAART)
diminui a carga viral e a ativagdo do sistema imune (Guadalupe et al., 2003; Benito et al.,
2002). Também contribui para a persistente ativacdo do sistema imune a passagem de

produtos microbianos do Iumen do intestino para a circulagdo, processo conhecido como
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translocacdo microbiana, que ocorre durante o curso clinico da infeccdo (Brenchley et al.,
20064a; Jiang et al., 2009).

O aumento dos niveis séricos de citocinas proinflamatdrias, liberadas pelo sistema
imune quando ativado pelas proteinas virais, ou pelo proprio virion, é tanto uma causa quanto
uma consequéncia do processo da ativacdo imune cronica (Chang e Altfeld, 2010). Além
disso, a infeccdo das células T CD4" reguladoras leva a sua prépria deplecédo e pode agravar o
estado de ativacdo imune (Eggena et al., 2005, Moreno-Fernandez et al., 2009). A excecéo
destes efeitos relacionados diretamente com o virus, também existem causas indiretas como,
por exemplo, a acentuada destrui¢do do tecido linféide associado & mucosa intestinal (GALT),
a qual induz uma translocacdo aumentada da flora intestinal para a circulacdo e uma
subsequente ativacdo imune (Brenchley et al., 2006a, Jiang et al., 2009, Brenchley et al.,
2008).

Estudos recentes mostram as consequéncias imunoldgicas da infeccdo pelo HIV-1 e
SIV nos tecidos linfoides associados as mucosas, 0s quais foram realizados principalmente
em macacos rhesus infectados com SIV. A principal conclusdo destes estudos é que a
infeccdo aguda pelo HIV ou SIV é associada a uma réapida, pronunciada e irreversivel
deplecéo de células T de memoria na mucosa, principalmente aquelas que expressam o co-
receptor viral CCR5. Assim, a grande populacdo de células T de memdria/ativadas CD4*
CCRS5* que residem nas mucosas (principalmente na lamina propria) representa um alvo
importante para a replicacdo viral. Este fenémeno néo é observado no sangue periférico nem
nos linfonodos, onde as células T residentes sdo majoritariamente negativas para o co-receptor
CCR5, com fendtipo de células em repouso, naive ou de memdria central. A deplecdo de
células T CD4* do trato gastrointestinal € um processo multifatorial, tendo em conta que a
perda inicial de células T (ap6s alguns dias de infeccdo) é provocada diretamente pela
infeccdo viral, e a subsequente perda das células T é causada pela morte induzida pela propria

resposta celular citotdxica do individuo (Paiardini et al., 2008).

Um fator adicional para a amplificacdo da replicagédo do HIV-1 e manutencdo de carga
viral elevada é a alta taxa de expressdo membranar do receptor de morte programada (PD-1).
Tais receptores, quando ativados pela ligacdo com o seu ligante PD-L1, induzem diminuigéo
da fungdo celular, relacionada ao declinio da atividade citotoxica, baixa capacidade de
proliferar e de produzir citocinas (Barber et al., 2006). Assim, viu-se, em pacientes infectados
pelo HIV-1, que a expressdo do receptor PD-1 esta elevada em células T CD4+ e CD8+

especificas para este virus, e que este aumento esta associado com o deficiente funcionamento
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destas células, alta carga viral, baixo niumero de células T CD4+, e mais rapido progresso para
AIDS (Day et al., 2006). Este mesmo grupo verificou que a expressao do marcador CTLA-4,
uma molécula com propriedades inibitorias sobre a resposta imune, esté elevada em células T
CD4+ especificas para o HIV-1, e que este aumento também se correlaciona com o

funcionamento celular deficiente e acelerado progresso da doenca (Kaufmann et al., 2007).
RESPOSTA IMUNE A INFECCAO PELO HIV-1

A resposta imune contra o HIV-1 envolve diferentes mecanismos efetores, entre estes
a producdo de anticorpos neutralizantes e a resposta mediada por linfocitos T CD8*
citotoxicos (CTL) (Alter et al., 2007, Letvin et al., 2003). A resposta imune humoral tem um
papel fundamental em muitas infeccdes virais, porém ndo é sempre capaz de eliminar
definitivamente o virus. Foi observado que os anticorpos presentes no soro de pacientes
infectados pelo HIV-1 tém uma capacidade de neutralizacdo (in vitro) insuficiente para
isolados primarios de HIV-1 (Bou-Habib et al., 1994; Moore et al., 1995; Moog et al., 1997a;
Moog et al., 1997b). Os primeiros anticorpos neutralizantes encontrados em individuos
infectados pelo HIV-1 sdo especificos para a regido hipervariavel V3 da glicoproteina gp120
do envelope viral (“V3 loop”) (Javaherian et al, 1989). Diversos estudos sugerem que em
pacientes nos quais a infeccdo esta bem estabelecida, os anticorpos neutralizantes tém uma
contribuicdo minima no controle da replicacdo do HIV-1, pois sdo dirigidos principalmente
para epitopos que ndo sdo expostos na particula viral (Bou-Habib et al., 1994; Moore et al.,
1995; Richman et al., 2003).

Em relacdo a resposta imune celular, reconhece-se a participacdo fundamental dos
linfocitos T citotéxicos CD8" (LTCs) no controle da replicacdo do HIV-1 (Saksena et al.,
2008). Tanto nos pacientes infectados pelo HIV-1 quanto em macacos infectados pelo SIV,
demonstrou-se a existéncia de LTCs em numero variado e em diversos compartimentos
anatdmicos, como por exemplo, no sangue, espago bronquio-alveolar, linfonodos, baco, pele,
fluido cerebrospinal, sémen e tecidos de mucosa vaginal e gastrointestinal (Letvin e Walker,
2003).

Os linfécitos T CD8" citotoxicos (LTCs) inibem a replicagdo do HIV-1 in vitro, e
muitos mecanismos, tanto citotoxicos como ndo citotoxicos, tém sido associados com este
efeito antiviral (Saksena et al., 2008; Walker et al., 1991; Killian et al., 2011). Os LTCs lisam
as células infectadas pelo HIV-1 in vitro bloqueando assim a propagacéo da infec¢do (Koup et

al., 1994). Do mesmo modo estas células efetoras também produzem fatores sollveis como,
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por exemplo, as B-quimiocinas CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1B) ¢ CCL5 (RANTES) que
medeiam esse efeito (Verani et al., 1997; Cocchi et al., 1995; Nasr et al., 2012). Durante 0s
primeiros dias apos a infeccdo pelo HIV-1 ha um controle da replicacdo viral que se
correlaciona com o aparecimento de uma resposta de LTCs especificos contra o HIV-1 (Alter
et al., 2007). Este fendmeno foi demonstrado pela associacdo entre o aparecimento de
populacdes celulares efetoras capazes de lisar células-alvo que expressam proteinas virais, e a
diminuicdo do RNA viral plasméatico numa infeccdo priméaria pelo HIV-1 (Koup et al. 1994;
Borrow et al. 1994).

