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RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Lucia Renata Meireles de Souza

Células CD8+ participam do controle da infeccdo pelo HIV-1 através de atividades citolitica e
ndo-citolitica (supressora da replicacdo viral). Contudo, durante a progressao da infeccdo, séo
observadas alteracBes em sua diferenciacdo e funcdo. Vérias razdes para tal sdo postuladas,
incluindo a suscetibilidade do préprio linfécito T CD8+ a infecgdo pelo HIV-1. Neste estudo,
analisamos os efeitos da infec¢do in vitro pelo HIV-1 sobre o fenédtipo de células CD8+.
Comparado as culturas ndo-infectadas, observamos aumento de células CD8+ CD57+ e
CD45R0+, bem como daquelas de estagio intermediario, enquanto a expressdo do fenotipo naive
diminuiu, sem que houvesse aquisicdo do fenétipo efetor, padrdo este mais evidente em culturas
infectadas por virus X4 que R5, e semelhante ao que é encontrado in vivo. A funcéo da populacao
expandida CD8+CD57+ foi avaliada em um segundo estudo e, ao inibir a proliferacéo celular,
inibe, desse modo, a replicacdo viral. Nosso terceiro estudo objetivou analisar se a infec¢do
produtiva de células CD8+ pelo HIV-1 afetaria seu papel na supressao viral. Nestes experimentos
in vitro, utilizamos citocinas yc que se apresentam alteradas na infeccdo pelo HIV-1, tais como
IL-2, IL-7 e IL-15. Paradoxalmente, IL-2 e IL-15 modulam ambos 0s papéis exercidos por
células CD8+ na infeccdo, como alvos e supressores de replicacdo viral. Em parte, isto se explica
pela cinética mais lenta do virus nestas células CD8+, tornando-as reservatorios em potencial.
Ainda, como células dendriticas (DC) produzem IL-15, avaliamos em um quarto estudo se esta
citocina, de forma enddgena ou exogena, afetaria a suscetibilidade e atividade antiviral de células
CD8+ frente ao HIV-1 em co-cultura com DC autélogas. De fato, IL-15 parece ser um
importante estimulo para a atividade supressora de células CD8+ neste modelo mais fisiologico
de replicacdo viral, embora também promova a infeccdo das mesmas células CD8+ quando em
co-cultura com DC. Esta infeccdo apos contato com DC autologas pulsadas com HIV-1 poderia
ser explicada pela co-expressdo de CD4 e CXCR4, provavelmente facilitada pela interagédo
CD28/B7, ja que encontramos em células CD8+CD28+ niveis maiores de expressdo destes
receptores, bem como maior produtividade de HIV-1, que em células CD8+CD28-. Portanto,
terapias que utilizem as citocinas yc IL-2 ou IL-15 devem levar em consideragcdo ndo sé a
ativacdo de reservatdrios de células CD4+, mas tambem de células CD8+.
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ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO

Lucia Renata Meireles de Souza

CD8+ T cells contribute to control HIV-1 infection via cytotoxic and non-lytic suppressor
activities. However, during progression of disease, it is observed that CD8+ T cells present
impairment of differentiation and function. Many reasons for this disturbance in the physiology
of CD8+ cells are discussed, including their own susceptibility to HIV-1 infection. In this study,
we analysed the effects of in vitro HIV-1 infection on phenotype of CD8+ cells. Compared to
non-infected cultures, there was an increase of CD57+ and CD45RO+ CD8+ T cells, with
diminished expression of the naive phenotype. On the other hand, the activated/memory as well
as the intermediary subset were augmented, without acquisition of the effector phenotype, a
pattern similar to that observed in vivo, and more clearly seen in cultures infected by X4 than R5
virus. We then evaluated in a second study the function of the expanded CD8+CD57+ subset. We
found that these cells were able to inhibit cell proliferation and, thus, viral replication. Our third
work was aimed to investigate if productive infection of CD8+ T cells may affect the outcome of
suppressor assays in vitro. We analysed the effects of yc-cytokines altered during HIV-1
infection, like IL-2, IL-7 and IL-15. Paradoxically, IL-2 and I1L-15 modulated both roles of CD8+
T cells in HIV-1 infection: targets and suppressors of viral replication. This may in part be
explained by the slower kinetics of viral production by CD8+ T cells compared to CD4+ T cells,
what may make them potential virus reservoirs. Since virus-stimulated dendritic cells are able to
produce IL-15, which we demonstrated to promote productive HIV-1 infection of CD8+ T cells
as well as their non-cytolytic antiviral function, we also evaluated in a fourth study, the role of
endogenous and exogenous IL-15 on X4 HIV-1 production in co-cultures with autologous DC.
Indeed, IL-15 seems to be an important stimulus for CD8+ antiviral activity, albeit it promotes
productive HIV-1 infection in DC/CD8+ co-cultures. Infection of CD8+ cells in contact to
autologous DC could be explained by their co-expression of CD4 and CXCR4, probably
supported by CD28/B7 interaction, since in our studies we found that CD8+CD28+ cells
presented higher levels of expression of co-receptors and HIV-1 productivity than CD8+CD28-
cells. Thus, therapies using either yc-cytokines IL-2 or IL-15 in HIV-1 infection might consider
the activation not only of CD4+ T cells reservoirs, but also of CD8+ T cells.
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GLOSSARIO

Cadeia y comum (yc) - € uma cadeia polipeptidica transmembranar (CD132) que é comum ao
subgrupo dos receptores de citocinas de classe I. Tem papel importante na sinalizacdo intracelular
mediada por esses receptores (ex: IL-2/4/7/15/21Ryc).

CAF - fator antiviral de células T CD8+ que inibe a replicacdo de HIV ao suprimir a expresséo de
proteinas virais dirigidas por LTR.

CCR5 - receptor de quimiocina cujos ligantes naturais sao precisamente MIP-1a, MIP-13 e
RANTES. E o principal co-receptor para os virus M-trépicos.

CD27 - é uma molécula transmembranar que, junto com receptores de TNF, CD40 e Fas (CD95)
pertence a superfamilia TNF/NGF-R. Interage com a molécula co-estimulatéria CD70 e é
necessaria para a geracdo e manutencdo da memaria de célula T.

CD4 - é um co-receptor de células do sistema imunolégico do tipo T, macrdfagos, mondcitos e
células dentriticas, presentes na pele e em mucosas, principalmente dos 6rgdos genitais. E uma
proteina receptora da glicoproteina gp120 do virus HIV.

CD45R - participa da transducdo de sinal, provavelmente através de sua atividade proteina
tirosina fosfatase, com substratos principais incluindo Lck e Fyn. Isoformas CD45RA e
CD45R0. Apos ativacdo celular, ocorre transicdo de expressao de CD45RA para CD45RO0.

CD57 (conhecida como antigeno Leu-7 ou HNK-1) - é uma glicoproteina expressa em células
NK e subpopulacdes de células CD4+ ou CD8+ em individuos normais.

CD8 - trata-se de uma glicoproteina expressa na superficie de células T citotoxicas. Liga-se a
molécula MHC classe I.

Citocinas [1c - sdo um subgrupo das hematopoietinas que utilizam o receptor comum gama.

Co-receptor - é uma proteina de superficie celular que aumenta a sensibilidade do receptor de
antigeno, unindo-se a ligantes correlatos e participando da sinalizagdo para ativacdo. CD4 e CD8
sdo co-receptores MHC-ligantes em células T, ao passo que CD19 faz parte de um complexo que
constitui o co-receptor de células B. Ou, no caso da infeccdo pelo HIV, co-receptor de ligagédo a
molécula gp120, importante para o tropismo celular.

CXCR4 ou fusina - receptor de quimiocina, membro da superfamilia de receptores de sete
dominios transmembranares acoplado a proteina G. Junto com CD4, CXCR4 é necessario para a
fusdo com envelope de cepas T-tropicas, mas ndo M-tropicas.



Xiv

Ensaio agudo - mede a atividade antiviral de linfécitos CD8+ utilizando-se uma variedade de
virus e diferentes alvos celulares CD4+.

Ensaio enddgeno - mede a capacidade de células T CD8+ de um individuo infectado suprimir a
replicacdo de seus proprios virus crescendo em suas células T CD4+.

HIV-1 R5 - CCR5-especifico, geralmente correspondente aos variantes M-tropicos e NSI.

HIV-1 X4R5 - usa ambos CXCR4 e CCR5, geralmente correspondente aos variantes duo-
trépicos.

HIV-1 X4 - CXCR4-especifico, geralmente correspondente as cepas T-tropicas e Sl.
Naive - célula “virgem” ou “ndo-primada”.

Quimiocinas - fazem parte de uma familia especializada de citocinas, que funcionam como
potentes mediadores da inflamacdo, pela habilidade de recrutar e ativar subpopulacbes
especificas de leucocitos. As quimiocinas sdo uma grande familia de citocinas estruturalmente
homdlogas que estimulam o movimento dos leucdcitos e regulam a migracdo destes do sangue
para os tecidos, sdo citocinas quimiotaticas. As quimiocinas envolvidas em reacdes inflamatorias
sdo produzidas por leucocitos em resposta a estimulos externos, e as quimiocinas que regulam o
trafego celular através dos tecidos sdo produzidas constitutivamente por varias células nesses
tecidos.

RANTES - trata-se de uma quimiocina, também denominada CCL5. RANTES é quimiotéatica
para células T, eosindfilos e basofilos, cujo papel ativo estd no recrutamento de linfdcitos para os
locais de inflamacdo. Com a ajuda de certas citocinas (como IL-2 e IFN-y) que sao liberadas por
células T, RANTES induz também a proliferacdo e a ativacdo de determinadas células NK, para
formar células CHAK (quimiocinas-CC ativadoras de morte).

Receptores Homing - moléculas de adesdo expressas na superficie de linfocitos que sdo
responsaveis pelas diferentes vias de recirculacdo de linfocitos e enderecamento tecidual.
Receptores homing ligam moléculas expressas nas células endoteliais, em particular no leito
vascular.
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INTRODUCAO

I. INFECCAO PELO HIV-1:

I. 1. HIV-1, tropismos celulares e co-receptores:

O Virus de Imunodeficiéncia Humana tipo-1 (HIV-1) foi isolado trés anos ap6s 0s
primeiros casos de Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) serem relatados em 1981.
HIV-1 é membro da familia Retroviridae, a qual é caracterizada pela enzima Transcriptase
Reversa (RT), que permite ao virus copiar seu RNA em DNA dupla-fita, de modo a se replicar.
Dentro desta familia, o HIV € classificado como um lentivirus, assim como o SIV (Virus de
Imunodeficéncia de Simios) e FIV (Virus de Imunodeficiéncia de Felinos), devido a progressédo
geralmente gradual da doenca. HIV-1 é a causa mais comum de AIDS, mas o HIV-2, que difere
em seu genoma e antigenicidade, € menos patogénico, causando uma sindrome clinicamente
semelhante, mas em um periodo mais prolongado. Este Gltimo ocorre mais na Africa Oriental e
india, enquanto o HIV-1 tem causado uma pandemia mundial (revisado em Levy, 1993;
Rowland-Jones, 2003).

O genoma do HIV-1 apresenta a mesma organizacao de sequéncias tipica dos retrovirus.
Em cada extremo do genoma, os LTRs (dominios repetitivos longos terminais) regulam a
integracdo do virus no genoma do hospedeiro, expressdo dos genes virais, e replicacdo viral. As
trés maiores regides codificantes sdo gag, pol e env, que codificam, respectivamente, proteinas
estruturais, as enzimas necessarias a replicacdo viral, transcriptase reversa (RT), integrase e
protease viral, e as glicoproteinas do envelope, gp120 e gp4l (revisado em Emerman e Mali,
1998).

A infecgdo de uma célula pelo HIV-1 inicia-se quando o complexo glicoproteico do
envelope liga-se tanto a molécula CD4 como também a um co-receptor membro da familia dos
receptores de quimiocinas (revisado em Berger et al., 1999). Este modelo CD4-dependente é a
via mais importante de fusdo/ entrada/infeccdo pelo HIV-1, porém, tem sido descritas interagdes
Env/co-receptor na auséncia de CD4 para HIV-2 (Endres et al., 1996; Potempa et al., 1997,
Reeves & Schulz, 1997; Borsetti et al., 2000), SIV (Potempa et al., 1997; Martin et al., 1997,
Edinger et al., 1997), e HIV-1 (Bandres et al., 1998; Hesselgesser et al., 1997; Dumonceaux et

al., 1998; Borsetti et al., 2000). Sugere-se que as moléculas gpl20 que interagem com co-
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receptores de maneira CD4-independente ja sofreram (a0 menos parcialmente) mudancas
conformacionais normalmente induzidas por CDA4.

Os principais alvos de infeccdo pelo HIV-1 sdo os linfocitos T CD4+ e células da
linhagem monocitéria. Porém, qualquer célula que expresse a molécula CD4 conjuntamente ao
co-receptor apropriado pode, potencialmente, ser infectada. Evidéncias de que a molécula CD4
seria o principal receptor do HIV-1 baseiaram-se nos primeiros achados de que ocorria uma
destruicdo seletiva de células CD4+ durante a infeccdo e de estas células CD4+ serem as Unicas
infectadas in vitro, o que foi confirmado pelas observacgdes de que anticorpos monoclonais anti-
CD4 inibiam a infec¢éo in vitro (McDougal et al., 1986; Maddon et al., 1986).

Contudo, estudos envolvendo a transfeccdo de CD4 em células ndo-humanas sugeriu que
outros receptores seriam necessarios para a entrada eficiente do virus HIV-1 no interior da célula
(Maddon et al., 1986; Alkhatib et al., 1996; Broder & Berger, 1995). Um segundo fenémeno que
indicava o papel de co-receptores era a existéncia de diferentes tropismos celulares para
diversos isolados de HIV-1, que ndo apresentavam correlagdo com a expressdo de CD4. Todos 0s
isolados de HIV-1 podem infectar e se replicar em células T ativadas “in vitro”. Porém, alguns
isolados de HIV-1 infectam culturas primarias de macrofagos, mas ndo linhagens T (virus
macrofago-tropico ou M-trépico), enquanto outros isolados infectam linhagens T, mas nao
macrofagos (virus T-tropico) (Cheng-Mayer et al., 1988; Fenyo et al., 1989). Alguns isolados
ainda infectam ambos os tipos celulares (virus duo-trépicos). Além disso, isolados de HIV-1 sdo
denominados indutores de sincicios (SI) quando induzem a formacdo de células gigantes, ou
sincicios, em algumas linhagens T in vitro, enquanto os que ndo induzem sdo chamados nao-
indutores de sincicio (NSI). Existe uma sobreposicdo consideravel, embora incompleta, entre os
fenotipos T-trépico e Sl e entre M-trépico e NSI.

Hoje, sabemos que estes tropismos estdo relacionados a expressdo de diferentes
receptores de quimiocinas em macréfagos e células T (veja figura 1.1). A proteina chamada
fusin ou fusina, mais tarde CXCR4, cujo ligante natural € o fator derivado de célula de estroma
(stromal cell-derived factor-SDF) (Bleu et al., 1996; Oberlin et al., 1996), € um receptor de
quimiocina, membro da superfamilia de receptores de sete dominios transmembranares acoplado
a proteina G. Junto com CD4, CXCR4 é necessario para a fusdo com envelope de cepas T-
tropicas, mas ndo M-tropicas. Posteriormente, foi visto que SDF-1 inibe infec¢do de virus T-

tropicos via CXCR4, sem efeito em virus M-tropicos (Oberlin et al., 1996). E ainda interessante
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citar que certos isolados HIV-2 e HIV-1 T-tropicas podem utilizar CXCR4 diretamente para
entrada na auséncia de CD4 (Endres et al., 1996).

Cocchi e colaboradores (Cocchi et al., 1995) identificaram fatores supressores derivados
de células T CD8+, como as CC-quimiocinas RANTES, MIP-1a. e MIP-1B, e por ter sido
demonstrado que estas CC-quimiocinas suprimiam a infecgdo por cepas M-tropicas, mas nao T-
tropicas, procurou-se por receptores de CC-quimiocinas como co-receptor em potencial de cepas
M-tropicas. Um novo receptor de quimiocina (CCR5, quinto receptor de CC-quimiocina) foi
identificado, cujos ligantes naturais eram precisamente MIP-1a, MIP-13 e RANTES (Samson et
al., 1996; Combadiere et al., 1996; Raport, 1996), e, assim, demonstrou-se que CCR5 é o
principal co-receptor para os virus M-tropicos (Deng et al., 1996; Dragic et al., 1996; Alkhatib et
al., 1996; Choe et al., 1996; Doranz et al., 1996).

De acordo com estes achados, Berger et al. (1998) propuseram uma nova nomenclatura
para o fenotipo de HIV-1: X4 (CXCR4-especifico, geralmente correspondente as cepas T-
trépicas e Sl), R5 (CCR5-especifico, geralmente correspondente aos variantes M-tropicos e NSI)
e X4R5 (usando ambos CXCR4 e CCR5, geralmente correspondente aos variantes duo-trépicos).
De fato, existe uma grande correlacdo entre o fenétipo bioldgico (incluindo tropismo) e o uso de
co-receptor, mas ndo com os subtipos genéticos de HIV-1 (Zhang et al., 1996; Bjorndal et al.,
1997; Trkola et al., 1998).

Estes fendtipos parecem ter importancia na transmissao e patogénese de HIV-1 (veja
figura 1.2). Mudancas de fenétipo viral foram observadas em diferentes estagios da infeccdo pelo
HIV-1 (revisado em Miedema et al, 1994; Berger et al, 1999; Rowland-Jones, 2003). Os
isolados M-trpicos ou R5 sdo o fendtipo viral predominante em individuos recém-infectados
(Zhang et al., 1993; Zhu et al., 1993). Em uma fase tardia da infeccdo, surge o fenotipo T-
tropico/SI ou X4 em aproximadamente 50% dos individuos HIV-1-infectados, o que é seguido de
um répido declinio da contagem T CD4+ e progressdo clinica da doenca (Tersmette et al., 1989a,
1989b; Schuitemaker et al., 1992; Koot et al., 1993; Richman & Bozzette, 1994; Connor et al.,
1997; Glushakova et al., 1999). O uso de CXCR4 promoveu a deplecdo de células T CD4+ em
tecidos linféides ex vivo (Glushakova et al., 1997; Penn et al., 1999) ou no modelo SCID
(Picchio et al., 1998), sugerindo seu papel no declinio das células T CD4+ ao longo da
progressdo da infeccdo in vivo. Contudo, HIV-1 R5 ou X4 foram igualmente citopaticos para

alvos T em tecido linféide humano (Grivel & Margolis, 1999).
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Células T do tipo Helper 1 (TH1) apresentam principalmente o co-receptor CCR5
(Loetscher et al., 1998), cuja expressdo é aumentada apds ativacdo, 0 que explicaria em parte a
queda precoce de células T CD4+ antigeno-especificas na infec¢do pelo HIV-1 (Clerici et al.,
1989a). Por outro lado, o co-receptor CXCR4 € mais encontrado em células T naive (Bleul et al.,
1997).

HIV-1 R5 HIV-1 X4

gplZO—*

ﬁ CD4 * HIV-1 \M CXCR4 \M CCR5
[j B-quimiocinas (RANTES, MIP-1a, MIP-1B) Ej SDF-1

Figura I.1. Tropismo de HIV-1 de acordo com o modelo de uso de co-receptores CCR5 ou CXCRA4.
Entrada de virus M-tropicos € bloqueada pelos ligantes de CCR5: MIP-1a, MIP-1 ¢
RANTES, enquanto a entrada de virus T-tropicos é bloqueada pelo ligante de CXCR4: SDF-1.
Figura adaptada a partir de Fauci (1996).

Células T do tipo Helper 1 (TH1) apresentam principalmente o co-receptor CCR5
(Loetscher et al., 1998), cuja expressdo é aumentada apds ativacdo, o que explicaria em parte a
queda precoce de celulas T CD4+ antigeno-especificas na infeccdo pelo HIV-1 (Clerici et al.,
1989a). Por outro lado, o co-receptor CXCR4 é mais encontrado em células T naive (Bleul et al.,
1997).
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1.2. Historia Natural da Infeccao pelo HIV-1:

Clinicamente, a infeccéo pelo HIV-1 pode ser dividida em trés fases (figura 1.2). Durante
a fase inicial, conhecida como infeccdo primaria, o virus se replica infectando células que
expressam CD4 e o co-receptor apropriado, geralmente 0 CCR5. Desde o comego da infeccéo, as
células T CD4+ sdo as células alvo principais (revisado por Haase, 1999; Rowland-Jones, 2003).
Dentro de dias apds a primeira exposicdo ao HIV-1, uma replicacdo viral abundante pode ser
detectada nos linfonodos. Esta replicacdo leva a uma viremia com altos niveis de particulas virais
detectaveis, que pode ser acompanhada de uma sindrome aguda de HIV-1, com sintomas
semelhantes a mononucleose (Quinn, 1997). Em poucas semanas, o nivel plasmatico viral decai,
coincidindo com o desenvolvimento de uma resposta imunitaria a0 HIV-1. E nesta fase que
ocorre a soroconversdo (Daar et al., 1991; Clark et al., 1991). O papel ou importancia da
imunidade humoral em relagdo a celular é debatido. Anticorpos neutralizantes sdo ha muito
descritos na literatura (Ho et al., 1985; Robert-Guroff et al., 1985; Weiss et al., 1985), porém
isolados primarios de HIV-1 sdo bem menos suscetiveis a neutralizacdo que aqueles adaptados
em laboratorio (Mathews, 1994).