Apesar das respostas imunes celulares e humorais serem induzidas ap6s a infeccéo
pelo HIV-1, a replicacdo viral ndo é contida como um todo, e, como consequéncia, é
observada uma progressiva supressao do sistema imune. Uma das causas do chamado “escape
imune” sd0 as mutagdes nos epitopos virais, que sdo alvos das repostas celulares e humorais
(Lee et al., 2004). Dentre os mecanismos de escape para evadir a resposta humoral pode ser
mencionada a mudanca nos carboidratos do envelope viral que protegem os sitios de ligacdo
dos anticorpos, que ocorrem com o curso da infeccdo (Wei et al., 2003). Um dos mecanismos
de escape para evadir a resposta dos LTCs sdao mutacdes de epitopos em sitios essenciais para
o reconhecimento do MHC de classe | ou do receptor da célula T (TCR), ou mutacfes nas
regides que as flanqueiam, afetando o processamento e apresentacdo antigénico (Lee et al.,
2004, Brackenridge et al., 2011). Além disso, a propria replicacdo viral, indiretamente pode
favorecer o escape imune, por ocasionar a destruicdo e exaustdo dos linfécitos T CD4" que

poderiam responder a infecgéo.
IMUNOMODULACAO DA REPLICACAO DO HIV-1

Os principais alvos da infeccdo do HIV-1 sdo as células que expressam moléculas de
CD4 em suas membranas. Essas células também expressam os co-receptores para a entrada do
HIV-1, os receptores de quimiocinas. Em 1995, Cocchi e colaboradores identificaram as
quimiocinas CCL3, CCL4 e CCL5 como fatores supressores do HIV-1. Esse fato foi sucedido
de uma série de publicagdes que demonstravam que essas quimiocinas eram antagonistas do
HIV-1 R5 tropico que competiam pelo seu co-receptor CCR5 (Stevenson, 2003). Em 1996,
Bleul e colaboradores demonstraram que CXCL12, ligante de CXCR4, blogueava a entrada
de uma variante T-trépica de HIV-1 (Bleul et al., 1996). Desde entdo o papel inibitorio dessas
quimiocinas sobre a entrada do HIV-1 em suas células alvo foi bem estabelecido. Contudo,
outros estudos vieram a demonstrar que as quimiocinas ligantes também podem atuar em

macrofagos e mondcitos infectados, induzindo um aumento da replicacdo viral. Este
26



fendmeno esta relacionado a ativacdo da proteina G associada ao CCR5, que induz
mecanismos intracelulares que estdo relacionados com a ativagdo celular e acabam por

aumentar a replicacéo viral (Kedzierska et al., 2003).

Assim como as quimiocinas, as citocinas também possuem uma ampla influéncia
sobre a modulacdo da replicagdo do HIV-1. Seus efeitos podem ser inibitorios, estimulatdrios
ou ambos (Kedzierska et al., 2003). Dentre as citocinas capazes de favorecer a replicacdo do
HIV-1 encontram-se: M-CSF, que estimula um aumento da expressdao de CD4 e CCR5 em
macrofagos favorecendo sua infeccdo pelo HIV-1 (Wang et al., 1998); TNF-a, que estimula a
transcricdo de mRNA viral, efeito parcialmente mediado por IFN-y (Griffin et al., 1991); IL-
1, induz aumento da replicacdo viral mesmo em células cronicamente infectadas (Poli et al.,
1994a); IL-6, que potencializa o efeito do TNF-a sobre a replicacdo do HIV por estimular a
inducdo de NF-xB (Poli et al., 1990). Dados publicados pelo nosso grupo também mostram o
potencial de inibicdo viral de MIF (Regis et al, 2010), NGF (Souza et al., 2011), TGF-p
(Lima et al., 2002), bem como o dos neuropeptideos VIP e PACAP (Temerozo et al,. 2013).

As citocinas classicamente descritas por inibirem a replicagdo do HIV-1 s&o:
interferons do tipo 1, IFN-a e IFN-B, que possuem uma grande atividade inibitoria da
replicacdo viral. IFN-a é capaz de inibir a transcrigdo reversa assim como a transcrigdo de
provirus integrados (Shirazi e Pitha, 1992; Poli et al., 1994b), e o bloqueio de IFN-f com
anticorpos neutralizantes em células infectadas permite um aumento da produgdo de p24
(Gessani et al., 1994); I1L-10 inibe a replicacdo viral mesmo em estagios precoces da infeccéo,
inibe a expressdao de mRNA viral, e tem seu efeito relacionado a sua capacidade de modular
negativamente IL-6 e TNF-a (Weissman et al., 1994; Montaner et al., 1994; Naif et al.,
1996); IL-13 possui efeito anti-HIV relacionado a diminuigdo da expressdo de CD4, CCR5 e
CXCR4 (Bailer et al., 2000); I1L-16 é um ligante natural de CD4 que compete pela ligacdo do
receptor viral impedindo a entrada do HIV (Truong et al., 1999).

Varios fatores celulares de restricdo ao HIV-1, induzidos por Interferon, ja foram
descritos atuando em diferentes etapas do processo de replicacdo viral, como o
APOBEC3G/3F (“Apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide-like”),
BST2/CD317 (“tetherin/bone marrow stromal cell antigen 2”), TRIMS5-a (“tripartite-motif-
containing 5a”), e outros mais recentes (Neil e Bieniasz, 2009; Strebel et al., 2009; Goujon et
al., 2013). A proteina BST-2 restringe o brotamento das particulas maduras do HIV-1
mediante a retencdo das mesmas na superficie da célula infectada, efeito este que é contra-

balanceado pela proteina viral Vpu (Neil e Bieniasz, 2009). TRIM5a é uma proteina que,
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mediante a formacédo de multimeros, tem a capacidade tanto de bloquear o acimulo de cDNA
na célula infectada, como de impedir o transporte de cDNA ao nucleo da mesma (Strebel et
al., 2009; Nakayama e Shioda, 2010). Varios membros da familia de enzimas citidinas-
deaminases, APOBEC3G, APOBEC3F, APOBEC3A, tém sido descritos como potentes
inibidores da replicacdo do HIV-1. As proteinas APOBEC3G/3F sdo incorporadas a particula
viral em brotamento, e provocam um grande numero de mutacgdes hiper-somaticas no DNA
pro-viral durante o processo de transcricdo reversa, através da desaminacdo da desoxi-
citosina, com consequente formacéao da desoxi-uracila. Este acimulo de mutacbes G> A gera
virions nao-infectivos, impedindo com isso novos ciclos de infeccdo. A proteina viral Vif
possibilita a0 HIV-1 o escape deste mecanismo celular, marcando a APOBEC3A, 3F e 3G
para a degradacdo nos proteassomas via ubiquitinizacdo (Strebel et al., 2009; Romani et al.,
2009). Recentemente, outros fatores de restricdo ao HIV-1 com potente capacidade inibitoria
vém sendo estudados, como por exemplo o0 SAMHD1, que inibe a acdo da transcriptase
reversa ao depletar os niveis intracelulares de nucleotideos (Ryoo et al., 2014), e outros como
MX2, IFITM e Viperin (Zahoor et al., 2014).
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Justificativa e HipoOtese

Os receptores tipo Toll estdo presentes em linfocitos, células apresentadoras de
antigenos e outros tipos celulares e possuem funcdo importante no sistema imune inato, pela
sua capacidade de reconhecer padr6es moleculares associados a patégenos e de induzir
ativacdo celular que culmina com a producéo de mediadores inflamatorios.

Dentre as citocinas secretadas apos a ativacao de alguns receptores do tipo Toll inclui-
se a IL-27, uma molécula com propriedades tanto anti quanto pré-inflamatéria. A 1L-27 é
dotada de atividade inibitoria sobre a replicagdo do HIV-1 (Fakruddin et al., 2007), a qual é
dependente da via de Interferon (Wahl et al., 2009).

Estudos realizados no nosso laboratério demonstraram que macréfagos primarios
humanos, obtidos de doadores saudaveis, apresentam maior resisténcia a infecgdo pelo HIV-1
guando expostos a ligantes de TLR2 (Victoria et al., 2013). No mesmo trabalho, mostramos
que a citocina I1L-10 e as B-quimiocinas CCL3 e CCL5 sdo fatores soltveis que medeiam a
reducdo da replicacdo viral nas células tratadas com ligantes de TLR2.

Considerando a ampla variedade de fatores sollveis secretados pelas células
estimuladas com ligantes de TLR2, e a partir do conhecimento da acéo inibitoria do HIV-1
exercida pela IL-27, achamos interessante investigar se esta citocina também participa,
associada a IL-10 e as B-quimiocinas, na atividade anti-HIV-1 induzida mediada por TLR2.
Assim, o presente estudo foi realizado para avaliar se a 1L-27 é produzida por macréfagos
estimulados com ligantes de TLR2, e se esta citocina participa do efeito anti-HIV-1 resultante
da ativacdo de TLR2.
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Objetivos

OBJETIVO GERAL

Avaliar se IL-27 participa da atividade anti-HIV-1 resultante da ativacdo de TLR2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar se macrofagos expostos a ligantes de TLR2 produzem IL-27;

e Verificar se a inibicdo da replicacdo do HIV-1 em células tratadas com ligantes de
TLR2 é dependente de IL-27;

e Investigar se a ativacdo de TLR2 em macrdfagos aumenta a expressao de Interferon e
de APOBECS3G, fator enddgeno de restricdo ao crescimento do HIV-1 estimulado por
Interferon;

e Analisar se a via da proteina adaptadora MyD88 esta envolvida na atividade inibitoria
anti-HIV-1 induzida por ligantes de TLR2.
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Material e métodos

REAGENTES

Os ligantes de TLRs, Pam2CSK4 (ativador do dimero TLR2/TLR6) e Pam3CSK4
(que se liga ao dimero TLR1/TLR2) foram adquiridos da InvivoGen (San Diego, CA, USA).
O LPS de E. coli (ligante de TLR4) foi comprado da SIGMA Aldrich (St. Louis, MO, USA).
A molécula Pam3CSK4 (N-palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-cysteine)
(Pam3CysSerLys4) € uma lipoproteina triacilada sintética. O LPS é uma preparacdo de
lipopolissacarideo obtido a partir de E.coli. O contetdo de endotoxina (LPS) nas amostras dos
ligantes de TLR2 utilizados neste estudo foi avaliado pelo método LAL (BioWhittaker,
Maryland, USA), de acordo com as instrucdes do fabricante. Em todas as amostras analisadas

a concentracao de LPS foi menor a 80 pg/mL.

OBTENCAO DE MACROFAGOS PRIMARIOS HUMANOS

Macrofagos derivados de mondcitos foram obtidos apds 7 dias de cultivo (a
37°C/5%CO2) de PBMCs em placas de pléastico contendo 48 pocos (Nalge-Nunc). Os PBMCs
foram isolados por centrifugacdo (20 minutos, a 400G) em gradiente de densidade Ficoll
(d=1,077 g/mL,; Histopaque®, Sigma Chemical Co.), a partir de concentrados celulares (buffy
coats) oriundos de doadores de sangue saudaveis (Regis et al., 2010). Apos o recolhimento do
anel (contendo os PBMCs), as células foram lavadas com PBS e aliquotas foram diluidas em
0,1% de Azul de Tripan (Sigma Chemical Co.) e contadas em hemocitdmetro. Assim, PBMCs
foram distribuidos em placas de cultura de 48 pogos (2 x 10° células/pogo/500uL) e
cultivados em meio Dulbecco (DMEM, Hyclone) suplementado 10% de soro humano (SH,
Sigma Chemical Co), penicilina (100u/mL) e estreptomicina (100 pg/mL), durante 8 dias. Em
seguida, foram removidas as células ndo-aderentes, e meio DMEM suplementado com 5% de
soro humano, foi readicionado a camada de macréfagos maduros remanescentes. A pureza da
preparacdo de macréfagos foi analisada por citometria de fluxo, usando-se anticorpos
monoclonais anti-CD68 (Santa Cruz) (Souza et al., 2011). A pureza de macrofagos foi

superior a 94%.
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ISOLADOS VIRAIS, REAGENTES E “KITS”

Utilizamos o isolado de HIV-1 Ba-L, tropico para CCR5, o qual foi doado ao nosso
laboratério pelo NIH AIDS Research and Reference Reagent Program (NIH, Bethesda, EUA;
Bou-Habib DC, inscricdo # BR060106.01). Os estoques virais foram expandidos em PBMCs

de individuos saudaveis, e mantidos a -70 °C.

INFECCAO DE MACROFAGOS

Estas células foram infectadas pelo HIV-1 como descrito por nds (Souza et al 2011). Em
resumo, 0s macrofagos foram expostos ao HIV-1 (18 h, 37°C, 5% de COy) e, em seguida,
foram lavados, realimentados com meio de cultura fresco e cultivados a 37°C e 5% CO..
Sobrenadantes de cultura foram colhidos apds 12-14 dias para avaliacdo da replicacéo viral
pela deteccdo do antigeno p24 do HIV-1, através de ensaio imunoenzimatico (ELISA) em Kits
comerciais (ZeptoMetrix), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Os experimentos com
HIV-1 foram realizados no laboratério de nivel de biosseguranca 3 (NB3) do Pavilhdo

Lebdnidas Deane.