A resposta imunitaria celular HIVV-1-especifica pode ser detectada durante a sindrome viral
aguda e correlaciona-se com o controle da viremia plasmatica (Pantaleo et al., 1994; Borrow et
al., 1994; Koup et al., 1994, Wilson et al., 2000). A atividade supressora ndo-citolitica de células
T CD8+ também foi identificada nesta fase (Mackewicz et al., 1994b). Os efeitos combinados de
CTL e outros componentes da resposta imunitaria levam a viremia a um plateau mais baixo.

A segunda fase da infeccdo pelo HIV-1 é caracterizada por um longo periodo
assintomatico, onde ocorrem dois eventos fisiopatoldgicos caracteristicos desta fase: a replicacéo
viral continua nos 6rgéos linfoides periféricos (Pantaleo et al., 1993) e a perda gradual de células
T CD4+, bem como de sua atividade (Clerici et al., 1989a, 1989b; Gruters et al., 1991; Musey et
al., 1999). Este periodo é de laténcia clinica, mas de replicacdo viral ativa. Porém, uma das
caracteristicas do HIV, como de outros retrovirus, é sua capacidade de estabelecer uma infecgéo
latente, na qual os provirus permanecem quiescentes. Isto parece acontecer em células T CD4+
de memdria e macréfagos, importantes reservatorios da infecgdo, que passam a produzir as
particulas virais quando ativadas por um sinal apropriado (revisado em Mann, 1996). As celulas
infectadas s@o detectaveis nos 6rgdos linfoides periféricos, e seus numeros correlacionam-se
diretamente com os niveis plasmaticos de virus, sugerindo que a principal fonte de virus

6
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plasmatico sejam os tecidos linfoides (Pantaleo et al., 1991; Embretson et al., 1993; Pantaleo et
al., 1993; Harris et al., 1997; Hockett et al., 1999).

infeccéo pelo
HIV-1

6-12 semanas 1-15 anos 2-3+ anos
“—> < > < >
infeccao periodo assintomatico AIDS
primaria e morte
carga viral contagem CD4 células T CD8+ HIV-1-especificas
Y cpa ¥ Hiv-1 W cxcra W ccrs < pc-siGn

Células T CD4+ @ naive @ memoéria E\:;:J: célula dendritica @macréfago

Figura I. 2. Esquema do curso da infeccdo pelo HIV-1, ilustrando a relacdo entre carga viral,
contagem de células T CD4+, células T CD8+ HIV-1-especificas, e evolugao viral.
Adaptado a partir de Rowland-Jones (2003).

A fase final da infeccdo é caracterizada pelo surgimento da imunodeficiéncia com
manifestacdes clinicas. Os eventos que precedem o desenvolvimento da AIDS (em um ou dois
anos), sdo o aumento da carga viral plasmatica, com replicacdo viral ocorrendo em muitos sitios

além dos tecidos linféides (Reinhart et al., 1997), e um declinio mais rapido de linfécitos CD4+ .
7
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Em alguns casos, a progressao da doenca estd associada a evolucdo de virus R5 para X4 (Fenyo
et al., 1988; Connor et al., 1997; Kimata et al., 1999; Berger et al., 1999).

Il. CELULAS DENDRITICAS E SUA PARTICIPACAO NA TRANSMISSAO E
PRODUCAO DE HIV-1:

As células dendriticas (DCs) parecem estar envolvidas no inicio da infeccdo, carreando
virus do sitio de exposicdo aos linfonodos regionais, onde as células T CD4+ se tornam
infectadas e os virus se disseminam (Weissman & Fauci, 1997, Rowland-Jones, 1999). Estudos
in vitro demonstraram que células dendriticas e linfocitos CD4+ formam conjugados, onde ocorre
uma replicacao viral ativa (Pope et al., 1994). Conjugados semelhantes de células dendriticas e
células T CD4+ contendo antigeno HIV foram identificados in vivo em tecido linféide (Frankel et
al., 1996), em pequenas quantidades em sangue periférico (Weissman et al., 1995), e em tecido
de submucosa ap06s exposi¢do vaginal ao SIV (Spira et al., 1996). Neste estudo de macacos
expostos ao SIV por via intra-vaginal, DCs derivadas de medula 6ssea presentes na mucosa
vaginal eram as primeiras células a conter DNA de SIV, detectavel 2 dias apds exposi¢do. Em
observacgdes subsequentes de 6rgdos linféides, o padrdo de aparecimento e disseminacao viral
espelhava o curso de migracdo de DCs dos tecidos periféricos para os 6rgaos linfides (Spira et
al., 1996).

Células dendriticas podem reter virus infecciosos em sua superficie por longos periodos
de tempo (Weissman et al., 1995). Este fenbmeno parece envolver a molécula DC-SIGN (DC-
specific ICAM-3-grabbing nonintegrin, ou CD209), a qual permite que células T CD4+ sejam
infectadas em trans (Geijtenbeek et al., 2000a, 2000b). O virus HIV-1 adere-se firmemente as
células dendriticas imaturas pela ligacdo de gp120 & molécula DC-SIGN (Geijtenbeek et al.,
2000a, 2002). Esta interacdo ndo resulta em infeccdo produtiva das DCs pelo HIV-1, e sim
permite que o virus seja carreado aos linfonodos regionais, onde estas células interagem e ativam
os linfocitos T CD4+, facilitando sua infeccdo em trans. De fato, as células T CD4+ nédo séo
infectadas por baixos titulos virais sem a ajuda de DC-SIGN in trans (Geijtenbeek et al., 2000a).
A expressdo de DC-SIGN em DCs de tecidos de mucosa e a presenca de precursores de DCs DC-
SIGN+ no sangue sugerem que esta molécula possa ser crucial para a disseminacao viral apos
transmissdo sexual ou contaminagdo sanguinea, quando os niveis de HIV-1 seriam ainda baixos
(revisdo de Geijtenbeek & van Kooyk, 2003).
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Células dendriticas teciduais e certas preparacdes de DCs sanguineas expressam CD4 e
multiplos receptores de quimiocinas, incluindo CCR5, CCR3, CCR2b, e CCR1 (Granelli-Piperno
et al., 1996). Geralmente, células dendriticas imaturas expressam niveis maiores de CCR5 e
pouca ou nenhuma expressao de CXCR4, enquanto as maduras expressam menos CCR5 e mais
CXCR4 (Sallusto et al., 1998, Kawamura et al., 2001). Existem evidéncias de que isolados M-
tropicos de HIV-1 podem infectar DCs imaturas através de CCR5 (Granelli-Piperno et al., 1998,
1999; Rowland-Jones, 1999). Por outro lado, muitos estudos mostraram que a replicagéo de HIV-
1 (i.e., infeccdo produtiva) em DCs maduras é completamente bloqueada ou ocorre em niveis
muito baixos (Cameron et al., 1992; Granelli-Piperno et al., 1998; Bakri et al., 2001).

Em relacdo as duas maiores subpopulac@es de DCs presentes em sangue humano: as DCs
plasmacitdides CD11c-CD123+, envolvidas em resposta imune inata, e as DCs mieldides
CD11c+CD123-, iniciadoras de resposta imune adaptativa, ambas expressam baixos niveis de
CCR5 e CXCR4, mas apenas as mieldides expressam DC-SIGN. Os dois tipos sdo mais
suscetiveis a infeccdo por variantes R5, mas as células dendriticas plasmacitoides CD11c-

CD123+ séo mais facilmente infectadas pelo HIV-1 (Patterson et al., 2001).

I11. CELULAS T CD8+ E SUA PARTICIPACAO NA INFECCAO PELO HIV-1:

O estudo do papel de linfocitos T CD8+ na infeccdo pelo HIV-1 tem seguido duas linhas
principais de investigacdo: atividade citotdxica virus-especifica e capacidade antiviral néo-
citolitica (revisado em Yang & Walker, 1997). Alguns trabalhos sugerem que estas duas fungdes
efetoras seriam em parte mediadas pela mesma populacdo de células CD8+ (Toso et al., 1995,
Buseyene et al., 1996, Yang et al., 1997).

Células T citotoxicas (CTL) anti-HIV-1 surgem ainda na fase aguda da sindrome viral
(figura 2), sendo um fator critico para o controle da infeccdo primaria (Pantaleo et al., 1994;
Borrow et al., 1994; Koup et al., 1994, Wilson et al., 2000). Este papel de CTL foi comprovado
experimentalmente em um estudo de deplecdo de células CD8+ em macacos, 0s quais se
tornaram incapazes de controlar a infec¢do primaria (Schmitz et al., 1999). Durante a infeccdo
primaria, a frequéncia de precursores CTL HIV-especificos pode ser tdo alta quanto 1/100 células
(Koup et al., 1994). Esta resposta é tdo potente, que permitiu pela primeira vez, em humanos, a

deteccdo da atividade CTL em sangue periférico (Walker et al., 1987) e pulmdes (Plata et al.,
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1987), o que vem sendo acompanhado atualmente pela metodologia de tetrdmeros MHC-
peptideos (Altman et al., 1996; Wilson et al., 2000). A capacidade de recrutar um amplo
repertorio de CTL durante a infeccdo priméria foi associado a um melhor controle da replicacdo
primaria e um melhor progndstico (Borrow et al., 1994; Ogg et al., 1998; Wilson et al., 2000),
porém a magnitude e especificidade da resposta CTL nem sempre apresenta correlacdo com a
contagem CD4 ou manifestacdes clinicas (Addo et al., 2003).

Apesar de linfécitos T CD8+ na infeccdo pelo HIV-1 apresentarem as duas funcGes
efetoras, citotoxica virus-especifica e antiviral ndo-citolitica, estas células falham em prevenir a
progressdo da imunodeficiéncia na maioria dos casos. A atividade supressora ndo-citolitica de
células T CD8+ é identificada ja na fase aguda (Mackewicz et al., 1994b), porém diminui com a
progressdo da doenca (revisado em Levy et al., 1996).

Vérios fatores parecem contribuir para uma atividade citotoxica HIV-1-especifica
deficitaria (revisado em Lieberman et al., 2001 e McMichael & Rowland-Jones, 2001). Dentre
estes, poderiamos incluir a propria infeccdo de células T CD8+ pelo HIV-1 (De Rossi et al.,
1986; Tsubota et al.,, 1989b, Lusso et al., 1990, 1991, Semenzato et al., 1995, De Maria et al.,
1991, 1994, Mercure et al., 1993, Flamand et al., 1998, Kitchenetal., 1998, Leeetal., 1997,
Livingstone et al., 1996, McBreen et al.,, 2001, Imlach et al., 2001, Saha et al., 2001a), a qual
discutimos em revisdo inclusa em anexo nesta tese, e uma diferenciacdo alterada de células T
CD8+ na infeccdo pelo HIV-1 (Appay et al., 2000; McMichael & Rowland-Jones, 2001).

I11. 1. Diferenciacdo de células T CD8+ e suas alteragdes na infec¢ao pelo HIV-1:

Ainda ndo se chegou a um consenso em relacdo a via utilizada para o desenvolvimento
de células T CD8+ efetoras e de memoria, mas 0s Vvarios grupos de pesquisa que vém
estudando este processo de diferenciacdo dos linfocitos T CD8+ j& descobriram alguns
marcadores fenotipicos que indicam estagios de maturacgéo destas células (figura 1.3).

Diferentes isoformas da glicoproteina de membrana CD45R resultam de splicing
alternativo de mRNA, CD45RA (isoforma de alto peso molecular) e CD45RO (isoforma
del80kDa), e sdo expressas na superficie de células T, dividindo-as em duas subpopula¢tes
reciprocas (Terry et al., 1988; Thomas & Lefrancois, 1988). CD45R participa de transducao de

sinal, provavelmente através de sua atividade proteina tirosina fosfatase, com substratos
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principais incluindo Lck e Fyn (Charbonneau et al., 1988). Apds ativacdo celular, ocorre
transicdo de expressdo de CD45RA para CD45RO (Akbar et al, 1988; Deans et al., 1989).
Linfécitos T CD45RO+ expressam mais moléculas de adesdo, como LFA-3, CD2 e LFA-1, e
apresentam maior producdo de IFN-y, caracteristicas de células T de memoria (Sanders et al.,
1988). Além disso, como a frequéncia de células T que respondem a antigenos de memoria é
baixa em células CD45RA+ e alta em CD45RO+ (Sanders et al., 1988; Merkenschlager et al.,
1988; de Jong et al., 1991a), considera-se CD45RA marcador de células naive e, CD45RO, de
células “primadas” ou de memoria. Entretanto, sabe-se que a transicdo do fendtipo naive para
memoria ndo € unidirecional, a re-aquisicdo de CD45RA ocorre na auséncia de antigeno (Bell &
Sparshott, 1990; Sparshott & Bell, 1994; Bunce Bell, 1997). De fato, foi também demonstrado
que células T CD8+ efetoras humanas expressam CD45RA (Hamann et al., 1997). Hamann e
colaboradores (1997) distinguem entre células T CD8+ de memoria e efetoras através de anélise
conjunta da expressdo de CD27 e CD45RA.

CD27 é uma molécula transmembranar que, junto com receptores de TNF, CD40 e Fas
(CD95) pertence a superfamilia TNF/NGF-R (Camerini et al., 1991; Itoh et al., 1991; Goodwin
et al., 1993), e interage com a molécula co-estimulatéria CD70 (Bowman et al., 1994). Hendriks
e colaboradores (2000) demonstraram que a molécula CD27 é necessaria para a geracao e
manutencdo da memoria de célula T. As respostas primarias de células T CD4+ e CD8+ ao virus
influenza sdo prejudicadas em camundongos CD27-/-. Porém, os efeitos da delecdo do gene
CD27 séao ainda mais profundos para a memdria T, com uma cinética retardada e reducdo dos
nameros de células T CD8+ virus-especificas aos niveis encontrados em resposta primaria
(Hendriks et al. 2000).

Depois de prolongada ativagéo in vitro, a expressdo de CD27 e gradualmente perdida (de
Jong et al., 1991b; Hintzen et al., 1993). Aumento de células CD27- também é observado in vivo
durante o envelhecimento (Rosenkranz et al., 1992) e em condi¢BGes imunopatol6gicas, como
esclerose maltipla (Hintzen et al., 1991) e transplante (Chamuleau et al., 1992). Enquanto todas
as células CD4+CD45RA+CD45RO0- expressam CD27, dentro do compartimento de linfécitos T
CDB8+ sdo encontradas células CD27- em ambas as subpopulacdes CD45RA+ e CD45RA.-.

O dUnico fendtipo de linfécitos T CD8+ presente em sangue de corddo fetal é
CD45RA+CD27+, indicando que este € o fendtipo de células “ndo primadas” ou naive. Estes
linfocitos CD8+ sdo CD62L+ (L-selectina, homing receptor para linfonodos) e apresentam
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baixos niveis de expressdo de CD49d, CD49e, CD29, CD11a/CD18 e CD58. A maioria destas
células é CD28+ e ndo expressa CD45R0O (Hamann et al., 1997).

As células CD8+ CD45RA- CD45RO+ CD27+ apresentam vérias caracteristicas de
linfécitos T CD8+ de memoria, tais como altos niveis de expressdo de CD95 (Fas) e de membros
da familia de integrinas CD11a, CD18, CD29, CD49d e CD49¢, e secretam além de IL-2, IFN-y,
TNF-a e IL-4. Esta subpopulacdo ndo possui atividade citolitica sem estimulo prévio in vitro,
mas contém precursores CTL (Hamann et al., 1997).

Células T CD8+ efetoras possuem o fen6tipo CD45RA+CD27- e, sem estimulo prévio in
vitro, estas células apresentam varias caracteristicas relacionadas a funcao efetora de CTL, tais
como a expressdo de perforina, granzimas A e B e o ligante de Fas (FasL ou CD95L), mediando
citolise espontanea (Hamann et al., 1997). Além disso, sdo CD57+ e expressam altos niveis de
CDl11a, CD11b, CD18 e CD49d, enquanto séo negativas para CD62L e CD28 (Hamann et al.,
1997). Este fendtipo CD8+CD28-, CD45RA+, CD11a"" CD11b+ e/ou CD57+ foi também
demonstrado por outros grupos de pesquisa como sendo de células T CD8+ efetoras com
atividade citotoxica (McFarland et al., 1992; Azuma et al., 1993a; Wang et al., 1995;
Vingerhoets et al., 1995). Por outro lado, Pittet e colaboradores (2000) mostraram que o fenétipo
CD56+CD45RA+ apresentou maior correlagdo com a funcédo efetora de células T CD8+ (medida
por capacidade citolitica direta) do que o fen6tipo CD27-CD45RA+.

Foi demonstrado que células T CD8+ deste fenétipo efetor CD45RA+CD27- utilizam
ambas as vias de exocitose de granulos e Fas/FasL para induzir apoptose nas células alvos, porém
também expressam receptores inibitdrios de células NK, sugerindo que a sua atividade citolitica
deve ser altamente controlada (Baars et al., 2000; Mingari et al., 2000). A expressdo de
receptores inibitérios de células NK havia sido observada antes em células T efetoras
CD8+CD28- (Speiser et al., 1999). O aumento destes marcadores de células NK em linfocitos T
durante ativacdo cronica ou envelhecimento reflete 0 acimulo de células T efetoras/senescentes
(Solana & Mariani, 2000; Tarazona et al., 2000). E interessante lembrar que CD56 (NCAM) é
uma glicoproteina de membrana pertencente a superfamilia Imunoglobulina e, em humanos, € um
marcador tipico de células NK (Nitta et al., 1989). A molécula CD57 (conhecida como antigeno
Leu-7 ou HNK-1) é uma glicoproteina também expressa em células NK e subpopulagdes de
células CD4+ ou CD8+ em individuos normais (Abo et al., 1982; Lanier et al., 1984). Os
glicolipidios sulfoglucoronil reativos a HNK-1 sdo ligantes para L-selectina e P-selectina, mas
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DIFERENCIACRO DE CELULAS CD8+

INDIVIDUOS NORMAIS PACIENTES INFECTADOS PELO HIV-1

Naive Naive
CD28+ CD27+ CD28+CD27+
CD45RA+ CD45RO- CD45RA+CD45RO-
CD11a"" CD62L+ CD11a"°" CD62L+
CCR7+ CCR5- CR7+ CCR5-
IFN-y- IL-2++ IFN-v- IL-2++

Intermediarias

o Intermediarias

CD28+ CD27+ --> CD28- CD27+
--> CD28- CD27-
CD45RA- CD45RO+

CD28+ CD27+ --> Bl CD28- CD27+
->Wcp2s- cp27-
1 CD45RA-CD45RO+

CD11a"" CD62L- CD11a"" CD62L-
CCR7+CCR5- --> CCR7+CCR5+ CCR7+CCR5- --> CCR7+CCR5+
--> CCR7-CCR5+ > CCR7-CCR5+
v Perforina+ GranzimaA+ v Perforina®*GranzimaA+
IFN-y+ IL-2+ IFN-y+ J IL-2+

Memdria / Memoéria /

CD28+CD27+ CD28+CD27+
CD45RA-CD45RO+ ¥ cD45RA-CD45RO+
CD11a"®" CD62L- CD11a"®" cD62L-
CCR7-CCR5+ T CCR7-CCR5+
IFN-y+ IL-2+ IFN-y+ IL-2+

Efetoras Efetoras o
] CD28- CD27- poucasCD57+ CD28-CD27- tCD57+ —
CD45RA+ CD45R0- lCD45RA+CD45R0-
|| CD11a"®" cD62L- CD11a"®" cD62L-
CCR7-CCR5+ CCR7-CCR5+ o
D Perforina++ GranzimaA+ l Perforina+ GranzimaA+
IFN-y ++ IL-2- TIFN-y ++ IL-2- D

Figura 1.3. Estagios de diferenciacéo de células T CD8+ e alteracGes na infeccédo por HIV-1.
As setas amarelas representam potencial de proliferacdo e, a verde, o sentido de
direcéo de diferenciagdo. Adaptado de Appay et al. (2000).
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ndo para E-selectina (Needham & Schnaar, 1993). Como ja citamos acima, ambas moléculas
estdo presentes em células T efetoras terminais.

O fato de células T CD8+ efetoras apresentarem o fenétipo CD45RA+CD27- parece ser
paradoxal, pois CD45RA ¢ encontrado em células “ndo primadas” (Sanders et al., 1988;
Merkenschlager et al., 1988) e a auséncia de CD27 é tipica de células cronicamente estimuladas
(Chamuleau et al., 1992; de Jong et al., 1991b; Hintzen et al., 1991, 1993; Rosenkranz et al.,
1992). Isto ¢ corroborado pelos achados de o repertério TCR VB de CD8+CD45RA+CD27-
diferir de células “ndo primadas” CD8+CD45RA+CD27+, inclusive apresentando expansodes
oligoclonais, assim como o teldmero ser menor em CD8+CD45RA+CD27- que em
CD8+CD45RA+CD27+, indicando que esta populacdo consiste de células que foram estimuladas
por antigeno e evoluiram por vérios ciclos celulares (Hamann et al., 1999a). Portanto, CD45RA
ndo pode ser considerado um marcador apenas de células naive. Compativel com a selegdo in
vivo por antigenos especificos, estudos utilizando complexos tetraméricos HLA/peptideos virais
demonstraram que células T CD8+ especificas com fenétipo CD28- e CD45RA+CD27- podem
ser encontradas em individuos portadores de EBV, HCV e CMV (He et al. 1999; Kern et al.,
1999). De fato, Wills e colaboradores (1999) observaram que em infec¢do priméaria por CMV, um
clone individual virus-especifico apresentava-se CD45RO™%" mas apds resolucio da infeccdo
este clone era detectado em ambas as populagdes CD45R0O™Y" e CD45RAMI",

Como a proliferacdo induzida por estimulo via TCR parece ser acompanhada de
downregulation de CD45RA (Akbar et al, 1988), a populagdo CD45RA+CD27- deve adquirir
este fenotipo por um estagio de transicdo CD45RA-, ou seja, células de memoria CD45RA-
CD27+ ou CD45RA-CD27- (Hamann et al, 1999a, 1999b). Evidéncias de como ocorre este
processo de diferenciacdo vém de achados em infeccdes virais agudas (Hazenberg et al., 2000;
Roos et al., 2000). Primeiro, em individuos infectados por virus ocorre uma grande expanséo de
células com fen6tipo de meméria (CD8+CD45RA-CD27+CD28+) que expressam altos niveis do
marcador de ciclo celular Ki67. Segundo, na infeccdo aguda aparecem linfocitos T CD8+ que
expressam CD27 e ndo CD28. Isto difere de individuos sadios onde a expressdo destas duas
moléculas é semelhante entre si. Encontra-se entdo uma expansdo consideravel de células T
CD8+CD45RA-CD27+CD28-, boa parte em ciclo (Ki67+). Ainda dentro desta subpopulagéo
estdo presentes células perforina+, indicando a existéncia de células diferenciadas. Terceiro,
aumenta o numero de células T CD8+CD45RA-CD27-CD28-, raras em individuos normais. Esta
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subpopulacdo apresenta baixa expressdao de Ki67, mas é enriquecida em células perforina+.
Fiorentini e colaboradores (2001) descreveram como uma outra subpopulagdo intermediéria,
células CD8+CD28+CD11b+, que se expandem durante infecgdes virais primarias e voltam aos
valores normais apoés resolucéo da infeccéo. Estas células CD8+CD28+CD11b+ apresentam altos
niveis de CD45RO enquanto um pequeno percentual € CD57+, produzem IFN-y, expressam
perforina e exercem atividade citolitica, porém produzem também IL-2 e retém a capacidade de
proliferar.

De fato, Callan e colaboradores (1998) observaram que durante a infec¢do primaria por
EBV em humanos, a maioria das células T antigeno-especificas era CD45RA-. Ao mesmo tempo
a expressdo de CD28 era variavel, sugerindo que parte destas células perdia CD28 durante o
processo de diferenciacdo em CTL efetoras. Apos a infeccdo aguda, a frequéncia de células T
virus-especificas era ainda alta, sendo aproximadamente um terco destas CD45RA+; e uma
percentagem similar era CD28-, sugerindo que as células T CD8+ efetoras haviam revertido para
CD45RA+.

A partir destes dados, Hamann e colaboradores (1999b) prop6em que em resposta a
infeccdo viral as células T CD8+ primeiramente sofrem expansao da populacdo CD45RA-CD27+
e que o processo de diferenciacdo ocorre com perda sucessiva de CD28 e CD27, o que sugere um
downregulation sequencial de moléculas co-estimulatdrias durante a diferenciacdo T pds-timica.
Durante este processo, as células perdem progressivamente seu potencial de proliferacdo. Células
efetoras completamente diferenciadas, que ndo proliferam mais quando estimuladas via TCR,
passam a re-expressar CD45RA. Este modelo de diferenciacdo de células T CD8+ é compativel
com a ‘“ramificagdo” de células efetoras a partir de um pool de células de memoria que
proliferam.

Sabe-se ainda que células de memdria CD45RO+ diferem de células CD45RA+ pelo seu
padrdo de migracdo (revisado em Mackay, 1993). Enquanto os linfocitos CD45RA+ migram
quase que exclusivamente para 6rgdos linfoides, expressando o homing receptor CD62L e CCR?7,
as células de memoria CD45RO+ migram por todo o organismo, utilizando as moléculas CLA
(Cutaneous Lymphocyte Antigen), integrina o4p1 e CCR4 para direcionamento para pele, a4p7 e
CCR5 para mucosa, e ainda CD62L e CCR7 para linfonodos (Campbell et al., 1999; Sallusto et
al, 1999).
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Sallusto e colaboradores (1999) classificam entdo os linfocitos T em trés subpopulacdes
de acordo com a expressdo de CD45RA e CCRY: células T naive (CCR7+CD45RA+), células T
de memoria central (Tcmy: CCR7+CD45RA-) e células T de memdria efetoras (Tgm: CCR7-
CD45RA-), sendo que dentro da populacdo CD8+ foi ainda identificada uma quarta
subpopulacdo (CCR7-CD45RA+). De fato, em infeccdo persistente por EBV, foram encontradas
duas populacdes tetrameros positivas EBV-especificas, uma semelhante a Tcy € outra a Tey
(Tussey et al., 2000). Dentro das quatro subpopulacdes de linfocitos T CD8+, a producdo de IFN-
vy ¢ a presenca de granulos contendo perforina apresentaram-se restritas as células CCR7-
(Sallusto et al, 1999). Esta expressdo de perforina mostrou-se predominante na subpopulacao
CD45RA+CCRT7-, que corresponde as células efetoras terminais CD45RA+CD27- descritas por
Hamann e colaboradores (1997, 1999a, 1999b). Recentemente, foi confirmada a auséncia de
CCR7 em células T CD8+ efetoras CD45RA+CD27- (Campbell et al., 2001). Foi ainda
observado que as células CD8+ perdem progressivamente a producao de IL-2, provavelmente em
funcdo de sua diferenciacdo de células naive para efetoras (Sallusto et al, 1999). Ambas as
subpopulagdes CCR7+ (Tcm) € CCR7- (Tem) de individuos imunizados com toxdide tetanico
respondem bem a um posterior desafio in vitro com o antigeno, indicando que células T efetoras
permanecem vivas e funcionando bem anos apds a imunizacao inicial (Sallusto et al, 1999).
Portanto, a memoria seria mantida tanto por células T de memdria classicas (Tcm) quanto por
células T efetoras (Tegvm). Baseado em todos estes resultados, Sallusto e colaboradores (1999)
propdem que células T naive se diferenciam em Ty e, depois, em Tgy, 0 que se opde ao modelo

de diferenciacéo linear de efetor para memodria.

I11. 2. Alterag6es de células T CD8+ na infeccéo pelo HIV-1:

Com a progressdo da infeccdo pelo HIV, a frequéncia de precursores CTL medida por
LDA diminui, o que indica um papel protetor para células T CD8+ (Klein et al., 1995; Koup et
al., 1991; Pontesilli et al., 1998). Entretanto é importante lembrar que LDA mede o pool de
células de memoria e ndo de CTL efetoras. Em algumas circunstancias, grandes proporcdes de
células T CD8+ estimuladas por antigeno apresentam deficiéncia de funcdo efetora (Gallimore
et al., 1998; Zajac et al., 1998), inclusive em infeccdo por HIV (Carmichael et al., 1993; Pantaleo

et al., 1990; revisado em McMichael, 2000 e McMichael & Rowland-Jones, 2001).
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Pelo modelo de diferenciacdo ramificada de células T CD8+ (Hamann et al, 1999a),
sugere-se que durante infeccdo viral persistente, através de ativacdo crénica, CTL virus-
especificas poderiam estar enriquecidas no fenotipo de diferenciacdo terminal (CTL efetor:
CD8+CD45RA+CD45R0-CD27-). Entretanto, em infec¢do por HIV, ocorre expansao de celulas
predominantemente CD27+CD45R0O+ ou CD27-CD45R0O+ (Ogg et al, 1999; Roos et al., 2000;
Hazenberg et al.,, 2000), enquanto os numeros de células T CD8+ naive diminuem
progressivamente (Roederer et al., 1995). Ogg e colaboradores (1999) ndo detectaram
enriquecimento de células CD27-CD45RO- (correspondente aos CTL efetores) em estudo
longitudinal, o que sugere que esta subpopulacdo deve ter vida-curta, ou que a perda de CD45R0O
deve ser um fendmeno raro devido a estimulacdo continua de infeccdo viral persistente, com
muitas das células CD27+CD45R0O+ (correspondente aos CTL de memdria) manifestando funcédo
efetora. Ainda neste estudo, a perda das células ligantes de tetrameros apresentou correlagdo com
o0 declinio de células CD4+ e aumento de viremia (Ogg et al, 1999).

De fato, muitos trabalhos mostraram que em individuos infectados por HIV-1 ocorre a
expansdo de celulas T CD8+ CD28-, predominantemente CD57+, com fenétipo ativado (HLA-
DR+, CD25+, CD38+, CD29+ e CD62L-) e marcador de memdria (CD45RA-, CD45R0O+), mas
que apresentam expressao de perforina e atividade citolitica (Ho et al., 1993; Borthwick et al.,
1994; Vingerhoets et al., 1995). Células CD8+CD28- que exercem atividade citotdéxica HIV-
especifica ou sdo precursores de CTL HIV- especificos aumentam com o declinio de CD4
(Fiorentino et al., 1996; Lewis et al., 1999). Estas subpopulacdes devem se enquadrar nos
fenotipos precursores de células efetoras CD45RA+CD27-, ou seja 0s estagios de transicao
CD45RA-, que incluem células de memoéria CD45RA-CD27+ ou células intermediarias
CD45RA-CD27- (Hamann et al, 1999a, 1999b).

Por outro lado, Mollet e colaboradores (2000) encontraram como fendtipo predominante
da populagéo produtora de IFN-y especifica para HIV durante o controle eficiente da carga viral
células CD8+CD27-CD11a™". Esta subpopulacdo efetora diminuia somente quando HAART
induzia mudancas substanciais na carga viral (Mollet et al., 2000). Kostense e colaboradores
também observaram que a proporcdo de células tetramero-positivas HIV-especificas produtoras
de IFN-y mostrou-se correlacionada & sobrevivéncia sem progressdo para AIDS e & maturacéo
para um estagio efetor CD27-. Estes autores sugerem que a maioria dos pacientes infectados por

HIV apresentam grandes expansdes de células HIV-especificas, mas que muitas destas células
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ndo parecem ser funcionais, levando o paciente a manter grandes numeros de células T CD8+
virus-especificas frente a uma alta producdo viral (Kostense et al., 2001a, 2001b).

Neste sentido, Appay e colaboradores (2000) mostraram que células HIV-especificas
produzem citocinas antivirais, mas sdo defeituosas em sua funcdo citolitica. A maioria das celulas
tetramero-positivas especificas para CMV ou HIV secretaram IFN-y e MIP-1B3, embora uma
subpopulacdo ndo produzisse TNF-a. Porém, a diferenga marcante era que células HIV-
especificas expressavam bem menos perforina (<15%) que células CMV-especificas (50%) e
exerciam menor citotoxicidade especifica ex vivo. A falta de perforina foi também associada a
expressao persistente de CD27. Além disso, as células T CD8+ HIV-especificas eram CD28-
CD45RA-CD45R0O+, enquanto algumas células T CD8+ CMV-especificas expressavam
CDA45RA (Appay et al., 2000). Watanabe e colaboradores (2001) fizeram a mesma observagédo de
que a expressao de perforina em células T CD8+ HIV-especificas era significativamente menor
que em células T CD8 CMV-especificas. Em contraste, Sandberg e colaboradores (2001)
detectaram ex vivo granzima B na maioria das células CD8+ CMV-especificas, enquanto
perforina era raramente expressa, apesar de serem ambas as moléculas altamente expressas apds
ativacdo antigeno-especifica. Foi também detectado que os grénulos citotoxicos de células T
CD8+ presentes em tecido linfoide durante a infeccdo crénica por HIV contém granzima A, mas
ndo perforina (Andersson et al, 1999). E possivel que a propria auséncia de perforina em células
HIV-especificas favoreca a expansdo destas células de fenotipo alterado (Sad et al., 1996;
Badovinac et al., 2000), como discutimos mais abaixo.

Mais uma vez comparando células HIV-especificas e CMV-especificas, Champagne e
colaboradores (2001) observaram que células T CD8+ maduras especificas para CMV
apresentaram o fenotipo CCR7-CD45RA+, enquanto as células especificas para HIV eram
CCR7-CD45RA-. Ainda neste trabalho, através de analise de capacidade de proliferacédo, foi
demonstrado que este fenotipo CCR7-CD45RA- € um estagio pré-terminal de diferenciagéo.
Resultados semelhantes foram mostrados por Chen e colaboradores (2001). Estes trabalhos
sugerem que em infec¢do por HIV ocorre maturacdo incompleta de células T CD8+ e, pela
auséncia de CD62L e CCRY7, estas células ainda seriam excluidas dos sitios linfoides, principal
local de replicacdo viral (Pantaleo et al., 1991, 1993; Haase et al., 1996).

E possivel que a expansdo de células T CD8+ virus-especificas sem funcio efetora na
infeccdo pelo HIV ocorra devido a falta de ajuda do TH, como mostrado por Zajac et al. (1998)
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na infeccdo por LCMV em camundongos. De fato, células HIV-especificas estdo presentes em
alta frequéncia em pacientes infectados mesmo quando a contagem CD4 é muito baixa, mas sem
atividade efetora direta (Spiegel et al, 2000). Komanduri e colaboradores (2001) verificaram que
aqueles pacientes HIV-1-infectados que mantém a resposta de células T CD4+ ao CMV
apresentam também células T CD8+ que se ligam ao epitopo CMV e produzem citocina efetora,
sugerindo a correlacéo entre a atividade TH especifica e CTL especifica em individuos HIV-1-
infectados. Kalams et al. (1999) observaram esta associacdo de respostas, em uma coorte de
pacientes infectados ndo tratados, para antigenos HIV-1: niveis de resposta proliferativa
especifica para p24 apresentaram correlacdo positiva com niveis de precursores CTL especificos
para Gag, e correlacdo negativa com niveis de RNA viral plasmatico. Neste sentido, resposta
vigorosa de células T CD4+ HIV-1-especificas foi associada ao controle da viremia (Rosenberg
etal., 1997).

O priming de células T CD8+ depende da interacdo entre células TH e células
dendriticas (Ridge et al., 1998), que deve estar afetada na infeccdo por HIV em varios aspectos.
As celulas T CD4+ diminuem em nimero e atividade (Lane et al., 1985; Miedema et al., 1988).
Células dendriticas participam da captura e transmissdo do virus para células T CD4+
(Geijtenbeek et al., 2000a), e o funcionamento destas células apresentadoras pode ser prejudicado
pela sua propria infeccdo (Cameron et al., 1996). Tudo isto pode dificultar progressivamente a
capacidade de novas respostas primarias de células T CD8+. E estas, por sua vez, devem se
tornar cada vez mais necessarias pela alta taxa de mutacdo viral levar ao escape do controle
imune (McMichael & Phillips, 1997), como por exemplo as respostas CTL anti-Tat, que parecem
ser muito eficientes no controle dos primeiros estagios da infeccdo (Allen et al., 2000).

A ativacdo e diferenciacdo de células T CD8+ naive em efetoras e/ou memoria depende
de interaces com ceélulas dendriticas, envolvendo moléculas de membrana, tais como B7-1 e B7-
2 (Azuma et al., 1992), e citocinas, como IL-12, as quais podem ser induzidas por células T
CD4+ que estimulam as células dendriticas via CD40L-CD40 (Caux et al., 1994; Bennet et al.,
1998; Ridge et al., 1998; Schoenberger et al., 1998). Os linfocitos TH também podem estimular
células dendriticas independentemente de CD40 ou interagir diretamente com linfécitos T CD8+
através de citocinas, como IL-2 (Keene et al., 1982; Lu et al., 2000). Foi ainda observado que o
up-regulation de CD40L era reduzido em células T CD4+ de pacientes infectados pelo HIV em
estagios mais avancados da doenca, enquanto em fases iniciais ocorria aumento da producdo de
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IL-12 mediada por CD40, possivelmente contribuindo para os niveis elevados de vérias citocinas
(Vanham et al., 1999). Macrofagos estimulados por CD40L produzem [B—quimiocinas
supressoras de HIV-1 (Kornbluth et al., 1998) e fazem down-regulation de CD4 e CCR5 (Cotter
et al., 2001). Por outro lado, CD40L junto com IL-4 induzem a expressdo de CD4 e CXCR4 em
linfécitos B, 0 que os torna suscetiveis a infeccdo por virus HIV-1 duo-tropicos ou T-trépicos
(Moir et al., 1999). Vingerhoets e colaboradores (1997) observaram que células T CD8+, e ndo
células T CD4+, apresentaram hiporesponsividade a ativacdo mediada por CD28 ou CD40L em
individuos infectados por HIV-1, com menor proliferacdo e menor producdo de citocinas. De
fato, trimero de CD40L (CD40LT) aumentou significativamente a resposta proliferativa de
células T CD4+ de pacientes infectados ao Ag p24 de HIV, de maneira dependente de B7-CD28,
algumas vezes associada a maior producdo de IFN-y (Dybul et al., 2000). Por outro lado,
CD40LT aumentou a resposta de CTL, em auséncia de TH, na maioria dos pacientes infectados,
porém de modo variavel. Nos pacientes em que havia baixa resposta a CD40LT, a adicdo de IL-2
ou IL-15 aumentou a resposta CTL em cultura depletada de células T CD4+. Foi demonstrado
que 1L-15 enddgena produzida por células dendriticas estimuladas por CD40LT pode ser um dos
mecanismos de expansdo de CTL em auséncia de TH, quando falta IL-2 (Ostrowski et al., 2000).

Também pode contribuir para a deficiéncia funcional de CTL o fato de que grande
namero de células T CD8+ de individuos infectados pelo HIV apresentarem down-modulation
de CD3(, além de CD28. Apds cultura em IL-2, estas células re-adquirem CD3({, mas nao CD28,
e passam a ter atividade citotoxica, desde que o paciente ja ndo tenha progredido para AIDS
(Trimble et al., 2000). De fato, precursores CTL capazes de responder a IL-2 diminuem com a
progressdo da doenca (Jin et al., 1998). Ainda outros estudos demonstraram que IL-2 pode
restaurar atividade citotoxica e a producéo de IFN-y de células T CD8+ de individuos infectados
pelo HIV (Zou et al., 1999; Shankar et al., 2000). Grande expansao de células T CD8+ antigeno-
especificas, mas sem atividade efetora, também foi observada em macacos infectados por SIV.
As células tetramero-positivas especificas para epitopo SIV nédo apresentaram producdo de IFN-y
e IL-2, ou lise celular direta, e eram de fenotipo CD28+CD45RA-. O tratamento por uma semana
com IL-2 exdgena restaurou a producdo de IFN-y e atividade litica (Xiong et al., 2001).

De Maria e colaboradores (1997) mostraram que a inibicdo da atividade citolitica de CTL
de pacientes infectados por HIV contra células alvos autélogas envolvia a expressdao em sua
superficie de receptores inibidores de NK (iNKR) especificos para MHC de classe I. Outros
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estudos encontraram a co-expressdo de varios INKR em células T CD8+ de individuos infectados
pelo HIV (De Maria & Moretta, 2000; De Maria et al., 2000). Por outro lado, a redugédo destes
receptores ap6s HAART é muito mais lenta quando comparada a outros marcadores de ativacdo
de células T CD8+, como HLA-DR e CD38, e ndo apresenta correlacdo com a queda de
contagem CD8 que acontece durante a terapia (Costa et al., 2001). A expressao de iINKR em
células T CD8+ de pacientes infectados por HIV-1 poderia estar associada a producéo local de
algumas citocinas, tais como IL-15 (Mingari et al., 1998) ou TGF-B (Bertone et al., 1999).