ANALISE DA SINTESE DE IL-27 E IL-27P28

Macrofagos foram tratados com ligantes de TLR e, ap6s 24 a 48 horas, sobrenadantes das
culturas foram coletados para avaliacdo da sintese de IL-27 ou IL-27p28, que foram
quantificadas por Kits comerciais de ELISA. O kit da empresa eBioscience foi utilizado para
quantificar 1L-27, enquanto que a IL-27p28 foi dosada com o kit da empresa R&D. O Kit
eBioscience utiliza anticorpos anti-p28 e anti-EBI3 para captura e detec¢do, respectivamente,

e o fornecido por R&D usa anticorpos anti-p28 para ambas as atividades.
ANALISE DA PARTICIPACAO DE IL-27 NA INIBICAO DA REPLICACAO VIRAL

Macréfagos infectados com HIV-1 (como descrito acima) foram tratados com Pam2CSK4 ou
Pam3CSK4 na presenca ou auséncia do anticorpo blogueador da IL-27 (R&D Systems) ap6s
cinco dias de infeccdo. No décimo quarto dia de infeccdo, os sobrenadantes das culturas
foram colhidos para avaliacdo da replicagdo viral pela deteccdo do antigeno p24 do HIV-1,
através de ensaio imunoenzimatico (ELISA) em kits comerciais (ZeptoMetrix), de acordo
com as instrugdes do fabricante. Os experimentos com HIV-1 foram realizados no laboratério

de nivel de biosseguranca 3 (NB3) do Pavilhdo Lednidas Deane.
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PCR EM TEMPO REAL (QPCR) PARA AVALIAR A MODULACAO DA
EXPRESSAO DE GENES DE INTERESSE

Macrofagos foram expostos a ligantes de TLR e mantidos em cultura por 4 ou 24 horas.
Entdo, o RNA total foi extraido utilizando-se um kit para extracdo de RNA (Qiagen) e
posteriormente foi retrotranscrito utilizando a enzima Superscript Il (Invitrogen). O cDNA
obtido foi amplificado por PCR em tempo real utilizando-se SYBR Green PCR Master Mix,
ao qual foram adicionados os primers especificos para genes analisados. Os primers foram
adquiridos da Invitrogen, e as suas sequéncias estdo descritas na tabela 1. Os genes B-actina,
HPRT1 ou RPL13a foram utilizado como controle enddgeno, e as anélises dos resultados

foram feitas pelo método de AACT.

ESTATISTICA

A colecdo de dados foi analisada pelo método do teste t de “Student” pareado, e os
graficos foram construidos no programa GraphPad Prism 5.1 (GraphPad software). As
inferéncias estatisticas foram realizadas no intervalo de confianga de 95%, sendo p < 0,05 = *;

p<0,01 =*% ¢p<0,00] =***

Primer Sequéncia Sentido
p28 CCTGGTTCAAGCTGGTGTCT Forward
TGGAAGGTCAGGGAAACATC Reverse
EBI3 TGTTCTCCATGGCTCCCTAC Forward
AGAAGATCTCTGGGAAGGGCC Reverse
p35 CCAGAAGGCCAGACAAACTC Forward
CCAGGCAACTCCCATTAGTT Reverse
p40 ATTGAGGTCATGGTGGATGC Forward
GGTGGGTCAGGTTTGATGAT Reverse
CLF-1 CTGGATGCAGAAGTCGCAC Forward
TATCTGGCAGGACCTCTCGC Reverse
APOBEC3G GGCTCCACATAAACACGGTTTC Forward
AAGGGAATCACGTCCAGGAA Reverse
APOBEC3F TGGAAGTTGTAAAGCACCACTCA Forward
AGCACCTTTCTGCATGACAATG Reverse
IFN-p CAG CAG TTC CAG AAG GAG GA Forward
AGC CAG GAG GTT CTC AAC AA Reverse
B-Actina GATCAAGATCATTGCTCCTCCTG Forward
GACTTCCTGTAACAACGCATCTC Reverse
HPRT1 CCTGGCGTCGTGATTAGTG Forward
TCGAGCAAGACGTTCAGTCC Reverse
RPL13a CGGACCGTGCGAGGTATGCT Forward
AGCAGGAACCACCATCCGCT Reverse

Tabela 1 — Sequéncias dos primers utilizados no estudo.
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Resultados

MODULACAO DA EXPRESSAO DAS SUBUNIDADES DE IL-27 APOS
TRATAMENTO COM LIGANTES DE TLR2

Com o intuito de verificar se a ativacdo de TLR2 induz a sintese de I1L-27, realizamos,
inicialmente, ensaios de PCR quantitativo (QPCR) para avaliar a expressdo de ambas as
subunidades que compBem a estrutura desta citocina. Assim, macréfagos foram tratados com
Pam2CSK4 ou com Pam3CSK4 (que ligam, respectivamente, os dimeros TLR2/6 e TLR2/1),
e a modulacéo de EBI3 e de p28 foi analisada como descrito. Nossos resultados sugerem que
0 tratamento com o ligante Pam3CSK4 induziu o aumento da expressdo de ambas as
subunidades (figura 10), enquanto que o tratamento com Pam2CSK4 induziu apenas o
aumento da expressdo da subunidade EBI3. No entanto, € importante ressaltar que a analise
da expressao de p28 em células expostas ao ligante Pam2CSK4 limitou-se a apenas uma
amostra, o que néo confere solidez ao resultado obtido. Portanto, novos experimentos deverao

ser realizados para confirmar esses achados.
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Figura 10. Analise da modulacéo da expressdo das subunidades da IL-27. Macr6fagos foram mantidos em meio de cultura (n
=4) ou tratados com Pam2CSK4 ou Pam3CSK4 (ligantes de TLR2; 1ug/mL; n = 4) ou com LPS (agonista de TLR4;
10ng/mL; n = 3 ou 1) durante quatro horas. As células foram, entdo, lisadas para a extracdo de RNA total e a expresséo das
subunidades EBI3 e p28 foi analisada por gPCR, como descrito em Material e Métodos. A analise dos resultados foi
realizada pelo calculo do AAct das amostras.
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ANALISE DA PRODUCAO DE IL-27 POR MACROFAGOS APOS ESTIMULO COM
LIGANTES DE TLR2

A partir dos resultados descritos acima, nos verificamos se a ativagdo de TLR2
induziria a producdo de IL-27. Para tanto, macrofagos humanos primarios, obtidos de
doadores saudaveis, foram tratados com Pam2CSK4 ou Pam3CSK4, e os niveis desta citocina
foram medidos nos sobrenadantes das culturas 24 ou 48 horas ap6s o estimulo, pelo método
ELISA. Inicialmente, esta quantificacdo foi realizada com o “kit” ELISA fornecido pela
companhia R&D Systems, cujos anticorpos para captura e deteccdo sdo dirigidos apenas para
a subunidade p28 da IL-27 (IL27p28). NOs vimos que ambos os ligantes sdo capazes de
induzir uma expressiva producdo de IL-27p28 por macrofagos 24 horas ap6s o tratamento
(figura 11). No entanto, apenas o estimulo com Pam3CSK4 resultou em diferenca
significativa na producdo de IL27p28 48 horas apds o estimulo (figura 11). NGs acreditamos
qgue a variada capacidade de macréfagos de diferentes doadores de responder ao ligante
Pam2CSK4 pode ter contribuido para auséncia de significado estatistico para a producéo de
IL-27p28 48 horas ap6s o estimulo com este ligante, a despeito da substancial producdo da
citocina observada.