O aumento da subpopulacdo CD8+CD57+ também poderia ser uma causa da inibicdo da
atividade citotoxica de CTL em infeccdo por HIV-1. Ja foi demonstrado que esta subpopulacéo é
capaz de inibir atividade citolitica (Autran et al., 1991; Sadat-Sowti et al., 1991, 1994a; Mollet et
al., 1998; Wang et al., 1994), inclusive HIV-especifica (Autran et al., 1991; Joly et al., 1989;
Sadat-Sowti et al., 1994a, 1994b). Em pacientes com AIDS, a eficiéncia litica de CTL anti
macrofagos alveolares e células expressando antigenos HIV pode ser inibida por um fator
supressor produzido por células CD8+CD57+ alveolares. O declinio de atividade CTL alveolar
anti-HIV ocorre em paralelo com o aumento local de células CD8+CD57+ (Autran et al., 1991;
Joly et al., 1989).

Um namero maior de estudos enfoca a subpopulacdo CD8+CD28-, mas seus resultados
nem sempre podem ser interpretados como sinénimos do comportamento da subpopulacao
CD8+CD57+. Em individuos normais ou infectados, a expressdo de CD57 em células CD8+
geralmente se restringe a subpopulacdo CD28-, sendo raras as células CD8+CD28+CD57+
(Azuma et al., 1993a; Vingerhoets et al., 1995; Kern et al., 1996). Por outro lado, uma proporcao
relativamente alta de células CD8+CD28- ndo expressa CD57, especialmente em pacientes
infectados por HIV (Vingerhoets et al., 1995).

Efros e colaboradores (1996) haviam sugerido que a reducdo de teldmeros, e da
capacidade proliferativa de células CD8+CD28-, identificavam a senescéncia de células CD8+
como uma nova caracteristica da imunopatogénese de HIV. Mas a senescéncia ndo parece ser
sindbnimo de disfun¢do. O fenotipo de células CD8+ citoliticas efetoras foi identificado como
CD27-CD28-CD45RA+ (Azuma et al., 1993a; Hamann et al., 1997) e células CD8+ senescentes
mantém sua citotoxicidade (Efros & Pawelec, 1997). Células CD8+CD28- que exercem atividade
citotoxica HIV-especifica ou sdo precursores de CTL HIV-especificos aumentam com o declinio
de CD4 (Fiorentino et al., 1996; Giorgi et al., 1999; Lewis et al., 1999). Weekes et al. (1999a)
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encontraram numero maior de precursores CTL especificos para HIV ou CMV na subpopulagéo
CD8+CD28- que na populacdo CD8+ total. Como para células CD8+CD57+, foi também
encontrada uma forte associagdo entre soropositividade para CMV e expansédo de CD8+CD28-,
de forma independente da idade (Looney et al., 1999). Dalod e colaboradores (1999) observaram,
em pacientes infectados com HIV-1, que a resposta a antigenos HIV-1 é encontrada em células
CD8+CD28-, enquanto as respostas aos virus EBV e influenza nestes mesmos pacientes eram
predominantes em células CD8+CD28+. A subpopulacdo CD8+CD28- deve manter sua
citotoxicidade, pois a interacdo CD28-B7 seria importante apenas para a geracdo de CTL, néo
para sua atividade (Azuma et al., 1993b). Por outro lado, Caruso e colaboradores (2000)
observaram que grande numero das células CD8+CD28- na infeccdo por HIV sdo CD11b,
dificultando sua capacidade de interagir com endotélio, e apresentando menor capacidade
citolitica. A subpopulacdo CD8+CD28- apresenta ainda correlacdo com o aumento de producéao
de IFN-y durante o envelhecimento (Bandrés et al., 2000) ou a progresséo da infecgdo por HIV-1,
persistindo mesmo apds um ano de HAART (Sousa et al., 1999). Entretanto, ap0s ativacdo in
vitro, ambas as subpopulagdes CD8+CD28+ e CD8+CD28- apresentaram funcdes efetoras em
termos de citotoxicidade redirecionada por anti-CD3 e produgdo de IFN-y (Borthwick et al.,
2000). A subpopulacdo CD8+CD28- pode ainda atuar como supressora de alo-reatividade de
células TH, por evitar o up-regulation de moléculas B7 em células APC alvo (Liu et al., 1998; Li
etal., 1999).

Assim como ocorre com a subpopulacdo CD8+CD57+, a marcante expansdo de células
CD8+CD28- ¢ evidente in vivo em varias patologias, e se contrapde a outra caracteristica destas
células gque é o seu baixo potencial de proliferacdo in vitro, o que poderia ser em parte explicado
pela reducdo de teléomeros (Efros et al., 1996). Recentemente, Brenchley et al. (2003) definiu
associacdo entre senescéncia e o fendtipo de CD57+, e ndo CD28-, em celulas CD8+ HIV-1-
especificas.

As alteragdes de células CD8+ em infecgdo por HIV, prejudicando suas fungdes, podem
ainda ter outras explicacfes. Foi observada a presenca de células T CD8+ do tipo Tc2 com
reduzida atividade citolitica na infecgcdo pelo HIV-1 (Maggi et al., 1994). Através de estimulo por
Nef, as células CD8+ apresentaram diminuicdo da expressdo de FasL, assim como de HLA-DR

(Silvestris et al., 1999). E possivel que o downregulation de FasL, descrito em estagios mais
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avancados da doenca (Sieg et al., 1997), contribua para a funcdo defeituosa de CTL em infecgédo
por HIV.
Uma outra possivel causa para a fungdo alterada destes linfocitos em individuos HIV-1-

infectados seria a infeccdo das células T CD8+ com HIV-1, um dos temas de estudo desta tese.

111.3. Atividade antiviral ndo citolitica de células T CD8+ sobre producao de HIV-1:

Os primeiros achados de que células T CD8+ sdo capazes de suprimir a replicacdo de
HIV-1 foram publicados em 1986 pelo grupo de Jay Levy (Walker et al., 1986). Este estudo
relatava que PBMC de individuos HIV-1-infectados assintomaticos produziam virus quando
células CD8+ eram removidas. Além disso, experimentos de replecdo demonstraram que estas
células T CD8+ suprimiam de modo dose-dependente. Como esta inibicdo podia ser mediada por
fatores soluveis, e o efeito ndo parecia ser MHC-restrito, concluiu-se que seria um efeito antiviral
ndo-citolitico. Estes experimentos iniciais demonstraram o papel potencial da resposta celular no
controle da infeccdo pelo HIV-1 e tornaram-se o fundamento de vérios outros estudos da
atividade antiviral de células T CD8+, inclusive da descoberta do papel de quimiocinas na
infeccdo pelo HIV-1 (Cocchi et al. 1996) e, indiretamente, da descoberta de co-receptores HIV-1
(Alkhatib et al., 1996).

Os ensaios de supressdo sdo geralmente realizados pela co-cultura de células T CD8+
com células T CD4+ infectadas de forma aguda (a partir de individuos soronegativos) ou
enddgena (de individuos infectados). O monitoramento da replicacédo viral € geralmente realizado
através de atividade RT ou concentragdo de antigeno p24 de HIV-1 em sobrenadante (veja
revisdes em Levy et al., 1996; Yang & Walker, 1997 e Tomaras & Greenberg, 2001).

O ensaio enddgeno mede a capacidade de células T CD8+ de um individuo suprimir a
replicacdo de seus proprios virus crescendo em suas células T CD4+. As células T CD4+ e CD8+
sdo isoladas de PBMC de individuos infectados pelo HIV, geralmente através de separacdes
imunomagnéticas. As células sdo entdo ativadas por 2-3 dias em PHA ou CD3 e/ou CD28, e as
células T CD8+ sdo adicionadas as células CD4+ endogenamente infectadas, em varias
proporcdes. Este ensaio dificulta comparar a poténcia de células T CD8+ entre pacientes, além de
a contagem de células T CD4+ de alguns individuos infectados ser baixa demais para que se

possa realizar o experimento (revisado em Tomaras & Greenberg, 2001).
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O ensaio agudo pode medir a atividade antiviral de linfocitos CD8+ utilizando-se uma
variedade de virus e diferentes alvos celulares CD4+. As células T CD8+ sdo obtidas de
individuos infectados ou ndo, podendo ser imediatamente utilizadas ou transformadas in vitro
para gerarem linhagens celulares continuas. As células alvos CD4+ séo obtidas de individuos
sadios, portanto quando as células T CD8+ sdo de individuos infectados sempre ocorre
aloreatividade. Depois de ativadas por 2-3 dias em PHA ou CD3 e/ou CD28, as células alvos
CD4+ sdo entdo infectadas com um indculo viral conhecido, e as células T CD8+ sdo adicionadas
em varias proporgdes a cultura. Neste sistema pode-se controlar o titulo e o tipo do virus. Este
ensaio também permite comparar a atividade de diferentes células T CD8+ (ou sob diferentes
estimulos) enquanto mantém-se o virus e a célula alvo constante (revisado em Tomaras &
Greenberg, 2001).

Outro modelo é a co-cultura de celulas dendriticas e células T CD4+ (DC-CDA4+)
(Cameron et al., 1992; Pope et al., 1994; Weissman et al., 1995; Barker et al., 1996; Severino et
al., 2000), o qual tenta imitar as interacdes celulares que ocorrem nos 6rgaos linféides, principal
sitio de replicacdo do HIV-1 (Pantaleo et al., 1993; Embretson et al.,1993). Neste modelo, para o
estudo de infecgcdo aguda, as células dendriticas sdo infectadas e entdo os linfécitos CD4+ sdo
adicionados a cultura.

No sistema DC-CD4+, o grupo de Anthony Fauci (Barker et al., 1996) verificou que a
modulacédo da replicacdo de HIV em células T CD4+ através de linfécitos CD8+ é um fendmeno
multifatorial, envolvendo efeitos tanto inibitérios como estimulatérios na replicagdo de HIV.
Observaram dois tipos de atividades antivirais de células T CD8+, uma presente em individuos
ndo infectados ou infectados (em todos os estagios da doenca), a qual é capaz de suprimir
replicacdo viral no modelo endogeno desta co-cultura, e outra atividade, presente apenas em
individuos infectados, capaz de suprimir a replicacdo de HIV no modelo agudo deste ensaio.
Estas duas atividades podem ser ainda distinguidas pelo fato de apenas a ultima ser sensivel a
irradiacdo de células T CD8+. Por outro lado, células T CD8+ autdlogas ou alogeneicas
adicionadas ao sistema de infeccdo aguda DC-CD4+ néo inibem, mas aumentam a producéo
viral. As tentativas de induzir o efeito supressor de células T CD8+ de individuos ndo infectados
através de ativadores policlonais levaram, na verdade, ao aumento ainda maior da replicacéo
viral. Acreditamos ser possivel a participacdo de células T CD8+ na producdo viral em co-
culturas com DC, e abordamos esta questdo no estudo 4 desta tese.
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Este grupo demonstrou ainda neste modelo DC-CD4+ que a supressdao mediada por
células T CD8+ para infeccdo enddgena ndo se deve exclusivamente as f-quimiocinas MIP-1a,
MIP-13 e RANTES, e ainda que estas quimiocinas ndo inibam a replicacgdo viral aguda, quer de
virus X4 ou R5, embora inibam a replicacédo de virus R5 em culturas PHA (Rubbert et al., 1997).

Severino e colaboradores (2000) observaram a atividade supressora de replicacédo de virus
R5 por células T CD8+ em linfdcitos primarios CD4+, mondcitos e células dendriticas isoladas.
Porém, a inibigdo viral era significativamente diminuida em co-culturas DC/CD4+, sugerindo
que estes clusters seriam sitios de menor controle de replicagdo viral por células T CD8+ in vivo.
Mais uma vez, sugerimos que a ndo inibicdo de replicacdo viral possa ter ocorrido por
participacdo de células T CD8+ na producao.

Vérias outras caracteristicas da supresséo por células CD8+ foram verificadas. Apesar de
o efeito inibitério ser mediado por fator soltvel, o contato célula a célula é necessério para uma
atividade dtima (Walker & Levy, 1989). O efeito antiviral € inversamente correlacionado ao
estagio da doenca (Walker & Levy, 1989; Brinchmann et al., 1990; Mackewicz et al., 1991,
Landay et al., 1993). Em individuos assintomaticos sadios, baixas proporc¢des de células CD8+
(geralmente 0,25 célula T CD8+/célula T CD4+) inibem a replicacdo viral, ao contréario de
individuos com AIDS, nos quais sdo necessarias propor¢des de 2 ou mais (Mackewicz et al.,
1991). Por outro lado, células T CD8+ de individuos ndo infectados pelo HIV-1 geralmente
apresentam efeito supressor quando em proporcdes ainda mais elevadas (revisado em Levy et al.,
1996).

Em infeccdo aguda, a inibicdo antiviral ndo-citolitica por células T CD8+ desenvolve-se
anteriormente a producdo de anticorpos neutralizantes virus-especificos, e apresenta correlacdo
temporal com o declinio da viremia (Mackewicz et al., 1994b). Outro estudo onde foi observada
uma correlagéo inversa entre a atividade de células T CD8+ e carga viral demonstrou ainda que
linfocitos T CD8+ derivados de linfonodos suprimem a replicacdo de HIV-1 in vitro (Blackbourn
et al., 1996). Individuos LTNP parecem ter atividade antiviral de células CD8+ preservada,
sugerindo um papel pra estas celulas na manutencdo da laténcia clinica (Levy et al., 1996). Por
outro lado, Ferbas e colaboradores (1995) observaram que atividade antiviral de células T CD8+
apresentava-se diminuida em individuos ndo-progressores com as menores cargas virais e as
maiores contagens T CD4+. E possivel que a baixa carga viral leve a uma auséncia de estimulo
antigénico para células T CD8+ e, desse modo, a uma diminuicdo de sua atividade.
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Em relacdo a contagem CD4, existem dados conflitantes sobre sua correlacdo com a
atividade antiviral de células T CD8+ em individuos infectados. Alguns encontraram correlagéo
(Mackewicz et al., 1991; Gomez et al., 1994), outros ndo (Kootstra et al., 1997; Copeland et al.,
1997). Estes dltimos estudos também ndo encontraram correlacdo com o estado clinico do
individuo.

Foram ainda identificadas células CD8+ que inibem replicacdo de HIV-1 em certas
coortes de individuos expostos ndo-infectados (Levy, 1993; Stranford et al., 1999) e em filhos de
maées soropositivas ndo-infectados (Levy, 1993; Levy et al., 1998) ou infectados (Pollack et al.,
1997). E dificil interpretar estes resultados pelo fato de células CD8+ de individuos n&o
infectados geralmente também apresentarem atividade supressora sob certas condigdes
experimentais (Barker et al., 1996; Brinchmann et al., 1990; Rosok et al., 1997). Os efeitos
supressores de células T CD8+ também foram observados para SIV (Kannagi et al., 1988; Ennen
etal., 1994), HIV-2 (Rosok et al., 1997) e FIV (Jeng et al., 1996; Choi et al., 2000).

111.4. Mecanismos de inibig&o viral por células T CD8+:

A inibi¢do de replicacdo viral ¢ mediada por moléculas “supressoras” soluveis ou de
membrana de células T CD8+, as quais interagem com as células hospedeiras levando ou a
inibicdo da entrada do virus ou deflagrando alguma via intracelular de sinalizacdo que afete
negativamente o ciclo de vida viral (revisado em Tomaras & Greenberg, 2001 e Copeland, 2001).

O primeiro trabalho a descrever a inibicdo viral por células T CD8+ prop6s que ndo
envolveria citélise, ja que a inibicdo podia ocorrer através de membrana semi-permeavel (Walker
et al., 1986), embora o contato célula a célula seja necessario para uma atividade 6tima (Walker
& Levy, 1989). Contudo, estudos semelhantes em humanos e macacos indicam que as células T
CD8+ inibem melhor a replicagdo viral em células autélogas que alogeneicas (Kannagi et al.,
1988 e 1990; Tsubota et al., 1989a). Uma possivel explicacdo é o fato de que CTLs especificas
para HIV-1 (Yang et al., 1997), HBV (Guidotti et al., 1996) ou sarampo (Finke et al., 1995)
produzem fatores solUveis antivirais, como, por exemplo, IFN-y.

A analise de linhagem celular T CD8+ quando em co-cultura com células T CD4+
comparada com cultura em transwell (separadas por membrana semi-permeavel), mostrou que

virus R5 foram suprimidos por contato ou fatores soltveis (>90% de inibi¢&o), enquanto virus X4
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eram melhor suprimidos por contato (>90%) do que por mediadores soltveis (73%). No caso de
virus R5, aparentemente a atividade mediada por contato ou por fatores solGveis era de poténcia
equivalente quando em proporcdo de 2:1 CD8+/CD4+, contudo a atividade de contato é de maior
poténcia quando a propor¢do CD8+/CD4+ é diminuida (Lacey et al., 1998; Tomaras et al., 2000;
revisado em Tomaras & Greenberg, 2001). Muito da atividade sollvel anti-virus R5 nestes
estudos pode ser atribuida as p—quimiocinas, pois grande quantidade destas moléculas eram
secretadas por esta linhagem celular.

Moléculas de membrana importantes para o efeito supressor de células T CD8+ na
replicacdo viral ndo foram ainda identificadas. Algumas classes de fatores sollveis inibitorios
parecem ser importantes: o Fator Antiviral de Célula T CD8+ (CAF, CD8+ T cell Antiviral
Factor) derivado de linfocitos T CD8+, ainda ndo identificado, que inibe a replicagdo viral em
nivel de transcrigdo viral, as B-quimiocinas, que blogueiam via CCR5, e a citocina IL-16.

CAF ¢ encontrado em sobrenadantes de células T CD8+ estimuladas por mitdgenos e
apresenta atividade inibitoria variavel para um amplo espectro de virus M ou T- tropicos de HIV-
1, assim como HIV-2 (Mackewicz & Levy, 1992; Brinchmann et al., 1990; Walker et al., 1991;
Hsueh et al., 1994), sugerindo que seja independente de especificidade de antigeno ou co-
receptor. CAF atua suprimindo a expressdo de proteinas virais dirigidas por LTR (Chen et al.,
1993; Mackewicz et al., 1995; Copeland et al., 1995). Embora muitas citocinas apresentem
atividade anti-HIV, tais como IL-6 (IFN-32), TNF-a, TNF-B, TGF-B , IFN-q, IFN-B , IFN-y, IL-8
e IL-4, estudos com anticorpos bloqueadores demonstram que ndo sdo responsaveis pela
atividade inibitoria de células T CD8+ (Mackewicz et al., 1994a; Brinchmann et al, 1991). CAF
apresenta estabilidade em pH tdo baixo quanto 2, resisténcia relativa a tripsina, estabilidade a
temperaturas tdo altas quanto 56°C por 30 minutos ou 100°C por 10 minutos, e estudos por
exclusdo de tamanho demonstram que deve ser uma proteina em torno de 30 kDa (revisado em
Levy et al., 1996).

Outro fator que suprime a replicacdo viral de HIV-1 e SIV in vitro é a citocina IL-16
(Baier et al., 1995), originalmente descrita como uma substancia que leva ao downregulation da
molécula CD4 (Cruikshank et al., 1994).

As p—quimiocinas MIP-1a, MIP-13 e RANTES foram primeiramente identificadas por

Cocchi e colaboradores (1995) sendo produzidas por células T CD8+ e apresentando atividade
antiviral para virus M-tropicos. Um dos mecanismos de inibi¢cdo de replicagdo viral destas B-—
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quimiocinas é o bloqueio da entrada viral por interacdo com o co-receptor CCR5 (Dragic et al.,
1996), assim como SDF-1 blogueia a entrada de virus T-trépicos por ser um ligante de CXCR4,
outro co-receptor de HIV-1 (Bleul et al., 1996; Oberlin et al., 1996). Outro mecanismo de
inibicdo por SDF-1 é através de downregulation de seu receptor (Amara et al., 1997). Contudo,
células T CD8+ ndo produzem SDF-1 (Lacey et al., 1997) e vérios estudos demonstram que as B—
quimiocinas ndo sdo responsaveis pela totalidade de atividade antiviral de celulas T CD8+
(Palliard et al., 1996; Mackewicz et al., 1996; Moriuchi et al., 1996; Barker et al., 1998; Leith et
al., 1997; Rubbert et al., 1997). MDC (Macrophage-Derived Chemokine, ou quimiocina derivada
de macrdfago), ligante de CXCR4, foi identificada em sobrenadante de células T CD8+ de
individuos infectados que suprimiam replicagdo de virus X4 (Pal et al., 1997). Porém, outros
estudos mostraram que MDC ndo inibia a replicacdo de HIV em células T (Arenzana-Seisdedos
et al., 1998; Lee et al., 1998) e, portanto, ndo deve ser responsavel por toda a atividade antiviral
de células T CD8+. Recentemente, foi demonstrado que a inibicdo de virus X4 deve-se a pelo
menos duas fracdes de proteinas, sensiveis ao calor, uma >50 kDa, a qual se liga a heparina, e,
outra, <50 kDa, que ndo se liga. O padrdo de secrecdo destas proteinas mostrou-se diferente de f3-
quimiocinas, e era produzido em maior quantidade por CTL de individuos infectados pelo HIV,
em comparagdo com individuos HIV- (Geiben-Lynn et al., 2001). Também foi verificado que a
supressdo de expressdo de genes mediada por HIV-LTR, mecanismo de acdo de CAF, ndo se
deve a p—quimiocinas (Copeland et al., 1997; Leith et al., 1997). Ainda em um destes estudos,
observou-se que o0s sobrenadantes de células T CD8+ de individuos infectados por HIV-1
apresentavam efeitos opostos na transcricdo mediada por LTR em células T e mondcitos
(Copeland et al., 1997). Na verdade, os sobrenadantes de ambos os linfocitos T CD8+ e CD4+
apresentam este padréo de agéo (Leith et al., 1999).

Se a presenca ou nao de P—quimiocinas é protetora para a progressdo da doenca é
discutivel. Nenhuma diferenca significativa dos niveis de B—quimiocinas foi encontrada entre
estagios assintomaticos ou sintomaticos da infeccdo pelo HIV-1 em dois estudos (Mackewicz et
al., 1996; Rubbert et al., 1997), enquanto outro mostrou que a producdo de p—quimiocinas era
mais baixa em individuos com AIDS (Garzino-Demo et al., 1999). Vaérios tipos celulares
produzem B—quimiocinas, além de linfocitos T CD8+. Aparentemente, a produgdo de B-
quimiocinas por células T CD4+ é mais importante para a protecdo de infeccdo por virus R5 que
aderivada de células T CD8+. Linfocitos T CD4+ produzem MIP-1a, MIP-13 e RANTES
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(Paxton et al, 1996; Kinter et al., 1996a, 1996b; 2000; Furci et al., 1997). A secrecdo destas
moléculas por células T CD4+, e ndo CD8+, apresentou correlacdo com progressao clinica mais
favoravel (Saha et al., 1998; Paxton et al, 2001). Em estudo cego prospectivo observou-se que 0s
niveis de producdo de RANTES por células T CD4+ e CD8+, assim como de inibicdo de
expressao génica de HIV por células T CD8+, antes do inicio de HAART, apresentou associacdo
significativa com a manutencdo de carga viral indetectavel por mais de 1 ano (Fransen et al.,
2000). Outro trabalho demonstrou alta produgao de f—quimiocinas por células T CD4+ em LTNP
(Scala et al., 1997). C-C quimiocinas também sdo produzidas por macréfagos (Verani et al.,
1997) e células NK (Oliva et al., 1998), suprimindo infeccao por HIV-1.

Os fatores antivirais produzidos por células T CD8+ podem estar envolvidos em
imunidade protetora. Em estudo de Ahmed e colaboradores (2001), trés macacos expostos a HIV-
2, mas soronegativos, resistentes ao desafio intra-retal com SIVsm, apresentaram maior producao
de RANTES e MIP-1 que outros 39 animais naive. Além disso, sobrenadantes de células T CD8+
destes macacos resistentes suprimiam a infec¢do por SIV, o que era parcialmente neutralizado
por anticorpos anti-quimiocinas (Ahmed et al., 2001).

A capacidade de atuar sem contato celular ou restricdo HLA (discutido acima) sugere que
o principal mecanismo das células efetoras de supressdo de replicacdo de HIV seja ndo-citolitico
e ndo especifico para HIV. Alguns autores até sugerem que a células T citotdxicas sejam danosas
pelo fato de eliminarem células T CD4+ (revisado em Zinkernagel, 1995), e que, portanto, fatores
como CAF teriam um duplo papel de inibir a replicagdo viral e proteger células CD4+ da
citotoxicidade de células T CD8+ por diminuir a expressdao de proteinas virais em células
infectadas (revisado em Levy et al., 1996). Por outro lado, as correlacBes clinicas entre a
atividade antiviral de células T CD8+ e atividade citolitica de CTLs HIV-especificas sugerem
que ambos 0s mecanismos sejam exercidos pelas mesmas células (revisado em Yang & Walker,
1997). Mas, devemos ainda considerar que a maioria dos estudos que relatam uma relagdo
inversa entre CTL e viremia HIV inicial utilizou ensaios LDA, que ndo medem atividade de
celulas T CD8+ efetoras diretamente (Borrow et al., 1994; Koup et al., 1994; Koup & Ho, 1994).

Foi verificado que células T CD8+ HIV-especificas ndo citoliticas (sem perforina) podem
expressar B—quimiocinas antivirais. Nestes mesmos individuos infectados pelo HIV-1, a maioria
das células especificas para antigenos de CMV que secretam B—quimiocinas antivirais possuem
fenotipo citolitico (Appay et al., 2000). Este estudo sugere que, em algumas circunstancias, a
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sintese de B—quimiocinas (atividade néo citolitica) pode divergir do fendtipo citolitico. Mesmo
em individuos normais, aproximadamente 60% das células T CD8+ que sintetizam MIP-1p nio
possuem perforina. Estas células sdo predominantemente de fendtipo ativado/memdria (Kamin-
Lewis et al., 2001).

IV. CITOCINAS DA FAMILIA DE RECEPTOR COMUM GAMMA (CITOCINAS vc) E
SUA PARTICIPACAO NA IMUNOPATOGENESE DA INFECCAO PELO HIV-1:

IV.1. Citocinas yc e homeostasia de células T:

Os nameros de células T sdo controlados, tanto que a contagem de células periféricas é
utilizada para monitorar certas doencas, inclusive a progressao da infeccdo pelo HIV. As células
T maduras parecem perceber a auséncia de outras semelhantes e respondem através de divisao
celular, e o fenémeno ndo parece discriminar entre células T CD4+ ou T CD8+ (revisado em
Freitas & Rocha, 2000; Marrack et al., 2000). Por outro lado, existe evidéncia de que células T
CD4+ e T CD8+ sdo controladas até certo ponto de forma independente: em camundongos
deficientes de CD4, células T CD8+ compensam a falta de células T CD4+ pelo seu aumento em
nameros, mas o inverso ndo é verdadeiro em animais deficientes de CD8 (Bachmann et al.,
1995).

A proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia das células T pds-maturacdo intra-timica
dependem de vaérios fatores, inclusive contato com células apresentadores de antigeno,
envolvendo moléculas de membrana e sollveis. Entretanto, a contribuicdo relativa de cada fator
deve variar em diferentes condicGes e para cada tipo de células T.

A maioria das células naive derivam do timo, e ndo parece existir feedback negativo ou
positivo de sua produgdo. Animais que recebem mais lobos timicos apresentam maior nimero de
células maduras, enquanto a deplecdo de células T periféricas ndo aumenta a producdo timica
(Gabor et al., 1997; van Meerwijk et al., 1998), a ndo ser em algumas situacdes, como irradiacao
subletal (Mackall et al., 1997) ou HAART em pacientes HIV-1-infectados (Douek et al., 1998).
Apesar de estes dois Gltimos casos serem situa¢fes de deplecdo de células T periféricas, 0s
tratamentos devem afetar o timo diretamente, por exemplo, diminuindo a infeccdo e alteragdes

timicas pelo HIV. De modo geral, o output timico parece depender apenas do préprio timo, mas a
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producao ndo seria o Unico fator regulador dos numeros de células naive. Apds sairem do timo, as
células naive podem responder aos numeros de células T encontrados na periferia, e no caso de
deficiéncia, passam a se dividirem reconstituindo o pool linfocitario, enquanto sofrem um
processo de diferenciacdo limitado (Murali-Krishna et al., 2000; Goldrath et al., 2000; Cho et al.,
2000). Células T CD4+ ou CD8+ naive precisam interagir com moléculas MHC proprias (e
peptideos envolvidos na selecdo positiva intra-timica ou ndo) para sobreviverem e proliferarem
na periferia em condicdes linfopénicas (Kirberg et al., 1997; Bender et al., 1999; Ernst et al.,
1999; Goldrath & Bevan, 1999) enquanto células T de memoria ndo necessitam (Tanchot et al.,
1997; Murali-Krishna et al., 1999; Swain et al., 1999).

Vaérias evidéncias demonstram que citocinas que se ligam aos receptores contendo a
cadeia comum vy (yc): IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 e IL-15 (denominadas aqui citocinas yc) estéo
envolvidas na homeostasia de células T (revisado em Malek et al., 1999). Na doenca de
imunodeficiéncia severa combinada ligada ao X (X-SCID), caracterizada por desenvolvimento
defeituoso de células T, ocorrem mutacbes em yc. Baseado nos resultados obtidos de
camundongos knockout, a deficiéncia de IL-2-IL-2R nédo explica as anomalias associadas a X-
SCID; neste caso, os animais apresentam linfoproliferacdo, fendtipo ativado de células T
periféricas, apoptose mediada por Fas prejudicada e autoimunidade (Sadlack et al., 1993; Kneitz
et al., 1995; Kramer et al., 1995). Analises das diferentes citocinas yc revelaram que o sistema
IL-7-IL7R é crucial para o desenvolvimento de células T (Peschon et al., 1994, Fry et al., 2001a).
Ja IL-15 é importante para a diferenciacdo de células NK (Lodolce et al., 1998). Tanto IL-7 como
IL-15 estdo envolvidas na proliferacdo e manutengdo de linfocitos intra-epiteliais CD8ao TCRaf
e TCRyd, ao menos em camundongos (Inagaki-Ohara et al., 1997). De fato, animais deficientes
de citocinas yc apresentam homeostasia e sobrevivéncia de células T naive prejudicadas, mas
resposta proliferativa normal ao estimulo antigénico (Nakajima et al., 1997; Lantz et al., 2000).

Para células naive, as citocinas envolvidas em sua sobrevivéncia sdo: IL-6, in vitro
(Teague et al., 1997), IL-7 e IL-4, in vitro e in vivo (Boise et al., 1995; Vella et al., 1997; Hassan
& Reen, 1998; Boursalian & Bottomly, 1999a, 1999b; Soares et al., 1998; Kishimoto & Sprent,
1999; Webb et al., 1999; Marrack et al., 2000; Tan et al., 2001), em parte pela manutengdo dos
niveis de Bcl-2 intracelular (Vella et al., 1997). Alguns trabalhos indicam que apenas IL-7, e ndo
IL-4, seria importante para a sobrevivéncia de células T naive in vivo (Tan et al., 2001; Vivien et
al., 2001). IL-7 e capaz de expandir células T CD45RA+CD45R0O- de neonatos ou de adultos in
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vitro sem alterar seu fendétipo, além de induzir alta atividade de telomerase (Soares et al., 1998).
E importante lembrar que no exemplo de grande aumento de células na periferia pela adicio de
mais lobos timicos (Berzins et al., 1999), o timo é fonte de IL-7, necesséria a sobrevivéncia de
ceélulas T maduras.

Durante a resposta ao antigeno, as células ativadas aumentam rapidamente e em grande
numero. Este aumento envolve as moléculas TCRs e proteinas co-estimuladoras como CD27,
CD28, OX40, 4-1BB, LFA-1 e CD2 (Jenkins et al., 1991; Brown et al., 1995; June et al., 1990;
Chambers & Allison, 1997; Godfrey et al., 1994). Apoés ativadas, estas células geralmente séo de
vida curta. In vitro, elas podem ser mantidas vivas por membros da familia de citocinas yc (Boise
et al., 1995; Akbar et al., 1996; Vella et al., 1998) e por interferons tipo | (Marrack et al., 1999),
mas nédo por IL-6 (Teague et al., 2000). As atividades de citocinas yc na inducdo de proliferagéo e
de sobrevivéncia podem ser separadas: IL-4 e IL-7 podem prevenir a morte de células ativadas
sem causar proliferacdo substancial, enquanto a sobrevivéncia e a proliferacdo sdo co-induzidas
por IL-2 e IL-15 (Boise et al., 1995; Vella et al., 1998). O rapido desaparecimento de células
ativadas ndo afeta os numeros de células naive e de memoria. Para que este processo de
eliminacdo de células ativadas ocorra com grande eficiéncia, vérias vias estdo envolvidas,
ativadas por Fas, TNF-aR ou radicais livres de oxigénio (Van Parijs et al., 1996; Sytwu et al.,
1996; Hildeman et al., 1999).

A presenca do antigeno ndo parece ser essencial para a manutencdo de células de
memoria, sugerindo a existéncia de mecanismos enddgenos (Swain et al., 1999). As células de
memoOria expressam maior quantidade de moléculas de adesdo, permitindo uma adesdo mais
eficiente as células apresentadoras de antigeno, além de mudarem a expressdo de varios
receptores de quimiocinas, permitindo sua ocupacdo de diferentes nichos, com consequente
expansdo e/ou sobrevivéncia em relacdo as outras células de mesma especificidade (revisado em
Freitas & Rocha, 2000). A maior capacidade de resposta de células de memoria em relagcdo as
células naive também pode se dar por expressdo de receptores diferentes ou de maior afinidade
para citocinas. A divisdo de células T CD8+ de memdria depende de 1L-15, produzida por células
de estroma (Zhang et al., 1998), enquanto sua proliferacdo € inibida por IL-2, produzida por
linfocitos T ativados durante as respostas imunes (Ku et al., 2000), mas também mantida ligada a

matriz extracelular (Wrenshall et al., 1999).

32



Introducao

E possivel que, durante o programa de diferenciacio de células T, a expressdo de
receptores de citocinas seja regulado de modo coordenado com moléculas envolvidas no tréafico e
localizacdo em tecidos linfoides e ndo linféides. Neste sentido, Manjunath e colaboradores (2001)
demonstraram recentemente, em um modelo murino transgénico, que as citocinas IL-2 e IL-15
podem modular a diferenciacdo de células T CD8+ em células de memoria do tipo Tegm ou Tewm,
respectivamente (Sallusto et al., 1999). Se, apos ativacao pelo antigeno, as células T CD8+ forem
cultivadas em altas doses de IL-2, estas se desenvolvem em células de fenétipo e funcéo efetores,
tornando-se CCR7- CD62L-, expressando altos niveis de CD69, CD25, CD44 e ligante de P-
selectina, e sendo capazes de citotoxicidade imediata. Se, ao contrario, forem cultivadas em IL-
15, expressam CD62L, CCR7 e CD44, mas ndo se ligam a P-selectina, e apresentam baixos
niveis de CD69 e CD25 (Manjunath et al., 2001). Por outro lado, Geginat e colaboradores (2001)
observaram que IL-15, bem como IL-15+IL-7, estimularam muito mais a proliferacéo de celulas
T CD4+ humanas purificadas em Tgy, conforme a expressdo de CD45RA e CCR7, que de Tcwm.
Apenas as células T naive (Ty) responderam a mistura de citocinas IL-4, TNF-a, IL-6 e IL-10.
Mas a adi¢do de TNF-a, IL-6 e IL-10 & cultura com IL-7+IL-15 permitiu o aumento de
proliferacdo de células de memoria (Tcm € Tem), € ainda a proliferagdo de Ty. Entretanto,
somente as células Tcym, € ndo as Ty, adquiriram o fenotipo Tgw nesta ultima condicédo de cultura.
A presenca de células dendriticas nas culturas com IL-7+IL-15 tornaram as células naive também
responsivas a estas citocinas, assim como aumentaram a responsividade de células de memoéria. E
interessante que anticorpos anti-MHC né&o bloquearam estes efeitos das APC.

IFN-y e perforina também participam de homeostasia de células T CD8+, perforina
regulando a expansdo e, IFN-y, a imunodominancia e a fase de morte celular (Badovinac et al.,
2000). A deficiéncia de perforina poderia aumentar a expansdo de células T CD8+ por
diminuicdo de morte de APC (Sad et al., 1996; Klenerman et al., 1998), resultando em maior
exposicdo antigénica e maior ativacdo de precursores naive. Perforina também poderia agir
diretamente em células Ag-especificas através de controle do balangco entre divisdo celular e
morte durante a fase de expanséo (Gallimore et al., 1998; Matloubian et al., 1999). IFN-y poderia
alterar o proteossoma, modificando a resposta aos epitopos, ou regular moléculas envolvidas em
morte celular, ou receptores que levam a sobrevivéncia, como IL-15R (Marrack et al., 2000).
Neste sentido, a auséncia de perforina em CTL HIV-especificas favoreceria a expansdo destas
células de fendtipo alterado (Sad et al. 1996).
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V. 2. Papel de citocinas ye na imunopatogénese da infeccédo pelo HIV:

O fato de citocinas indutoras de replicacdo de HIV apresentarem-se em niveis elevados
durante a progressdo da doenca (Rieckmann et al.,1991; Vyakarnam et al., 1990; Merrill et
al.,1989; von Sydow et al., 1991; Rautonen et al., 1991) e ocorrer alteracdes de expressao de
citocinas Thl/Th2 (Maggi et al., 1994; Graziozi et al., 1994) indicam seu papel na
imunopatogénese da infeccdo pelo HIV. O aumento de citocinas pro-inflamatorias favorece a
replicacdo viral, ja os efeitos da diminuicdo de producéo de IL-2 sdo menos claros (Lane et al.,
1985; Cohen et al., 1997; Graziosi et al., 1994).

Mudltiplas citocinas regulam a produgdo viral como observado em varios sistemas, de
infeccdo aguda ou enddgena, em células transformadas ou primarias, por manipulacdo de
citocinas enddgenas ou exogenas (revisado em Poli & Fauci, 1993, veja Quadro 1.1). IL-1, IL-3,
IL-6, TNF-a, M-CSF e GM-CSF aumentam a replicacdo viral em macrofagos derivados de
monacitos in vitro (Vyakarnam et al., 1990; Kinter et al. 1995a, 1995b, 2000; Schuitemaker et
al., 1992; Poli et al., 1990; Poli et al., 1994; Perno et al., 1989; Koyanagi et al., 1988;
Meltzer et al., 1988; Gendelman et al., 1988; Gruber et al., 1995), mas ndo ocorre aumento in
vivo de viremia plasméatica em pacientes recebendo GM-CSF junto com terapia antiretroviral
(Manfredi et al., 1996; Manfredi et al.,1995). IL-13 e IFN-o/p inibem HIV (Mikovits et al., 1994;
Montaner et al., 1994; Goletti et al., 1996; Poli et al., 1994; Shirazi et al., 1992; Poli et al., 1989;
Shirazi et al., 1993), enquanto IL-4, IL-10, TGF-B e IFN-y apresentam efeitos inibitorio ou
estimulador dependendo das condicBes experimentais (Schuitemaker et al.,1992; Mikovits et al.,
1994; Kazazi et al., 1992; Novak et al., 1990; Weissman et al., 1995; Finnegan et al 1996; Angel
et al 1995; Poli et al., 1991; Lazdins et al., 1991; Goletti et al., 1996; Poli et al.,1994). Em
células primarias, IL-1, IL-2, IL-4, IL-7, TNF-0 e IFN-y aumentam, enquanto IL-10 e IFN-a
inibem a replicacéo viral (Kinter et al. 1995a, 1995b; Akridge et al., 1994; Kollmann et al., 1996;
Kootstra et al., 1994; Masood et al., 1994; Montaner et al., 1994; Saville et al., 1994; Weissman
et al., 1994). Os melhores ativadores de replicacdo viral sdo as citocinas pro-inflamatorias TNF-
a, IL-1, e IL-6. O préprio HIV é capaz de induzir a produgdo de TNF-a, IL-1 e IL-6 in vitro, que
por sua vez aumentam a replicacdo viral, formando uma al¢a de amplificagdo autdcrina/parécrina
(Folks et al., 1989; Clouse et al., 1989; Vyakarnam et al., 1990;, Kinter et al. 1995a, 1995b;
Ramilo et al., 1993). A producéo destas citocinas ndo parece depender da infecgéo, pois a adicao

de proteinas do envelope induzem a secrecdo destas citocinas através da ligacdo de CD4 na
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superficie celular (Weissman et al.,1994; Merrill et al., 1989).0 estimulo por TNF-a ocorre via
ativacdo de NF-kB, que se liga em sitios do LTR viral, induzindo sua transcricdo (Duh et al.,
1989; Israel et al., 1989). Citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-1 e IL-6 aumentam

replicacdo de HIV-1, enquanto IL-10 e TGF-B diminuem (Fauci, 1993; Vyakarnam et al., 1990).