Tendo em vista que a expressdao de mRNA para a subunidade EBI3 foi quase 200 ou
100 vezes mais alta que a de p28 quando as celulas foram estimuladas com Pam2CSK4 ou
Pam3CSK4, respectivamente (figura 10), entendemos que seria importante medir a
concentracdo da proteina IL-27 nos sobrenadantes destas mesmas culturas com um kit ELISA
capaz de detectar a citocina em sua composicdo integral. Sendo assim, optamos por utilizar o
“kit” ELISA da companhia eBioscience, que usa anticorpo de captura e de detecgéo
especificos para p28 e para EBI3, respectivamente. De acordo com este fabricante, 0 uso
destes anticorpos garante a especificidade do “kit” para a citocina IL-27. Para nossa surpresa,
ndo detectamos niveis significativos de IL-27 nos sobrenadantes de macréfagos estimulados
com ambos os ligantes de TLR2 (figura 12), o que sugere que, considerando os “kits” ELISA
que utilizamos, o fator solGvel produzido por estas células nestas condi¢fes limita-se a
subunidade p28 da IL27 (em mon6meros ou homopolimeros), ou a outro mediador do qual a
subunidade p28 seja um componente estrutural conjugado a outra molécula que ainda ndo
identificamos (sabe-se que as cadeias p28 e EBI3 podem se conjugar a outras subunidades
proteicas para formar diferentes citocinas). Resultados semelhantes a estes, isto €, deteccao
de p28 (kit R&D) e auséncia de IL-27 (kit eBioscience) foram obtidos em sobrenadantes de 7

outros doadores (ndo mostrados).
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Importante ressaltar que a citocina IL-27 ndo foi detectada também nos sobrenadantes

de macrdéfagos estimulados com LPS e Poli (I:C), ligantes de TLR4 e 3, respectivamente, 0s

quais, de acordo com alguns autores, sdo capazes de estimular a sintese desta citocina

(Johnson et al., 2011). E possivel que estes ligantes sejam indutores da sintese de outros

fatores soltveis que ndo a IL-27 propriamente dita (Este topico esta melhor apresentado na

secdo Discussao deste volume). Tendo em vista baixo nimero de amostras testadas, esta nossa

hipGtese carece de futuros estudos confirmatorios, com um “n” amostral mais elevado.

n=8
5001 ns

400+ *% *

w
o
o
L [ L
—

IL-27p28 [% do controle]

24 h 48 h

[IL-27p28] pg/

Meio Pam2 Pam3 Meio Pam2 Pam3

n=12 n=8
1 L
]
- o
°® v o
LT | A, v
(2 = ; AA f *
*
L 4
A
° am AAA v o
° I. A v oo
3:0 u A vy * o
Meio Pam2 Pam3 Meio Pam2 Pam3
24 h 48 h

Figura 11. Producdo de IL-27p28 por macrdfagos humanos tratados com ligantes de TLR2. Macro6fagos foram tratados com
Pam2CSK4 (ligante do dimero TLR2/TLR6; 1ug/mL) ou Pam3CSK4 (ligante do dimero TLR2/TLR1; 1ug/mL) por 24 ou 48
horas. Em seguida, os sobrenadantes das culturas foram recolhidos para avaliagéo da producéo de 1L-27p28 por ELISA

(fabricante do kit: R&D Systems), e 0s niveis de 1L-27p28 sdo mostrados em relagdo a producéo por células mantidas em

meio de cultura (figura no detalhe: a producéo de IL-27p28 é mostrada em nimeros absolutos).
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Figura 12. Producdo de IL-27 por macréfagos humanos tratados com ligantes de TLR. Macr6fagos foram tratados com
Pam2CSK4 (ligante do dimero TLR2/TLR6; 1ug/mL), Pam3CSK4 (ligante do dimero TLR2/TLR1; 1ug/mL), LPS (ligante
de TLR4; 10ng/mL) ou Poli (I:C) (ligante de TLR3; 10ug/mL) por 24 horas. Em seguida, os sobrenadantes das culturas
foram recolhidos para avaliagéo da producéo de IL-27 por ELISA (fabricante do kit: eBioscience). Figura no detalhe:
resposta de cada doador aos estimulos utilizados.

Uma vez estabelecido que macrofagos primarios humanos produzem IL-27p28
quando tratados com ligantes de TLR2, resolvemos investigar se a producéo dessa citocina
participa da inibicéo da replicagdo do HIV-1 promovida pela ativacdo deste receptor. Para
tanto, células infectadas com HIV-1 e tratadas com ligantes de TLR2 foram expostas a
anticorpos bloqueadores de IL-27 (ou ao isotipo controle), e 14 dias ap6s a infeccdo os niveis
da proteina p24 do HIV no sobrenadante das culturas foram medidos. Ressaltamos que, de
acordo com o fabricante, este anticorpo policlonal é capaz de reagir com tanto a molécula
integra de IL-27 quanto as subunidades p28 ou EBI3 isoladas. De acordo com os resultados
mostrados na figura 13, ambos os ligantes de TLR2 inibiram a replica¢do do HIV-1, como
nos descrevemos em Victoria et al., 2013. A adi¢do do anticorpo neutralizante anti-1L-27 aos
macrofagos infectados e tratados com os ligantes de TLR2 reverteu o efeito anti-HIV-1 de
ambos 0s agonistas de TLR2, resultado que sugere que a IL-27 (se presente na cultura) ou
uma das suas subunidades (ou ambas) participam do efeito inibitorio sobre a replicagdo do
HIV-1 induzida pela ativagdo de TLR2.
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Figura 13. Atividade da IL-27 e ou das suas subunidades na inibi¢do do HIV-1 induzida pela ativacdo de TLR2. Macréfagos
humanos infectados com HIV-1 foram tratados com ligantes de TLR2 e expostos a anticorpos bloqueadores da IL-27 e de
suas subunidades, ou ao isotipo controle, apés 5 dias de infec¢do. O sobrenadante das culturas foi recolhido 14 dias apds a
infeccéo para avaliagdo dos niveis de p24 do HIV-1 por ELISA. A replicacéo viral é mostrada em relagdo a producédo de
HIV-1 por macro6fagos mantidos apenas em meio de cultura (controle: 3447,65 pg/mL)

Como o0s nossos resultados mostram que a ativacdo de TLR2 resulta na queda
da replicacdo do HIV-1 (Victoria et al., 2013; estudos do presente trabalho), resolvemos
estudar a via de sinalizacdo dependente de MyD88, uma das mais bem descritas apds a
ligacdo de TLR2. Para tanto, macrdfagos foram infectados e tratados com ligantes de TLR2 e
expostos a um peptideo inibidor de MyD88, e a replicacdo do HIV-1 foi avaliada 14 dias apds
a infeccdo, como descrito anteriormente. Como pode ser visto na figura 14, o tratamento com
ambos ligantes de TLR2 usados no presente trabalho inibiu a replicacdo do HIV-1, e a
inibicdo viral promovida por Pam2CSK4 foi quase totalmente revertida na presenga do
peptideo inibidor de MyD88. No entanto, a redugdo do crescimento viral promovida por
Pam3CSK4 ndo se modificou quando a molécula MyD88 foi bloqueada (figura 14). Esses
achados sugerem que a sinalizacdo induzida pela ativacdo de TLR2, e que resulta na inibicao
da replicacdo do HIV-1, pode, ou nédo, ser dependente de MyD88, de acordo com o dimero

ativado, isto &, a sinalizacdo oriunda da ativacdo do dimero TLR2\TLRG6 seria dependente da
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molécula adaptadora MyD88, enquanto a sinalizacdo resultante da ativacdo do dimero