Efeitos de citocinas sobre a producéo de HIV-1 em
Células T CD4+ | Macrofagos

IL-1R T T

IL-2 T nt
IL-3 nt T

IL-4 T ™N
IL-6 nt T
IL-10 J ™N
IL-12 T nt
IL-13 nt J
IL-15 T nt
IFN-a 2 J
IFN-y ™N N
TGF-B ™N ™N
GM-CSF nt T
M-CSF nt 0
TNF-o/p T T
CD30-ligante T 0

Quadro I. 1. Citocinas e moléculas relacionadas as citocinas com efeitos regulatorios
sobre a replicacéo do HIV-1.
T aumento da replicacdo do HIV-1
J  supressdo da replicacdo do HIV-1
nt ndo testado ou nenhum efeito significativo reportado
Baseado em Poli & Fauci (Semin Immunol. 1993; 5(3):165-73).
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Apesar de ser evidente a diminuicdo de atividade Thl na infeccdo pelo HIV-1, a
predominancia de citocinas Th2 é debatida (Meyaard et al., 1994). Clerici e colaboradores
(1989a; 1993; 1996) encontraram um padrdo Th2 de secre¢do de citocinas pelos PBMC
estimulados de pacientes infectados pelo HIV durante a progressdo da doenca Por outro lado,
outros grupos de pesquisa observaram uma tendéncia de producdo de citocinas ThO ao invés de
Th2 (Graziosi et al., 1994; Maggi et al., 1994). Em ambos os casos, a replicacdo de HIV foi
maior em clones ThO e Th2 que Thl (Maggi et al., 1994; Vyakarnam et al., 1995), ressaltando a
importancia da resposta Th1l, prejudicada na infeccdo pelo HIV (Clerici et al., 1993, 1996; Clerici
& Shearer, 1993, 1994).

Dentre as citocinas yc, 1L-2 € uma das mais estudadas em relagéo a infeccdo pelo HIV-1.
Assim como in vivo ocorre diminuicdo dos niveis de IL-2 durante a progressdo da doenca,
inclusive de seu mRNA, em PBMC e células de linfonodos (Graziosi et al., 1994; Cohen et al.,
1997; Lane et al., 1985), in vitro a infeccdo de células T CD4+ diminui sua capacidade de
produzir IL-2, e células T CD4+ isoladas de pacientes respondem com baixa secrecdo de IL-2
quando estimuladas por mitégenos ou estimulo antigénico (Graziosi et al., 1994). Recentemente,
foi demonstrado que a menor producdo de IL-2 em células T CD4+ ativadas CD69+ é uma
disfuncéo seletiva, apresentando-se dissociada da produgédo de IFN-y, o que deve ser levado em
consideracdo ao se medir a frequéncia de células antigeno-especificas através de IFN-y
intracelular (Sieg et al., 2001). Uma recuperacdo significante da frequéncia de células produtoras
de IL-2 s6 foi observada em pacientes infectados pelo HIV que apresentaram manutencdo do
controle da replicacdo viral durante HAART (Sousa et al., 1999). A reduzida producdo de IL-2
por células T CD4+ de individuos infectados pelo HIV é acompanhada por menor resposta
proliferativa e maior suscetibilidade a apoptose (Lane et al., 1985; Miedema et al., 1988; Clerici
et al., 1989a, 1989b, 1993; Groux et al., 1992; Meyaard et al., 1992). Neste sentido, a adicdo de
IL-2 as células T de pacientes infectados pelo HIV aumenta a proliferacdo (Seder et al., 1995) e
protege da apoptose in vitro (Adachi et al., 1996). A diminuicdo de apoptose parece estar
relacionada a normalizacdo do ciclo celular de linfécitos por agéo de IL-2 (Paiardini et al., 2001).
IL-2 restaura funcgdes citotoxica e de producdo de IFN-y de CTL de individuos infectados pelo
HIV ou macacos infectados pelo SIV (Trimble et al., 2000, Zou et al., 1999; Shankar et al., 2000;
Xiong et al., 2001) e tem efeitos estimulador ou inibidor da atividade ndo citolitica de células T
CD8+ dependendo das condi¢des de cultura (Barker etal., 1995; Kinter etal . 1995a, 1995b,
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1996a, 1996b). Por outro lado, para células T CD4+ ativadas, IL-2 parece ser o estimulador mais
potente da replicacdo viral, provavelmente devido a sua dependéncia para a proliferacdo dos
linfocitos (Gallo et al., 1984; Hazan et al., 1990). Embora IL-2 possa atuar de forma
independente de outras citocinas (Weissman et al., 1996), IL-2 ativa a alca de amplificacdo
autocrina ou parécrina de citocinas induzidas por HIV. Quando IL-2 é adicionada as culturas de
PBMC ou CD8dPBMC infectadas com HIV, ocorre a producdo de TNF-a, IL-1 e IL-6 e IFN-y.
Se estas citocinas endogenas sdo neutralizadas, a replicagdo viral é diminuida (Vyakarnam et al.,
1990; Kinter et al., 1995a, 1995b; Ramilo et al., 1993). O fato da adicdo de IL-2 as culturas de
células mononucleares de pacientes infectados restaurar parcial ou completamente véarias fungdes
celulares, mas por outro lado aumentar a producéo viral, enfatiza a correlacdo entre a ativacdo
imune e a replicagdo viral (revisado em Kinter et al., 2000). IL-2 é ainda capaz de aumentar a
expressao do co-receptor CCR5 em células T CD4+ (Bleul et al., 1997), e de CXCR4 em células
T CD4+ de memdria CCR7+ (Jourdan et al., 2000).
Os trials clinicos com administracdo de IL-2 demonstraram que Sa0 Seguros em conjunto
com terapia antiretroviral e que os pacientes apresentam aumento da contagem de células T
CDA4+ (revisado em Smith, 2001 e Mitsuyasu, 2001). Nao houve aumento da viremia plasmatica
em individuos infectados pelo HIV tratados com IL-2 e terapia antiretroviral em relacdo aos
niveis basais dos pacientes controles (apenas recebendo terapia antiretroviral), embora ocorra um
aumento transitério na fase aguda do tratamento e, no caso de pacientes com baixa contagem
CD4, os numeros de células T CD4+ ndo foram aumentados e a viremia foi elevada (Kovacs et
al., 1996, 2001; Davey et al., 1997, 2000). A terapia com IL-2 também n&o foi capaz de melhorar
a diversidade de repertério T em pacientes em estdgio mais avancado da doenca que
apresentavam deplecédo de varios clones T CD4+ (Heath et al., 1995). Por outro lado, em modelo
SCID-hu, IL-2 (bem como IFN-y) manteve timdcitos imaturos sem aumentar a carga viral,
enquanto IL-4 ou IL-7, apesar de retardarem a deplecdo de timdcitos imaturos, aumentaram a
carga viral (Uittenbogaart et al., 2000). A administracdo diéria de IL-2 levou & expansdo de
células NK, mas a imunoterapia intermitente com IL-2 causou mudancas agudas em ambas as
populacbes CD4+ e CD8+, e a longo prazo, apos interrupcdo da terapia, apenas o pool de células
T CD4+ manteve-se aumentado (Jacobson, 1996; Khatri et al., 1998; Kovacs et al., 2001). Apés
apenas 5 dias de tratamento com IL-2, Zou e colaboradores (1999) observaram linfopenia aguda
de Th naive ou memdria, associada a um grande aumento de expressdéo de CCR5 em ambas as
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subpopulacGes T CD4+, engquanto antes da terapia CCR5 era restrito as células CD4+CD62L -
CD45R0O+. Aumentos transitorios de CD38 e HLA-DR foram observados em células CD4+ e
CD8+, porém CD25 aumentou exclusivamente em células T CD4+, de fenotipo naive ou
memoria (Kovacs et al., 2001). Mais interessante € o achado de que a administracdo intermitente
de IL-2 durante HAART reduziu o reservatério de HIV em células T CD4+ quiescentes (Chun et
al., 1999a). Porém, ao interromper-se o tratamento em pacientes em que ndo se detectavam virus
capazes de replicacdo em celulas T CD4+ quiescentes, altos niveis de viremia eram observados,
sugerindo que ao se parar HAART com IL-2, virus passaram a ser produzidos de sitios
reservatorios ndo identificados (Chun et al., 1999b; Davey et al., 1999).

IL-4, uma citocina yc que define o padrdo Th2, encontra-se aumentada em pacientes
infectados pelo HIV, como demonstrado por marcacdo intracelular, hibridizagdo in situ, e por
maior frequéncia de clones Th2; em criangas infectadas, alta replicacdo de HIV-1 foi
correlacionada aos altos niveis de IL-4 em linfonodos (Mikovits et al., 1994; Kazazi et al., 1992;
Novak et al., 1990). IL-4 sozinha, ou em conjunto com IL-2, estimula a replicacdo de HIV em
células T CD4+, provavelmente pela ativacdo de sua proliferacdo (Weissman et al., 1996), mas
também por outros mecanismos. Células Th2 expressam mais CXCR4 que Th1l, o que apresenta
correlagdo com sua maior producdo de HIV-1 (Galli et al., 1998; Wang et al., 1998). A propria
IL-4 modula a expressdo de receptores de quimiocinas em células T CD4+ (Jourdan et al., 1998;
Valentin et al, 1998; Wang et al., 1998), aumentando a expressdo de CXCR4 e inibindo a de
CCRb5, sugerindo um papel para esta citocina na progressao da doenca, quando ocorre mudanca
de virus R5 para X4 (Valentin et al, 1998; Wang et al., 1998). Além disso, IL-4 estimula a
expressao de HIV-1 via mecanismos de ativacdo de transcricdo (Valentin et al, 1998). Para
macrofagos derivados de monacitos, IL-4 pode ter efeito estimulador ou inibidor da replicacao
viral (Schuitemaker et al., 1992; Mikovits et al., 1994; Kazazi et al., 1992; Novak et al., 1990).
IL-4 mesmo sem afetar a expresséo de CCR5 pode aumentar a produgdo de HIV em
monaocitos/macréfagos primarios (Valentin et al, 1998). Células T CD8+ do tipo TC2 sdo
observadas na infecgdo pelo HIV-1, apresentando reduzida atividade citolitica (Maggi et al.
1994), e IL-4 parece limitar a ativagdo, expansdo e diferenciacdo de celulas T CD8+ com
potencial citolitico, como mostrado em camundongos imunizados com peptideos derivados de
gp120 de HIV ;g (Villacres & Bergmann, 1999). O papel prejudicial de IL-4 na imunopatogénese
da infeccdo pelo HIV é também sugerido pela associagdo entre as maiores proporcoes de células
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produtoras de IL-4, dentro da populacdo CD4+, e especialmente da CD8+, e o re-aparecimento
da viremia em pacientes submetidos 8 HAART (Sousa et al., 1999).

IL-7 é uma citocina yc importante na linfopoiese (revisado em Malek et al., 1999) e na
homeostasia de linfocitos T (Schluns et al., 2000; Fry et al., 2001b; Mackall et al., 2001; Tan et
al., 2001). Como IL-7 é produzida por células de estroma e ndo por células linfoides, como
células epiteliais timicas, células epiteliais intestinais (Watanabe et al., 1995), queratindcitos
(Heufler et al., 1993) e células dendriticas (de Saint-Vis et al., 1998), altos niveis de IL-7 podem
ser gerados em condi¢des linfopénicas, ressaltando sua importancia como regulador endégeno da
homeostasia.

De fato, através de imunohistoquimica com analise quantitativa de imagem foi
demonstrado que IL-7 é produzida por células dendriticas em tecidos linfoides periféricos com
deplecdo de células T mediada pela infeccéo pelo HIV (Napolitano et al., 2001). Alguns estudos
mostram uma forte relacéo inversa entre niveis circulantes de IL-7 e nimeros de células T CD4+
(Mackall et al., 2001), inclusive na infeccdo pelo HIV-1 (Llano et al., 2001; Napolitano et al.,
2001). Altos niveis de IL-7 encontraram-se associados a uma carga viral aumentada (Napolitano
et al., 2001). Também foram detectados niveis mais altos de IL-7 em pacientes infectados pelo
HIV com variantes Sl e contagem CD4 menor que 200 células/ul (Llano et al., 2001). Neste
sentido, IL-7 induziu a expressdo de CXCR4 em PBMC in vitro (Llano et al., 2001), como
também ja havia sido observado por Jourdan e colaboradores (2000) em células T de memoria
CD4+CCR7+. E interessante que a administracio de IL-7 em camundongos aumentou a
proliferacdo basal de células T CD4+ e T CD8+ em 4 e 14X respectivamente, provocando um
aumento desproporcional de células T CD8+ e alteracdo da relacdo CD4/CD8, sem induzir a
expressao de marcadores de ativacdo (Geiselhart et al., 2001), enquanto in vitro IL-7 induziu a
expressao de CD25, CD71, CD11a, CD40L e CD95 (Armitage et al., 1990; Fukui et al., 1997;
Soares et al., 1998; Welch et al., 1989). A possibilidade de IL-7 contribuir para a expansao de
células CD8+ e inversdo da relagdo CD4/CD8 observadas na infec¢do pelo HIV-1 deve ser ainda
estudada, pois foi detectada menor expressdo de IL-7Ra em células T CD8+ de pacientes
infectados pelo HIV-1 (Vingerhoets et al., 1998).

O papel de IL-7 na imunopatogénese de HIV é enfatizado pela sua associacdo in vivo com
maior carga viral e variantes X4, bem como com sua agéo estimuladora da replicagdo viral in
vitro de PBMC e timdcitos. Culturas de CD8dPBMC isolado de pacientes assintomaticos
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apresentaram replicacdo viral e niveis de DNA proviral aumentados pela adicdo de IL-7,
enquanto IL-2 induziu maior proliferacdo e menor replicacdo viral (Smithgall et al., 1996). IL-7
parece tornar células T CD4+ suscetiveis a infec¢do por HIV-1 independente da estimulacdo de
sua proliferagdo (Unutmaz et al., 1999; Dardalhon et al., 2001). IL-7, junto com TNF-a, ¢é
importante para a replicacdo de HIV-1 em timécitos maduros CD4+CD8-CD3+ que interagem
com células epiteliais timicas (Chene et al., 1999) e favorece a persisténcia de virus nestes
timdcitos maduros CD4+ através de continuada indugdo de Bcl-2 (Guillemard et al., 2001). De
fato, apesar de retardar a deplecdo de timdcitos imaturos, IL-7 aumenta a carga viral
(Uittenbogaart et al., 2000). Por outro lado, IL-7 pode exercer alguns efeitos benéficos, como
induzir a atividade citotoxica de células T CD8+ (Hickman et al, 1990), inclusive HIV-especifica
(Carini & Essex, 1994; Ferrari et al., 1995), bem como sua atividade supressora de replicagdo
viral (Smithgall et al., 1996).

IL-15 é uma outra citocina que compartilha com IL-2, além da cadeia B, a cadeia comum
v de seus receptores, esta ultima também presente em IL-4 e IL-7 (revisado em Waldmann &
Tagaya, 1999). Ao contrario de IL-2, que € secretada por linfocitos T ativados, IL-15 é expressa
por macrdfagos (Doherty et al., 1996), células dendriticas (Jonuleit et al., 1997; Blauvelt et al.,
1996), células endoteliais (Mohamadzadeh et al., 1996), queratindcitos (Blauvelt et al., 1996), e
outros tipos celulares; e sua producdo é aumentada em infec¢bes virais (Flamand et al., 1996;
Atedzoe et al., 1997). De fato, os niveis séricos de IL-15 encontram-se elevados em pacientes
infectados pelo HIV, e parecem apresentar associagdo com a hipergamaglobulinemia observada
(Kacani et al., 1997). Apesar de ambas as citocinas, IL-2 e IL-15, estimularem a replicacdo de
HIV, alguns estudos observaram que IL-15 induziu menor producdo viral que IL-2 (Bayard-
McNeeley et al., 1996; Patki et al., 1996; Chehimi et al., 1997; Lucey et al., 1997; Al-Harthi et
al., 1998), o que pode estar associado ao fato de IL-15 raramente ter aumentado a proliferacéo
espontanea de PBMC de individuos infectados pelo HIV, apenas corrigindo a resposta a antigeno
(Patki et al., 1996). Na verdade, nos estudos de Al-Harthi e colaboradores (1998) e Unutmaz e
colaboradores (1999), a inducdo de expressdo de HIV-1 mediada por citocinas (Il-2, 1L-12, IL-15
e IL-2, IL-4, IL-7, IL-15, respectivamente) apresentaram-se independentes da proliferacéo
celular, ndo induziram atividade LTR, aumentando a replicagdo por um mecanismo poés-
trancripcional (Al-Harthi et al., 1998). O efeito de IL-15 sobre HIV-1 em PBMC foi ainda
independente de citocinas enddgenas (Al-Harthi et al., 1998).
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Perera e colaboradores (1999) observaram que IL-15 induziu a expressdo de CCR5 em
linfocitos T purificados ndo ativados. Apesar de I1L-15 haver estimulado a producdo de MIP-1a,
MIP-1B, e RANTES por estes linfocitos T, ainda assim promoveu a entrada de isolado viral
primario NSI (HIVys.1), capaz de utilizar apenas o co-receptor CCR5, e sua replicagdo. Por outro
lado, Jourdan e colaboradores (2000) mostraram que IL-15, assim como IL-2, IL-4 e IL-7, foram
capazes de induzir a expressdao de CXCR4 em células T de memoria em repouso CD4+CCR7+,
com consequente aumento de suscetibilidade as cepas X4 de HIV-1.

IL-15 estimulou a expansdo de CTL HIV-especificos (Kanai et al., 1996), sendo que IL-
15 endogena, produzida por células dendriticas estimuladas por CD40LT, pode contribuir para a
expansdo de CTL de pacientes infectados pelo HIV em culturas depletadas de TH, onde falta IL-
2 (Ostrowski et al., 2000). Também o aumento da citotoxicidade (inclusive com aumento de
granzima B e perforina) de células NK de pacientes infectados pelo HIV induzido por IL-15 foi
independente de IL-2, bem como de IFNs, TNF-a, ou IL-12, embora IL-15 restaure a producao
de IL-12 por PBMC (Chehimi et al., 1997). Assim como IL-2, IL-15 induziu atividade LAK e
aumentou a producdo de IFN-y em individuos ndo infectados ou infectados pelo HIV (Lucey et
al., 1997). IL-15 parece favorecer o recrutamento de células T CD8+ em tecidos extravasculares
que participam do controle da infeccdo (Agostini et al., 1999), além de promover sua ativagdo e
proliferacdo (Agostini et al., 1997). Neste sentido, é interessante que em infec¢do primaria por
SIV, os niveis de IL-15 aumentaram em PBMC e células de BAL, mas ndo em células de
linfonodos (Caufour et al., 2001). Macréfagos alveolares de pacientes infectados pelo HIV-1
também apresentaram maior expressdo de IL-15 que aqueles derivados de individuos HIV-
(Agostini et al, 2001).

IL-15 estimulou a expansdo de CTL HIV-especificos (Kanai et al., 1996), sendo que IL-
15 enddgena, produzida por células dendriticas estimuladas por CD40LT, pode contribuir para a
expansdo de CTL de pacientes infectados pelo HIV em culturas depletadas de TH, onde falta IL-
2 (Ostrowski et al., 2000). Também o aumento da citotoxicidade (inclusive com aumento de
granzima B e perforina) de células NK de pacientes infectados pelo HIV induzido por IL-15 foi
independente de IL-2, bem como de IFNs, TNF-a, ou IL-12, embora IL-15 restaure a producao
de IL-12 por PBMC (Chehimi et al., 1997). Assim como IL-2, IL-15 induziu atividade LAK e
aumentou a producdo de IFN-y em individuos ndo infectados ou infectados pelo HIV (Lucey et
al., 1997). IL-15 parece favorecer o recrutamento de células T CD8+ em tecidos extravasculares
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que participam do controle da infeccdo (Agostini et al., 1999), além de promover sua ativagéo e
proliferacdo (Agostini et al., 1997). Neste sentido, é interessante que em infecgdo primaria por
SIV, os niveis de IL-15 aumentaram em PBMC e células de BAL, mas ndo em células de
linfonodos (Caufour et al., 2001). Macrofagos alveolares de pacientes infectados pelo HIV-1
também apresentaram maior expressdo de IL-15 que aqueles derivados de individuos HIV-
(Agostini et al, 2001).

Chehimi e colaboradores (1997) observaram que a adi¢do de IL-15 preveniu a apoptose
espontanea de PBMC de individuos infectados pelo HIV, mas ndo a induzida por mitogeno.
Naora & Gougeon mostraram que IL-15, assim como IL-2, ndo inibe a apoptose in vitro
induzida por CD95, mas que IL-15 age como um importante fator de sobrevivéncia na prevencéao
de apoptose espontanea de PBMC de individuos infectados pelo HIV-1, bem como de
células T naive CD4+CD45R0O- (Naora & Gougeon, 1999a, 1999b). Apesar de ocorrer maior
sobrevivéncia promovida por IL-15, associada a maior expressdo de bcl-2, além de IL-15
estimular maior proliferacdo celular que IL-2, os nimeros de células viaveis ndao foram maiores
com IL-15, provavelmente devido a sua maior ativacdo linfocitaria e consequente aumento da
suscetibilidade a apoptose (Naora & Gougeon, 1999b). Células Tcl de fen6tipo CD8+CD45R0O+
isoladas de BAL de pacientes infectados pelo HIV sofrem grande apoptose espontanea quando
em cultura, o que é inibido pela adicdo de IL-15 (Agostini et al., 2001), o que sugere que esta
citocina contribua para a expansdo de CTL pulmonares na infeccdo pelo HIV ndo sé por
favorecer seu recrutamento (Agostini et al., 1999), mas também sua sua ativacdo, proliferacédo
(Agostini et al., 1997) e sobrevivéncia (Agostini et al., 2001). Células T CD8+ presentes nos
pulmdes foram encontradas expressando HIV (Semenzato et al., 1995), mas ndo héa estudos sobre
o0 possivel papel de IL-15 na infeccdo de células T CD8+.