TLR2\TLR1 seria independente desta molécula.
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Figura 14. Participagdo de MyD88 na inibi¢do do HIV-1 induzida por ativagdo de TLR. Macro6fagos foram infectados com
HIV-1 e tratados com ligantes de TLR2 e o peptideo inibidor de MyD88 (40uM) (ou o peptideo controle), ap6s 5 dias de
infeccdo. O sobrenadante das culturas foi recolhido 14 dias apds para a quantificagdo da replicacéo do HIV-1, pela dosagem
dos niveis do antigeno p24 do HIV-1, por ELISA. Fig. A: valores absolutos de p24; Fig. B: replicagdo viral em relagéo a
produc¢do de HIV-1 por macr6fagos mantidos apenas em meio de cultura (controle = 6856,75 pg/mL)

Tendo em vista a nossa hipdtese inicial de que a ativacdo de TLR2 poderia induzir a
sintese de IL-27, a qual, por sua vez, possui um crosstalk com Interferon tipo 1 que resulta na
ativacdo de fatores inatos de restricdo ao HIV-1 (Wahl et al., 2009), verificamos se
macrofagos tratado com Pam3CSK4 produziriam quantidades elevadas de Interferon-f e
APOBEC3G e 3F. Contrariamente a nossa hip6tese inicial e, no entanto, de acordo com 0s
resultados que obtivemos (ndo producdo de IL-27 ap0s ativacdo de TLR2), a exposicdo de
macrofagos a Pam3CSK4 ndo estimulou aumento da expressdao de Interferon tipo 1,
APOBEC3G nem APOBEC3F (figura 15). Como esperado, o ligante de TLR3 Poli (I:C),
usado como controle positivo, foi capaz de induzir o aumento da expressdo dos genes

analisados.
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Figura 15. Expressédo dos niveis de mMRNA de IFN-beta e de APOBEC3G ou 3F em macro6fagos tratados com agonistas de
TLR2 (Pam3CSK4) e TLR3 (Poli [I:C]). Macrofagos foram mantidos em meio de cultura (n = 2) ou tratados com
Pam3CSK4 (Lug/mL; n = 2) ou com LPS (10ng/mL; n =2) durante 24 horas. As células foram, entéo, lisadas para a extracdo

de RNA total e a expressdo dos genes IFN-f, APOBEC3G e 3F foi analisada por qPCR, como descrito em Material e
Métodos. A anélise dos resultados foi realizada pelo calculo do AAct das amostras.

Em virtude dos resultados obtidos que mostram que a ativacdo de TLR2 induz o
aumento da expressdo do RNA de ambas as subunidades da I1L-27, que, no entanto,
aparentemente, ndo se associam para formar o dimero EBI3\p28 que constitui a 1L-27,
entendemos que seria importante investigar a expressao de outras subunidades que compdem
demais citocinas da familia da IL-12. Assim analisamos a expressdo da subunidade p35, que
se associa a EBI3 para formar a IL-35, e a p40, que se liga a p35 para formar a IL-12 (veja
figura ilustrativa no anexo 1), bem como o MRNA do mediador Cytokine Like Factor 1 (clf-
1), o qual se liga a subunidade p28, apds os estimulos com ligantes de TLR2. Vimos que
Pam3CSK4 (assim como o LPS, ligante de TLR4) induz o aumento da expressao das
subunidades p35 e p40, o que ndo ocorre com a expressao de CLF-1. Esses resultados
sugerem que macrofagos estimulados com Pam3CSK4, assim como LPS, podem produzir
citocinas constituidas da associa¢do das subunidades EBI3, p35 e p40 (figura no anexo 1), isto
é, IL-35 e IL-12. Ainda é possivel que o unico fator soltvel presente seja a IL-27p28,
recentemente denominada IL-30. (Di Meo et al., 2014) Pretendemos, em breve, investigar a
presenca dessas citocinas no sobrenadante de macrofagos estimulados pelos mesmos ligantes

e, também, se estas possuem atividade anti-HIV-1.
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Figura 16. Expresséo de CLF-1, p35 e p40 por macrdfagos estimulados com ligante de TLR2 (Pam3CSK4) ou TLR4 (LPS).
Macrdfagos foram mantidos em meio de cultura (n = 3) ou tratados com Pam3CSK4 (Lug/mL; n = 3) ou com LPS (10ng/mL;
n =1) durante quatro horas. As células foram, entéo, lisadas para a extragdo de RNA total e a expressdo dos genes CLF1, p35

e p40 foi analisada por gPCR, como descrito em Material e Métodos. A analise dos resultados foi realizada pelo célculo do
AAct das amostras.
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Discussao

Os receptores tipo Toll sdo componentes do sistema imune inato, presentes em células
apresentadoras de antigenos, como células dendriticas e macréfagos, e também em linfécitos,
que respondem a componentes de uma grande variedade de patdgenos como virus, bactérias e
fungos (Takeda et al., 2004), assim como padrées moleculares associados ao dano tecidual
(Tsai et al., 2014) e regulam determinadas funcdes como a secrecdo de fatores solUveis pelas
células estimuladas. Neste trabalho damos continuacgdo a estudos prévios de nossa equipe, que
demonstraram que a ativacdo de TLR2 em macrofagos aumenta a resisténcia destas células a
infeccdo pelo HIV-1, resisténcia esta mediada por IL-10 ¢ B-quimiocinas (Victoria et al.,
2013). No presente estudo, mostramos que a ativacdo de TLR2 induz a producéo da molécula
IL-27p28 e que esta citocina esta envolvida no fenémeno de inibicdo da replicagdo do HIV-1
induzida por ligantes de TLR2. Mostramos também que a via de MyD88 tem papel
importante no efeito anti-HIV-1 induzido pela ativacdo de TLR2. Assim sendo, acreditamos
gue nossos estudos auxiliam a compreender o efeito de componentes da imunidade inata na
replicacdo do HIV-1, e sobre a interacdo deste virus com as células do hospedeiro, assim
como a patogénese da infecgéo.

O reconhecimento de PAMPs pelos TLRs desencadeia uma complexa cascata de
sinalizacdo intracelular, ativando as células que os expressam. Essa sinalizacdo intracelular
resultante da ativacdo dos TLRs requer diversas moléculas adaptadoras, como MyD88,
MAL/TIRAP, TRAM, SARM e TRIF. A sinalizacdo dependente da proteina MyD88 ¢
compartilhada por todos os tipos de TLR, exceto o TLR3 (Takeuchi et al., 2000a). Essa
cascata inicia-se com a ativacdo do proprio MyD88, levando ao recrutamento das enzimas
IRAK4, IRAK1, IRAK2 e/ou IRAK-M. Na via de ativacdo independente da proteina MyD88,
o sinal proveniente do TLR ativa o fator de transcricdo NF-kB através de outras duas
moléculas adaptadoras, como TRIF e TRAM. A via dependente de TRIF pode também atuar
via outros fatores de transcricdo (além de NF-xB) como IRF3, IRF5 ou IRF7, que levam a
ativacdo dos genes que codificam IFN-o / IFN-B (Doyle et al., 2006; revisado por O'Neill,
2008; revisado por Kawai e Akira, 2010).