Todas estas citocinas yc, IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15 podem tornar células T CD4+ em
repouso suscetiveis a infecgdo por virus HIV-1 R5 e ainda suportam a transducdo de células T
CD8+ com vetor HIV-1 com eficiéncia semelhante ou maior que células CD4+ (Unutmaz et al.,
1999). Citocinas do tipo Thl ou Th2 participam do controle da replicacdo de HIV-1. Citocinas
Th2 aumentam a producéo de HIV-1 X4, porém apresentam efeito inibitdrio sobre a producéo de
HIV-1 R5, enquanto citocinas Th1l tém efeito oposto em ambos os tipos de HIV-1 (Salgame et
al., 1998; Galli et al., 1998; Wang et al., 1998; Suzuki et al., 1999). Estas diferencas devem estar
correlacionadas em parte com a regulacdo diferencial de expressao de co-receptores CCR5 e
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CXCRA4 por citocinas Thl e Th2 em células T CD4+, i.e., citocinas Th1l aumentam expressédo de
CCR5 (Patterson et al., 1999) e diminuem a de CXCR4 (Galli et al., 1998), enquanto citocinas
Th2 aumentam expressdo de CXCR4 (Valentin et al., 1998; Wang et al., 1998; Patterson et al.,
1999; Suzuki et al., 1999) e diminuem a de CCR5 (Patterson et al., 1999).

Aparentemente, citocinas do tipo Th1l aumentam os efeitos inibitdrios de células T CD8+,
enquanto as de tipo Th2 diminuem seus efeitos supressores. Assim, IL-2 aumenta a capacidade
supressora de células T CD8+ de individuos infectados pelo HIV, enquanto cultura em IL-4 e IL-
10 inibem sua atividade antiviral. Contudo, a adi¢éo de IL-2 pode superar os efeitos inibitorios de
citocinas Th2 sobre a atividade supressora de células T CD8+ (Barker et al., 1995). Como
as células T dependem de IL-2 para sua proliferacdo, ndo é surpresa que a atividade antiviral de
celulas T CD8+ seja aumentada por IL-2. Neste sentido, o co-estimulo por CD28, importante
para a expressdo tanto de IL-2 como de IL-2R (CD25), também aumenta a capacidade antiviral de células
T CD8+ (Barker et al., 1997). Outro estudo sugere que TNF-a pode afetar negativamente a capacidade de
células T CD8+ suprimirem a replicagdo viral (Kubo et al., 1997).

No modelo de infeccdo aguda em co-cultura DC-CD4+, citocinas que estimulam a
proliferacdo de células T, como IL-2 e IL-4, aumentaram a replicacdo viral, enquanto os efeitos
de IL-12 foram mais complexos. A producdo de HIV-1 foi inibida pelo blogueio de IL-2
produzida de modo enddgeno, bem como pela adicdo de IL-10, a qual blogueia secrecao de IL-2,
funcBes de APC e ativacdo T. Citocinas pro-inflamatorias induziram um aumento moderado da
replicacdo viral em co-culturas de DC pulsadas com HIV e células T CD4+ ndo estimuladas
(Weissman et al., 1996).

O papel das citocinas na regulacdo de producdo viral foi observado em varios sistemas,
como descrito acima, entretanto, muitos aspectos dessa regulacdo ainda continuam em aberto

demandando mais pesquisas.
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RELEVANCIA DO ESTUDO E OBJETIVOS

O estudo do papel de linfocitos T CD8+ na infec¢do pelo HIV-1 tem seguido duas linhas
principais de investigacdo: atividade citotdxica virus-especifica e capacidade antiviral néo-
citolitica (revisado em Yang & Walker, 1997). Alguns trabalhos sugeriram que estas duas
funcBes efetoras seriam em parte mediadas pela mesma subpopulacdo de células CD8+ (Toso et
al. 1995, Buseyene et al. 1996, Yang et al. 1997).

Como as células T CD8+ apresentam alteragdes fenotipicas e funcionais que
comprometem seu papel protetor durante a progressao da doenca (revisdes de Lieberman et al.,
2001 e McMichael & Rowland-Jones, 2001), o estudo destas alteracbes pode contribuir, portanto,
para um melhor entendimento da imunopatogénese da infeccdo pelo HIV-1, bem como para o
melhor desenho de vacinas e/ou imunoterapias. H& de se considerar também que o fato de as
préprias células T CD8+ serem alvos de infeccdo pelo virus (discutido na revisdo de Meireles-de-
Souza & Shattock, em anexo) teria impacto na imunopatogénese e no desenvolvimento de
vacinas e/ou imunoterapias.

Assim, o objetivo geral desta tese foi estudar alteracfes fenotipicas e funcionais de células
T CD8+, em modelos in vitro de infeccdo pelo HIV-1, além de sua propria infeccdo pelo virus
como potencial fator de distdrbio.

Procuramos relacionar fenétipos, como p. ex. as subpopula¢es CD28+ ou CD57+, com

1) infeccdo por variantes X4 ou R5 de HIV-1, em culturas de CBMC ou PBMC;

2) funcoes, tais como inibicdo de proliferacdo celular ou de producéo viral; ou ainda com

3) a susceptibilidade a infeccdo pelo HIV-1, inclusive durante sua interacdo com células
dendriticas.

Do mesmo modo, investigamos a possivel associacao entre a infec¢do das células CD8+ e

4) sua atividade antiviral, ou
5) contribuicdo para a producéo total de HIV-1, utilizando para isso culturas de PBMC, co-
culturas de células CD8+ e CD4+, ou ainda modelo de interagcdo com células dendriticas.

Além disso, como a progressédo da infeccdo pelo HIV-1 é acompanhada por alteracdes no
perfil de citocinas, decidimos analisar os efeitos de citocinas yc (IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15) sobre

6) a susceptibilidade a infeccdo pelo HIV-1, e
7) atividade antiviral dos linfocitos T CD8+,

incluindo o papel de IL-15 enddgena ou exdgena durante a interacdo com células dendriticas.
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ESTUDO 1

RACIONAL E OBJETIVOS

A progressdo da infeccdo pelo HIV-1 € acompanhada por alteraces ndo so6 do sistema
imune, mas também do virus, predominando aqueles que utilizam o co-receptor CCR5 em
estagios iniciais e 0os que utilizam o co-receptor CXCR4 em estagios avancados (revisado em
Miedema et al, 1994; Berger et al, 1999; Rowland-Jones, 2003). Né&o se sabe ao certo o porqué
destas alteracbes, mas é plausivel que tanto o sistema imune possa interferir no processo de
mudanca na utilizacdo de co-receptores pelo HIV-1, como também os diferentes tipos de virus

possam afetar de modo diverso as células do sistema imune.

No caso dos linfécitos T citotdxicos, € bem conhecida a pressdo seletiva que exercem
sobre os virus, inclusive o HIV-1 (Nowak et al., 1995; Koenig et al., 1995), assim como
alteracOes fenotipicas e funcionais que comprometem seu papel protetor durante a progressdo da
infeccdo pelo HIV-1 (Champagne at al., 2001; revisdes de Lieberman et al., 2001 e McMichael
& Rowland-Jones, 2001). Alguns trabalhos propGem que estas alteracdes seriam derivadas de um
processo de senescéncia acelerado (revisado em Appay & Rowland-Jones, 2002). Entretanto, ndo
existem relatos da possivel influéncia de variantes R5 ou X4 de HIV-1 sobre as alteracdes de
celulas T CD8+.

Assim, neste primeiro estudo, objetivamos:

1. Analisar a influéncia do virus HIV-1, de variante R5 ou X4, sobre o fendtipo de
células T CD8+.

2. Comparar os efeitos de HIV-1 sobre o fenétipo de células T CD8+ de neonatos com
seus efeitos em células T CD8+ de adultos, incluindo andlise de marcadores de

senescéncia.

Para isso, infectamos, in vitro, células mononucleares de sangue de corddo umbilical
(CBMC), utilizadas como fonte de células naive, ou células mononucleares de sangue periférico
(PBMC) de adultos, com variantes R5 (HIV-1ga ) ou X4 (HIV-1;,5 e HIV-1gE).
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Alteragdes fenotipicas de células T CD8+ em culturas de CBMC e PBMC
infectadas pelo HIV-1.

RESUMO

Durante a progressdo da infeccdo por HIV-1, ocorre expansdo das células T CD8+,
predominantemente as de fendtipo CD28-, com expressdao aumentada de CD57, HLA-DR,
CD45R0O e CD38. A aquisicdo da expressdo de CD57 (e perda de CD28) pode resultar da
ativacdo em longo prazo das células T CD8+, embora alguns estudos sugiram uma expanséo
antigeno-especifica das células CD8+CD57+. Para avaliar a contribuicdo do virus HIV-1 nas
mudancas fenotipicas de células T CD8+, analisamos a expressdo de CD57, CD28, CD27,
CD45RA e CD45R0 apo6s infecgdo de células mononucleares de sangue de corddo umbilical
(CBMC), ou células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de adultos, com variantes R5
(HIV-1g,.) ou X4 (HIV-1y5 e HIV-1gg). Encontramos, in vitro, um padréo fenotipico similar ao
que ocorre durante a progressdo da infec¢do in vivo (embora ndo estatisticamente significativo):
reducdo do fenétipo naive (CD8+CD27+CD45RA+), aumento do fenétipo ativado/de memoria
(CD8+CD27+CD45RA- ou CD8+CD27+CD45R0O+), bem como de células do estagio
intermediario (CD8+CD27-CD45RA-), raras em individuos normais. Em culturas de CBMC,
utilizadas como fonte de celulas naive, observamos um aumento de células CD8+CD57+ em
culturas infectadas por virus X4, enquanto a queda de expressao de CD27 em linfocitos T CD8+
nestas culturas infectadas ndo apresentou uma associacdo especifica ao virus X4. Estes mesmos
marcadores, em células T CD8+ de adultos, apresentaram niveis de expressdo in vitro
diretamente relacionados a idade do doador. Portanto, nossos dados sugerem que o virus HIV-1
pode influenciar, direta ou indiretamente, as mudancas fenotipicas das células T CD8+, e que 0
uso de modelos de infeccéo in vitro pode ser Util para o estudo destas alteragdes e manipulacGes

terapéuticas.
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INTRODUCAO

Durante a progressdo da infeccdo por HIV-1, ocorre expansdo de células T CD8+
predominantemente CD28-, com aumento da expressao de CD57, HLA-DR, CD45R0O e CD38
(Ho et al., 1993, Borthwick et al., 1994, Vingerhoets et al., 1995, Lynne et al., 1998, Tomiyama
et al., 2000), enquanto os nameros de células T CD8+ com o fendtipo naive diminuem (Roederer
etal., 1995).

Em individuos normais, a molécula CD57 é encontrada essencialmente na subpopulagéo
CD8+ que expressa o fenotipo efetor CD8+CD27-CD28-CD45RA+ (revisdo por Hamann et al.,
1999a). Em resposta a infecgdo viral, ocorre uma expansdo inicial de células CD8+ com o
fenotipo de meméria CD27+CD28+CD45RA-CD45R0O+ e, no processo de diferenciacdo de
linfocitos CD8+; h& uma perda sucessiva de CD28 e CD27 e aumento da expressdo de CD57
(Hamann et al., 1997, 1999a, 1999b). Entretanto, em pacientes infectados com HIV-1, o
amadurecimento de células CD8+ T especificas para o HIV-1, mas ndo para o CMV, parece
deficiente, com células CD8+ especificas para o HIV-1 apresentando expressao persistente de
CD27, baixos niveis de perforina e o fendtipo CD28-CD45RA-CD45R0O+ ou CD45RA-CCR7-
(Andersson et al., 1999; Appay et al., 2000, Champagne et al., 2001; Chen et al., 2001;
Watanabe et al., 2001, revisdes de McMichael, 2000; McMichael & Rowland-Jones, 2001 e
Lieberman et al., 2001).

A aquisicdo da expressdo de CD57 (e perda de CD28) pode resultar da ativacdo crbnica
das células T CD8+. O fato de que as células CD8+ sdo submetidas a grande expansdo durante
infecgBes virais poderia por si contribuir para as alteracfes fenotipicas observadas durante a
progressdo dessas doencas. Os processos de diferenciacdo envolvem ciclos de proliferacédo
celular sucessivos, que por fim conduzem as células a senescéncia (Effros et al., 1996, revisto por
Globerson & Effros, 2000). De fato, a expressao de CD57 em células T CD8+ esteve associada a
senescéncia derivada da proliferacdo celular e a apoptose induzida por ativacdo (Brenchley et al.,
2003). No entanto, as subpopula¢bes CD8+CD57+ e/ou CD8+CD28- sdo acumuladas in vivo
durante infecgdes virais (Borthwick et al., 1994, Vingerhoets et al., 1995), ou in vitro, quando
mantidas em presenca de IL-2, com ou sem estimulos prévios com PHA ou anti-CD3 (Mollet et
al., 1998, Borthwick et al., 2000).
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Por outro lado, alguns estudos sugeriram uma expansdo antigeno-especifica de células
CD8+CD57+. A expressdao de CD57 foi associada a uma infecgdo prévia com CMV (Maher et
al., 1985, Wursch et al., 1985, Wang et al., 1993, Hooper et al., 1999), mesmo em individuos
infectados com HIV-1 (Evans et al., 1999). Ja as culturas de PBMC oriundas de individuos
infectados com HIV-1 apresentaram expansao da subpopulagcdo CD8+CD57+ se estimulados com
APC carregadas com HIV-1 (Mollet et al., 1998) ou com fibroblastos transfectados com nef
(Silvestris et al., 1999).

Entretanto, ndo existem relatos da possivel influéncia de variantes R5 ou X4 de HIV-1
sobre as alteragdes de células T CD8+. Desse modo, objetivamos nesse estudo analisar a
influéncia de cepas de HIV-1 do tipo R5 ou X4 sobre o fendtipo de células T CD8+ apds infec¢do
in vitro de células mononucleares de sangue de corddo umbilical (CBMC), utilizadas como fonte
de células naive, ou células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de adultos.
Comparamos os efeitos de HIV-1 sobre o fendtipo de células T CD8+ de neonatos com seus
efeitos em células T CD8+ de adultos, utilizando como marcadores de diferenciacdo e
senescéncia CD27, CD28, CD45RA, CD45R0 e CD57.
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METODOLOGIA

Culturas celulares

PBMC e CBMC foram isolados por gradiente de centrifugacdo em Ficoll-Hypaque
(Sigma, Sigma-Aldrich Inc., Saint Louis, MO, USA) a partir de sangue obtido de voluntarios
adultos sadios ou de cordao umbilical proveniente de partos sem complica¢fes, com a aprovagao
do Comité de Etica do St. George’s Hospital Medical School (University of London, UK).

As culturas foram estabelecidas em densidade celular de 1x10%ml (37°C, 5% CO,) em
meio RPMI 1640 completo: suplementado com 10% soro fetal bovino (FCS), glutamina,
penicilina e estreptomicina (Sigma). Culturas de PBMC e CBMC foram estimuladas com 10
pg/ml PHA (Sigma) por 3 dias e a partir dai mantidas em meio de cultura completo suplementado
com IL-2 (30 Ul/ml, Boehringer-Mannheim, Roche Diagnostics Ltd, East Sussex, UK). O meio

foi trocado duas vezes por semana.

Virus

As variantes R5 (HIV-1g, ) e X4 (HIV-1j5 and HIV-1ge) de HIV-1 foram obtidas da
Centralised Facility for AIDS Reagents (Medical Research Council, UK). Estoques virais de
HIV-1g, foram crescidos em culturas de PBMC ativadas por PHA, enquanto HIV-1;,5 e HIV-
1ge foram crescidos em células CEM (também obtidas da Centralized Facility for AIDS

Reagents, Medical Research Council, UK).
Infeccdo in vitro por HIV

Cada cultura estimulada por PHA de PBMC ou CBMC foi fracionada: parte foi mantida
como controle e parte foi infectada por HIV-1ga, HIV-1,58 ou HIV-1ge a MOI 0.01, por 2 horas

a 37°C, e entdo lavadas 3X em PBS. As culturas ndo infectadas e infectadas foram mantidas na

presenca de I1L-2 (30 Ul/ml, Roche) durante toda a cinética.
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Anélise fenotipica de células CD8+

Para analisar o fendtipo das células T CD8+ em culturas infectadas ou controle, os
seguintes anticorpos monoclonais foram utilizados em estudos de marcacao tripla: anti- CD27-
Fluorescein IsoThioCyanate (FITC), anti-CD27-R-Phycoerythrin (RPE), anti-CD28-FITC, anti-
CD28-Cy-Chrome™ (CyCh), anti-CD57-FITC, anti-CD45RA-FITC, anti-CD45RA-RPE, anti-
CD45R0-RPE, anti-CD45R0-CyCh, anti-CD8-RPE e anti-CD8-CyCh (PharMingen, Becton-
Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA), bem como anti-CD27-FITC, anti-
CD57-FITC, anti-CD45RA-Phycoerythrin (PE) and anti-CD8-Peridin Chlorophyll Protein
(PerCP) (Becton-Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA). Os controles
utilizados foram: anti-lgG1-FITC, anti-lgM-FITC, anti-lgG1-PE, anti-lgG2a-RPE, anti-lgG2a-
CyCh, anti-lgG2b-FITC, anti-lgG2b-RPE, anti-lgG1-CyCh (PharMingen), anti-lgG1-FITC, anti-
IgM-FITC, anti-lgG2b-PE e anti-lgG1-PerCP (Becton-Dickinson).

As células foram analisadas em um citémetro de fluxo FACScan (Becton-Dickinson) e 0s

dados analisados por software WinMDI version 2.8 (disponivel em http://facs.scripps.edu).

Andlise estatistica

As subpopulacdes celulares em diferentes condigdes de cultura foram comparadas através

do teste t de Student, utilizando o software GraphPadPrism version 4.
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RESULTADOS

Culturas de CBMC ou PBMC infectadas pelo HIV-1 apresentam maior aumento relativo
de linfocitos T CD8+, porém menor numero absoluto de células T CD8+ que culturas néo

infectadas.

Culturas de PBMC ou CBMC estimuladas com PHA e mantidas em presenca de IL-2
apresentam expansdo de linfécitos T CD8+ (Mollet et al., 1998, Borthwick et al., 2000),
entretanto 0 aumento numeérico de células CD8+ foi menor em culturas infectadas que naquelas
ndo infectadas. Culturas infectadas apresentaram menor viabilidade celular que as néo infectadas,
sendo menor a viabilidade das culturas infectadas por virus X4 (HIV-1,s < HIV-1gg) que das
infectadas por virus R5 HIV-1g,_ (dados ndo mostrados). Em consequéncia, o0 aumento absoluto
de células foi menor em culturas infectadas (HIV-1,s < HIV-1ge < HIV-1g,), incluindo o de
células T CD8+.

Por outro lado, como era de se esperar pela morte de linfocitos T CD4+, encontramos
aumento percentual de células CD8+ nas culturas infectadas em relagdo as ndo infectadas, o qual
foi maior para CBMC (em torno de 40%) que para PBMC (aproximadamente 15 a 20%).

O padréo fenotipico de células T CD8+ durante a infeccdo in vitro pelo HIV-1 assemelha-se

ao observado em pacientes.

Em culturas de CBMC ou PBMC infectadas pelo HIV-1, observamos uma diminuicao da
subpopulacdo de células T CD8+ naive (TN), com fenétipo CD27+CD45RA+ (figura 1.1A) ou
CD27+CD45R0- (figura 1.1B), especialmente nas culturas infectadas pelo virus X4 (111B), ainda
que ndo estatisticamente significativo, sugerindo um paralelo a perda de linfécitos CD8+ naive
durante a progressdo da doenga (Roederer et al., 1995). De fato, ao contrario do que ocorre em
culturas nédo infectadas, nas quais o fenoétipo naive de células T CD8+ de neonatos permanece
predominante, mesmo que estimuladas in vitro com PHA, a diminuicdo do percentual de células
T CD8+CD27+CD45RA+ (figura 1.1A) nas culturas de CBMC infectadas com variante X4 é tal
gue passa a apresentar expressdo do feno6tipo naive similar ao de cultura ndo infectada do doador

PB1 (mais jovem que PB2).
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Figura 1.1. Expressdo das moléculas (A) CD27 e CD45RA, ou (B) CD27 e CD45RO0, em células CD8+
(gating na populagdo CD8+) em culturas de PBMC (de 2 diferentes doadores saudaveis: PB1, com 21
anos de idade, e PB2, com 36 anos de idade) ou CBMC (CB) néo-infectadas (NI) ou infectadas pelos
variantes X4 (HIV-1,g) ou R5 (HIV-1g, ) de HIV-1, no dia 30 ap6s o estimulo com PHA. No inserto
estdo representadas as localizagcdes nos quadrantes das subpopulagGes de células CD8+: TN (T Naive),
TM/ativado (T Memodria/ativado), TE (T Efetora), Ti (T intermediéria).
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Neste sentido, o incremento de percentual da subpopulacdo CD8+CD27-CD45RA+,
considerada de fenotipo efetor (TE), nas culturas de CBMC infectadas com HIV-1 pode ter
surgido pela aceleracdo da perda de expressdo de CD27 nestas células naive CD8+CD45RA+ de
neonato. Se a presenca do virus HIV-1 induziu ou ndo a diferenciacdo de células T CD8+ naive
em efetoras sO poderia ser avaliado por estudos funcionais, porém, a presenca de IL-2 nestas
culturas poderia ser um fator predisponente a este fen6meno.