A ativacdo de TLR7 ou TLR9, ambos intracelulares e ligados por &cidos nucleicos,
induz a producdo de Interferon tipo 1 (Crow MK, 2014), citocina que possui atividade
antiviral bem conhecida. Entretanto, a ativacdo de TLR2 ndo é conhecida como uma das
principais formas de aumentar a producdo desta citocina (Compton et al., 2003; Bieback et
al., 2002; Ming-sheng et al., 2012). Nossos dados com gPCR (figura 15) sugerem que o RNA

mensageiro codificante para Interferon ndo é modulado apds o tratamento com o ligante de
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TLR2 utilizado (Pam3CSK4). Dessa forma, pensamos que para a inibicdo do HIV-1
resultante da ativagdo de TLR2 n&o inclui o Interferon, mas poderiam incluir a IL-27p28.

Nossos resultados mostram que macr6fagos humanos estimulados com dois diferentes
ligantes de TLR2 produzem elevados niveis de IL-27p28 (atualmente conhecida como IL-30
[Di Meo et al., 2014]). O composto Pam3CSK4, que se liga ao dimero TLR2/TLR1, parece
ter um potencial maior de induzir tal aumento do que o outro ligante usado, 0 Pam2CSK4,
que por sua vez se liga ao dimero TLR2/TLR6. A diferenga observada no potencial de
inducdo pode ser devido a essa diferenca nos dimeros ativados durante os estimulos.

Nossos estudos mostram que a adicdo de anticorpos bloqueadores da atividade
bioldgica de fatores solUveis que possuem na sua estrutura as subunidades p28 ou EBI3
reverte o efeito inibitério do HIV-1 desencadeado pela ativacdo de TLR2. Tais citocinas
poderiam ser a propria I1L-27, a 1L-27p28 (IL-30) ou a IL-35. Portanto, de acordo com este
resultado, estas citocinas participam, isoladamente ou em conjunto, do efeito anti-HIV-1
induzido por TLR2. Tendo em vista que a citocina IL-27 n&o foi detectada no sobrenadante
dos macrofagos estimulados por TLR2, as citocinas IL-30 e IL-35 constituem os principais
candidatos para a inibicdo do HIV-1 observada. A definicdo do fator com a atividade
inibitéria do HIV-1 dependera de andlises para identificar e neutralizar a acdo da IL-35.
Dados publicados pelo nosso grupo podem complementar tais achados ja& que mostram que
IL-10 também estd envolvida na atividade anti-HIV-1 induzida por ativagdo de TLR2
supracitada e que a exposicdo a IL-27 induz a producéo de I1L-10 (Victoria et al., 2013).

Considerando o resultado obtido com a inibicdo de MyD88 em nosso modelo,
podemos supor que, por mais que em ambas as situagdes, TLR2 seja ativado, a sinalizacéo
resultante depende fortemente do dimero formado (TLR2/1, TLR2/6). Nos trabalhos classicos
sobre a via de sinalizacdo de TLRs, MyD88 foi descrito como um fator compartilhado pelos
principais TLRs descritos e como proteina-chave no processo de sinalizacdo (Takeuchi et al.,
2000a). Porém, trabalhos recentes mostram que, dependendo do ligante, concentracéo, e tipo
celular, outras moléculas adaptadoras sdo recrutadas concomitantemente ou no lugar de
MyD88 (Stockinger et al., 2014; Li et al., 2013), as quais sao recrutadas através do dominio
TIR presente na regido citosélica dos TLRs. Assim, até 0 momento sdo descritas MyD88,
TRAM, MAL/TIRAP, TRIF e SARM como proteinas adaptadoras responsaveis pela
transducdo e modulacdo do estimulo via TLRs. TLR2, basicamente, depende de MyD88 e
MAL/TIRAP e, diferentemente de TLR4, ainda ndo estdo descritas sinalizagdes oriundas da
ativacdo de TLR2 totalmente independentes de MyD88 (Li et al., 2013). Porém, os principais
trabalhos sobre as vias de TLR2 utilizam um ligante apenas, de forma que estudos especificos
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sobre a sinalizacdo deste receptor com ligantes diversos sdo necessarios para melhor
compreender a participacdo e recrutamento das moléculas adaptadoras.

A literatura mostra que ndo apenas TLR2, TLR1 ou TLR6 interagem ap0s estimulo
com Pam2CSK4 ou Pam3CSK4, ambos os ligantes sdo reconhecidos também por
correceptores como MD2, CD36 e CD14, interagindo e modulando a dimerizacdo de TLR2
com TLR1/TLR6 (Li et al., 2013). Dessa forma é possivel que a interacdo com diferentes
correceptores e, por consequéncia, alteracdes espaciais na conformacdo dos dominios
intracelulares dos dimeros de TLR2, possa resultar no recrutamento diferenciado de proteinas
adaptadoras, alterando assim a respostas frente ao estimulo inicial. Tal fenébmeno explicaria a
diversidade de resultados encontrados por diversos autores, tal como nds, no que tange a
dependéncia de MyD88.

Considerando que a p28 participa também na formacdo de outras citocinas da familia
da IL-12, além de existir na forma monomérica, atuando como um inibidor da propria IL-27,
resolvemos avaliar novamente a producdo da IL-27 em nosso modelo, utilizando um kit de
deteccdo com especificidade exclusiva para a 1L-27 per se, isto €, um kit com especificidade
para o dimero EBI3/p28. Dessa forma, para o proximo passo, os ligantes de TLR2 descritos
previamente Pam2CSK4 e Pam3CSK4, assim como o ligante de TLR4 LPS e o ligante de
TLR3 Poli (I:C) foram avaliados quanto a sua capacidade de promover a producdo da citocina
IL-27 por macrofagos primarios humanos apds 24 horas de tratamento. Os dados apresentados
sugerem que, nem Pam2CSK4 e nem Pam3CSK4 ou LPS foram capazes de induzir o
aumento da producdo de IL-27 por macrofagos apds 24 horas de tratamento (figura 12).

Durante as analises da producdo de IL-27 tanto pelo kit da R&D (IL-27p28), quanto
pelo kit da eBioscience (IL-27p28/EBI13) nos deparamos com variagdes frequentes em ambos,
independente do agonista utilizado, considerando o “n” total dos experimentos. Dentre as
hipbteses que formulamos para explicar esse fenbmeno (excluindo questfes técnicas e de
integridade amostral), com base na literatura existente, consideramos que a pluralidade de
polimorfismos em ambos 0s genes das cadeia de 1L-27 possa explicar tais variagdes, tanto na
producdo basal (meio) quanto nos agonistas Pam2CSK4 e Pam3CSK4, aléem dos controles
Poli (I:C) e LPS, considerando que tais polimorfismos podem resultar em diferentes niveis de
producdo basal e frente a um estimulo (Zicca et al., 2014; Tang et al., 2014; Zhang et al.,
2014; Tao et al., 2012). Em relacéo a esses controles, salientamos que na época da elaboracéo
e realizacdo dos experimentos deste trabalho, optamos, baseados nos dados da literatura, em
utilizar ambos Poli (I:C) e LPS como controles positivos da produgéo de IL-27. Porém, com o
conhecimento de que a subunidade p28 é parte integrante de outras citocinas e é capaz de

existir e atuar isoladamente, reconsideramos a escolha destas moléculas como controles, de
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forma a interpreta-las como variaveis no nosso estudo; ja que na maioria dos trabalhos nos
quais nos baseamos, tanto Poli (I:C) quanto LPS sdo descritos modulando a produgdo da
subunidade p28 apenas, fato considerado pelos autores e por nés (na época) como a evidéncia
da modulacédo da propria IL-27. Dentre os trabalhos que mostram que tais ligantes modulam
ambas as cadeias de IL-27, ressaltamos o de Johnson e colaboradores (2011), no qual os
autores encontram quantidades elevadas de ambas as cadeias p28 e EBI3, a nivel de mRNA e
proteina. Todavia, incluindo este estudo, os trabalhos que descrevem a indugdo de 1L-27 (IL-
27p28 apenas ou ambas as subunidades) por LPS e Poli (I:C) foram, em sua maioria,
realizados em modelos murinos (células dendriticas, macrofagos, e/ou linhagens), o que
também implica e justifica um possivel ndo-paralelismo com os resultados obtidos em nosso
estudo, no modelo de macrdfagos humanos.

Em trabalhos prévios do nosso grupo (Victoria et al., 2013) mostramos que a ativacao
de TLR2 em macro6fagos infectados pelo HIV-1 resulta na inibicdo da replicacdo viral. Além
disso, diversos autores ja demonstraram também que LPS é capaz de induzir Interferon-
alfa/beta via TLR4 (Sheikh et al., 2014; Hwang et al., 2014; Oliveira et al., 2014; Samarajiwa
et al., 2014). Considerando que esta molécula € um importante fator anti-viral com atividade
inibitdria conhecida sobre o HIV-1, nos dedicamos a avaliar se, em nosso modelo, a ativacdo
de TLR2 poderia induzir a producdo de Interferon-beta, o que poderia sugerir parte do
mecanismo de inibicdo da replicacdo do HIV-1. Junto a isso, analisamos também a expressdo
de interferon-stimulated genes (ISGs) com acdo anti-HIV-1 ja descrita em macrofagos.
Entretanto, em nosso estudo ndo encontramos variagdes significativas na expressao de
Interferon-beta e dos ISGs selecionados (APOBEC3F, APOBEC3G) quando na presenca de
Pam3CSK4. A inducédo da expressao de IFN tipo 1 apos a ativacdo de TLR2 é controversa na
literatura. Por exemplo, Barbalat et al (2009) viram que células derivadas da medula 6ssea de
camundongos produzem Interferon-alfa quando expostas ao virus vaccinia, mas ndo quando
tratadas com agonista de origem bacteriana. Coincidentemente, 0 agonista de origem
bacteriana usado por estes autores (Pam3CSK4) foi 0 mesmo que nés utilizamos em nossos
estudos, o que, de certa forma, corrobora 0s nossos resultados sobre a ndo expressao de IFN-3
por macréfagos tratados com este ligante. Por outro lado, Dietrich et al (2010) relatam que
macrofagos murinos derivados da medula Osseaforam capazes de produzir IFN quando
ativadas com Pam3CSK4, o que esta em franco contraste com 0 nossos resultados. A
diferenca dos nossos resultados para aqueles descritos por Dietrich et al (2010) poderia ser
explicada em funcdo da distinta origem das células que foram alvo dos ligantes (humanas
versus murinas), ou, ainda, o tempo 6timo de estimulacdo (Diethich et al, seis horas, neste

estudo, 24 hs). Para dirimir pelo menos a davida sobre o tempo de exposicéo das celulas aos
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ligantes de TLR2, realizaremos novas anélises, nas quais 0s macrofagos serdo expostos aos
agonistas de TLR2 durante tempos mais precoces, mais proximos daqueles descritos por
Dietrich et al.
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Concluséao

Nossos resultados mostram que a subunidade p28 da citocina IL-27 (atualmente
designada como IL-30) participa da atividade anti-HIV-1 resultante da ativacdo de TLR2 em
macrofagos. Nossos dados nos permitem concluir, também, que a IL-27 ndo esta implicada
neste fendmeno. Entendemos, ainda, que a IL-35, formada pela associacdo das subunidades
EBI3 e p35, cuja atividade bioldgica pode ser neutralizada por anticorpos anti-1L-27 (como o
usado neste trabalho), possa também contribuir para o efeito anti-HIV-1 de TLR2. Esta
possibilidade necessita comprovacdo através da detecgdo da IL-35 nos sobrenadante de

cultura de macréfagos ativados com os ligantes de TLR2 utilizados neste estudo.
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Perspectivas

Nosso estudo abre perspectivas de novas investigacdes relacionadas ao efeito
inibitério sobre a replicacdo do HIV-1 resultante da ativacdo de TLR2 em macrdfagos
infectados. Por exemplo, achamos importante avaliar se a a¢do inibitoria do HIV-1 promovida
por IL-10 € dependente de I1L-27p28, tendo em vista que a sintese de IL-10 é regulada por esta
ultima citocina. De maneira semelhante, sera importante investigar se macrofagos expostos a
ligantes de TLR2 também produzem IL-35, e se esta citocina também é dotada de atividade

inibitoria sobre a replicacdo do HIV-1.
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Apéndice

Figure 1. Schematic diagram of IL-12 family. The diagram illustrates the currently known 5 chains (the innermost zone),
composite cytokines with their proposed functions (the middie zone), and their receptors (the outermost zone). The five color-coded
chains are either a chains (p19, p35, and p28) or B chains (p40 and Ebi3). Each functional cytokine is made of one a and one B
chain. IL-12 (p35/p40) is a proinflammatory Th1 activator and stabilizer. Similarly, IL-23 (p19/p40) is a proinflammatory Th1 activator
and Th17 stabilizer. On the other hand, IL-27 (p28/Ebi3) is an immunoregulatory cytokine mainly with an anti-inflammatory capacity.
IL-35 (p35/Ebi3) is again anti-inflammatory and secreted by Treg cells. Therefore, the four cytokines with their divergent functions
can promote a representative model of the immunological spectrum ranging from inflammation to tolerance. The unknown cytokine
is a theoretical one and symbolizes the possibility of unraveling other unknown family members in the future. Each chain (p19, p40,
p35, Ebi3, p28) binds to its specific receptor (IL23R, IL12RB1, IL12RB2, IL6ST, and IL27RA, respectively) and is coded with the
same color of the corresponding chain (receptor names are not shown). Typically, a composite cytokine would require a g chain
receptor for high affinity binding and an a chain receptor for signal transduction. For alternative terminology of IL-12 family members
refer to Table 1.

Anexo 1. Subunidades das citocinas da familia da IL-12 e suas possiveis combinagdes. Extraido de Al Sammak et al., 2013
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