Em contraposi¢do a diminuicdo de células CD8+ naive, observamos um aumento do
fendtipo memoria/ativado (TM/ativado) CD27+CD45RA- (figura 1.1A) ou CD27+CD45R0O+
(figura 1.1B) de células CD8+ em culturas infectadas de PBMC ou CBMC, maior para HIV-1;;z
do que para HIV-1g,, comparado aos controles, embora ndo significativo estatisticamente. O
aumento do feno6tipo TM/ativado em maior proporcéo nas culturas de células de neonatos que
adultos parece estar em linha com o maior aumento percentual de células CD8+ em CBMC que
PBMC (dados ndo mostrados).

Células CD8+ com fenotipo TM/ativado CD28+CD45RA- foram também encontradas em

niveis mais altos em culturas de PBMC infectadas pelo variante X4 que R5 (figura 1.2).
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Figura 1.2. Expressdo das moléculas CD28 e CD45RA em células CD8+ (gating na populagdo CD8") em
culturas de PBMC (de 2 diferentes doadores saudaveis: PB1, com 21 anos de idade, e PB2, com 36 anos
de idade) ndo-infectadas (NI) ou infectadas pelos variantes X4 (HIV-1,,g) ou R5 (HIV-1g,) de HIV-1, no
dia 30 apo6s o estimulo com 10 pg/ml PHA (culturas mantidas em presenca de 30 Ul/ml IL-2).

Estas populacdes parecem corresponder a expansdo inicial de células CD8+ com o
fendtipo de memdria/ativado CD27+CD28+CD45RA-CD45R0O+ descrito em resposta a infeccdo

viral (Hamann et al., 1997, 1999a, 1999b). Por outro lado, o aumento da subpopulacdo
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intermediaria CD28-CD45RA-/CD45R0O+ (figura 1.2), ou CD27-CD45RA-/CD45R0O+ (figura
1.1) em culturas de PBMC infectadas com HIV-1, especialmente pelo variante X4, sugere um
amadurecimento deficitario de células CD8+ T, como relatado in vivo em pacientes infectados
(McMichael & Rowland-Jones, 2001; Lieberman et al., 2001). Provavelmente devido ao n

pequeno, ndo fomos capazes de encontrar significancia estatistica.

A perda de expressdo de CD27 ndo apresenta uma associacao especifica aos variantes de

HIV-1.

Ainda indicando uma diferenciacdo alterada de células T CD8+ em presenca do virus
HIV-1, observamos que nem sempre houve perda da expressdo de CD27 em culturas de PBMC
infectadas em relagdo as culturas ndo infectadas (PB2, na figura 1.3). De fato, em pacientes
infectados com HIV-1, células CD8+ especificas para 0 HIV-1 apresentam expressdo persistente
de CD27 (Appay et al., 2000).
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Figura 1.3. Expressdo da molécula CD27 nas células CD8+ (gating em CD8+) em culturas de PBMC (de
2 diferentes doadores saudaveis: PB1, com 21 anos de idade, e PB2, com 36 anos de idade) ou CBMC
(CB) néo-infectadas (NI) ou infectadas pelos variantes X4 (HIV-1;g) ou R5 (HIV-1g,) de HIV-1, no dia

30 apds o estimulo com PHA.
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Por outro lado, apesar de células T CD8+ de neonatos permanecerem predominantente
CD27+ mesmo quando estimuladas por mitégeno, observamos diminuicdo da expressdo de CD27
(p<0,05) na populagdo CD8+ (gated) em culturas de CBMC infectadas, sem uma associa¢ao

especifica aos variantes de HIV-1 (figura 1.4).
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Figura 1.4. A perda de expressdo de CD27 ndo apresenta uma associacdo especifica aos variantes de
HIV-1. (A) Percentual da subpopulacio CD8+CD27+ em culturas de CBMC. (B) Percentual da
subpopulacdo CD27+ em células CD8+ (gated) em culturas de CBMC. NI (ndo infectadas), BAL
(variante R5 HIV-1g, ), RF (variante X4 HIV-1gg) e B (variante X4 HIV-1;g). (*p<0,05, teste t ndo

pareado, bicaudal).

A expressdo do marcador de senescéncia CD57 aumenta em linfocitos CD8+ de culturas de
CBMC infectadas por variante de HIV-1 X4, mas ndo R5.

E interessante notar que o incremento da populagdo CD8+CD57+ foi proporcionalmente
maior em culturas de CBMC que PBMC, o que poderia estar relacionado a maior expansao de
células CD8 em culturas de células mais jovens. Neste sentido, também foi maior o aumento da
populacdo CD8+CD57+ na cultura do doador PB1 (individuo mais jovem) que PB2, embora nédo
estatisticamente significativo (figura 1.5). De acordo com a literatura, encontramos percentuais
mais altos de CD8+CD57+ (figura 1.5) e CD8+CD27-(figura 1.3), em células CD8+ de
individuos mais velhos, mesmo em culturas ndo-infectadas, sustentando a associacdo dessas
subpopulagdes CD8+ a senescéncia do sistema imune. De fato, a presenca da molécula CD57 foi

detectada predominantemente em células CD8+CD28- de culturas de PBMC, enguanto
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em culturas de CBMC esteve presente principalmente na subpopulacdo CD8+CD28+ (dados nédo

mostrados).
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Figura 1.5. (A) Expressdo do fen6tipo CD8+CD57+ (quadrante superior direito) de células T (gating em
células CD3+) em culturas de PBMC (de 2 diferentes doadores saudaveis: PB1, com 21 anos de idade, e
PB2, com 36 anos de idade) ou CBMC (CB) ndo-infectadas (NI) ou infectadas pelos variantes X4 (HIV-
1,8) ou R5 (HIV-1g, ) de HIV-1, no dia 30 apos o estimulo com PHA.  (B) Percentual da subpopulagéo
CD8+CD57+ (gating em células CD3+) em culturas NI (ndo infectadas), ou infectadas por BAL (variante
R5 HIV-1g, ), RF (variante X4 HIV-1gg) e HIB (variante X4 HIV-1;g). Culturas de PBMC indicadas na

figura como PB1 ou PB2 (de seus respectivos doadores), as outras culturas séo de CBMC.
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Células naive ndo expressam a molécula CD57 (Hamann et al., 1999a, 1999b). Porém,
quando as culturas de CBMC previamente estimuladas com PHA foram infectadas com HIV-1,
observamos aumento da expressdo da CD57 (p<0,05) em culturas infectadas por variante X4
HIV-18 (ou HIV-1gg), mas ndo pelo variante R5 HIV-1g,, quando comparadas as culturas ndo

infectadas (figura 1.6), sugerindo um papel para o virus X4 na modulacéo da expressao de CD57.
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Figura 1.6. A expressdo do marcador de senescéncia CD57 aumenta em linfocitos CD8+ de culturas de
CBMC infectadas por variante de HIV-1 X4, mas ndo R5. (A) Percentual da subpopulagdo CD8+CD57+
em culturas de CBMC. (B) Percentual da subpopulacdo CD57+ em células CD8+ (gating em CD8"%") em
culturas de CBMC. NI (ndo infectadas), BAL (variante R5 HIV-1g, ), RF (variante X4 HIV-1gg) e 11IB
(variante X4 HIV-1;,g). (*p<0,05 e **p<0,005, teste t ndo pareado, bicaudal).
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DISCUSSAO

Neste estudo, observamos que a infec¢do in vitro com virus HIV-1 induziu alteraces do
fenotipo de células T CD8+ prdximas daquelas observadas in vivo durante a progressao da
infeccdo pelo HIV-1, como diminuicdo do fendtipo naive de células T CD8+ (Roederer et al.,
1995), aumento de células senescentes CD8+CD57+ (Borthwick et al., 1994, Mollet et al., 1998)
e TM/ativadas CD8+CD45R0O+ ou CD45RA- (Ogg et al., 1999, Ross et al., 2000). As alteragdes
fenotipicas foram sempre mais evidentes com HIV-1 X4 que R5, assim como in vivo as
mudancgas que ocorrem em células T CD8+ sdo acentuadas com a progressao da infeccao
(revisado em Cohen et al., 1997), a qual apresenta associacdo com a variante X4 (revisado em
Berger et al., 1999).

Como células naive ndo expressam CD57 (Hamann et al., 1999a), a expansdo da
subpopulacdo CD57+ de células CD8+ de neonatos, observado na infeccdo por HIV-1j
(p<0,005) ou HIV-1ge (p<0,05), mas nao HIV-1g,., sugere que o virus HIV-1, especialmente de
tipo X4, levaria ao aumento de expressdo da molécula CD57 em células T CD8+ durante a
progressao da doenca. A molécula CD57 pode aparecer na superficie de células T CD8+ como
resultado de ativacdo a longo-prazo de células CD57- que perdem a sua capacidade de proliferar
apos atingir estagio de diferenciagdo terminal (Dupuy d’Angeac et al., 1994, Mollet et al., 1998).
De acordo com opinido de Kern e colaboradores (1996), estas células CD8+CD57+ ndo
representariam um marcador do desenvolvimento de imunodeficiéncia, e sim de diferenciacdo
terminal/ativacdo imune. Neste contexto, em relacdo ao perfil de secrecdo de citocinas, esta
subpopulacédo de células CD8+CD28-CD57+ parece apresentar mais caracteristicas de células em
estagio terminal de diferenciagdo, com maior producéo de IFN-y e, geralmente, sem producdo de
IL-2 (Dupuy d’Angeac et al., 1994, Van den Hove et al., 1998, Kern et al., 1999, Silvestris et al.,
1999).

Ndo podemos afirmar se estas células CD8+CD57+ sdo especificas para antigenos de
variantes X4 de HIV-1. A expansdo desta subpopulacdo in vitro com estimulo por células
apresentadoras de antigeno carregadas com peptideos HIV-1 (Mollet et al., 1998) ou por
fibroblastos transfectados com nef (Silvestris et al., 1999), e o fato das células CD8+CD57+
serem oligoclonais (Batliwalla et al., 1996, Morley et al., 1995, Wang et al., 1995, Weekes et al.,
1999b) sugerem a expansao especifica da subpopulacdo CD8+CD57+.
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Encontramos expressdo de CD57 inclusive naquelas células CD8+ que co-expressam
CD28 (dados ndo mostrados), o que € raro em individuos normais (Azuma et al., 1993a,
Vingerhoets et al., 1995, Kern et al., 1996). E possivel que as células CD28+CD57+ detectadas
em nossas culturas infectadas com HIV-1 correspondam a um estagio precursor de células CD28-
CD57+, ja que em receptores de transplante alogeneico de rim a reativacdo de CMV induziu
mobilizacdo de ceélulas CD28+CD57+ antes da expansdo de células CD28-CD57+ no
compartimento de linfocitos T CD8+ (Hazzan et al., 1997). Por outro lado, uma propor¢ado
relativamente alta de células CD8+CD28- ndo expressa CD57, como ja observado, especialmente
em pacientes infectados por HIV-1 (Vingerhoets et al., 1995).

O fato de que a modulacdo da expressdo das moléculas CD27, CD28 e CD57 nos
linfocitos T CD8+ ocorre apos sucessivas proliferagdes celulares, como demonstrado in vitro (de
Jong et al., 1991b; Hintzen et al., 1993; Mollet et al., 1998; Labalette et al., 1999; Borthwick et
al., 2000), e indicado pela sua senescéncia (Globerson & Effros, 2000; Brenchley et al., 2003),
sugerem que essas mudancas fenotipicas podem resultar da ativacao crénica de células T CD8+.
De fato, em individuos normais, durante o envelhecimento, a expressdo de CD27 e CD28 em
linfocitos CD8+ estd diminuida, enquanto as células CD8+CD57+ se acumulam (Rosenkranz et
al., 1992; Bandrés et al., 2000). Neste sentido, nds encontramos percentuais mais altos de CD57+
e CD27- em células CD8+ de individuos mais velhos, mesmo em culturas ndo-infectadas,
sustentando a associacdo dessas subpopulagdes CD8+ a senescéncia do sistema imune.

E possivel que o virus HIV-1 possa exacerbar alteragbes fenotipicas tipicas de
senescéncia em células CD8+. De fato, muitos trabalhos propuseram que o HIV-1, através de
ativacdo direta ou indireta, pode acelerar mudancas fenotipicas e funcionais no sistema imune

tipicas do envelhecimento (revisado em Appay & Rowland-Jones, 2002).
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RACIONAL E OBJETIVOS

As células T CD8+CD57+, predominantemente CD28-, que se encontram expandidas
durante a progressdo da infeccdo por HIV-1 (Ho et al. 1993, Borthwick et al. 1994, Vingerhoets
et al. 1995, Lynne et al. 1998, Tomiyama et al. 2000), estdo associadas a uma série de atividades
supressoras que diferem dependendo da origem dessas células ou estimulos. A subpopulacdo T
CD8+CD57+ de pacientes infectados com HIV-1 pode inibir a atividade citotoxica anti-HIV-1
(Joly et al., 1989, Sadat-Sowti et al., 1991, 1994a, 1994b) e produzir fator soltvel que inibe a
proliferacdo de células PBMC estimuladas com os mitdgenos pokeweed (PWM) e
fitohemaglutinina (PHA). Entretanto, células CD8+CD57+ de individuos saudaveis suprimem,
por contato de membrana, a resposta proliferativa de PBMC ao PWM, mas ndo ao PHA, e nédo
inibem a resposta citotdxica anti-HIV-1 (Wang et al., 1993, 1994).

Considerando o papel supressor de células T CD8+CD57+ na replicacdo do HIV-1,
Plaeger-Marshall et al. (1992), observaram que as células T CD8+ depletadas da subpopulacdo
CD57+ de pacientes infectados com HIV-1 ndo inibem a replicacdo viral. Entretanto, Landay et
al. (1993) ndo encontraram diferencas na atividade supressora da replicacdo de HIV-1 entre as
subpopulacGes CD57+ e CD57- de células T CD8+ ndo-estimuladas de pacientes infectados com
HIV-1 ou de células T CD8+ ativadas com PHA de individuos saudaveis.

Os dados in vivo também sdo contraditorios ao considerar o papel supressor da
subpopulacdo CD8+CD57+ na replicagdo HIV-1. A emergéncia de células T CD8+CD57+
durante a infec¢do por HIV-1 mostrou-se associada a um setpoint viral reduzido (Lieberman et
al., 1999). Entretanto, na progressdo da doenca, a expansdo desta subpopulacdo mostrou-se
associada a niveis plasmaticos aumentados de RNA viral (Levacher et al., 1992, Mathé et al.,
1994). Em contraste, Mollet et al. (1998) ndo encontraram correlagéo significativa entre a
expansdo de células CD8+CD57+ e carga plasmatica viral em pacientes infectados HIV-1.

Nesse estudo, nds objetivamos reavaliar a atividade inibitoria de células CD8+CD57+ na
producédo de HIV-1 em culturas estimuladas por PHA ou PWM e/ou mantidas na presenca de

interleucina 2 (IL-2), analisando dessa vez se o prejuizo da proliferacdo celular em culturas
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estimuladas com PWM, mas ndo em culturas ativadas com PHA, contribuiria para a inibi¢do da

producédo de HIV-1 mediada por células CD8+CD57+ derivadas de individuos saudaveis.

Assim, neste segundo estudo, tivemos como objetivos:

1-

Avaliar se em presenca das subpopulacbes CD8+CD57+ ou CD8+CD57- haveria
inibicdo de proliferacdo celular em co-culturas com CD8dPBMC (estimuladas por
PHA ou PWM e/ou mantidas na presenca de IL-2).

Avaliar se em presenca das subpopulacbes CD8+CD57+ ou CD8+CD57- haveria
inibicdo da producédo viral de HIV-1 do tipo X4 em co-culturas com CD8dPBMC
(estimuladas por PHA ou PWM e/ou mantidas na presenca de IL-2) infectadas in

vitro.
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A subpopulacdo T CD8+CD57+ exerce efeito inibidor sobre a proliferacao

celular e a producéo de HIV-1 do tipo X4.

RESUMO

Considerando a participacdo de células T CD8+CD57+ na supressdo da replicacdo do HIV-1,
dados anteriores in vivo e in vitro sdo contraditérios. A subpopulacdo CD8+CD57+ de pacientes
infectados com HIV-1 inibe a atividade citotoxica anti-HIV-1 e produz fator soltvel que inibe a
proliferacdo de PBMC induzida por pokeweed (PWM) ou fitohemaglutinina (PHA), enquanto
células CD8+CD57+ de individuos saudaveis suprimem, via contato célula a célula, a resposta
proliferativa de PBMC ao PWM, mas ndo ao PHA, e ndo inibem a citotoxicidade contra o virus.
No presente estudo, nos reavaliamos a atividade supressora de células CD8+CD57+ na replicacdo
do HIV-1 em culturas estimuladas pelos mitégenos PHA ou PWM e/ou mantidas na presenca de
interleucina 2 (IL-2), analisando dessa vez se a inibicdo da proliferacdo celular em culturas
estimuladas com PWM, e ndo com PHA (ja que tais células CD8+CD57+ seriam oriundas de
individuos saudaveis), contribuiria para a supressao da producdo de HIV-1. Nossos resultados
mostraram que a subpopulacdo CD8+CD57+ inibiu a producdo do variante X4 HIV-1gr em co-
culturas de PBMC depletadas de CD8 e estimuladas com PWM (CD8dPBMC), mas ndo em co-
culturas estimuladas com PHA ou mantidas na presenca de IL-2, sugerindo que sua atividade
CD8+CD57- inibiram a produgdo de HIV-1 X4 mesmo na presenca de proliferacdo celular.
Nesse sentido, células T CD8+CD57- responderam melhor a IL-2 e apresentaram inibi¢cdo mais
acentuada da producdo de HIV-1ge. Portanto, nossos dados ddo suporte a dependéncia do status
de ativacdo da célula alvo para a replicagéo viral e a identidade de células CD8+CD57-, inclusive
de individuos sadios, como fonte de atividade supressora de producéo de HIV-1 X4 semelhante a

CAF (fator antiviral de células CD8), a qual ndo prejudica a proliferacao celular.
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INTRODUCAO

Durante a progressao da infeccdo por HIV-1 ocorre expansdo de células T CD8+
predominantemente CD28-, com aumento de expressdo de CD38, HLA-DR, CD45R0O e CD57
(Ho et al. 1993, Borthwick et al. 1994, Vingerhoets et al. 1995, Lynne et al. 1998, Tomiyama et
al. 2000), enquanto os nameros de células T CD8+ de fenttipo naive diminuem (Roederer et al.
1995).

A exata funcdo das subpopulacbes CD8+ CD28- e CD57+ na infec¢cdo pelo HIV-1 nédo é
bem conhecida, tendo sido associada tanto a atividade citotdxica como a supressdo desta mesma
atividade. Células CD8+ CD28- e CD57+ se enquadram no fenétipo de CTL efetoras (Hamann et
al. 1999a, 1999b), e em pacientes infectados pelo HIV-1 foi verificado que elas expressam
perforina e funcionalmente podem exercer citotoxicidade, assim como produzem IFN-y
(Fiorentino et al. 1996, Ho et al. 1993, Borthwick et al. 1994, Dalod et al. 1996, Mollet et al.
1998, Lewis et al. 1999, Lieberman et al. 1999, Weekes et al. 1999a, 1999b; Eylar et al. 2001).
Por outro lado, células CD8+CD57+ podem inibir atividade citotoxica anti-HIV-1 (Joly et al.
1989, Autran et al. 1991, Sadat-Sowti et al. 1994a, 1994b). De fato, grandes proporc¢des de
células T CD8+ apresentam deficiéncia de funcdo efetora citotdxica em pacientes infectados pelo
HIV-1 (revisado em McMichael & Rowland-Jones, 2001 e Lieberman et al. 2001).

Alguns estudos sugerem que a expressdao de CD57 em células T CD8+ esta associada a
infeccdo prévia com CMV (Mabher et al. 1985, Wursch et al. 1985, Hooper et al. 1999, Wang et
al. 1993), mesmo em individuos infectados pelo HIV-1 (Evans et al. 1999). Células CD8+CD57+
purificadas ndo proliferam in vitro com estimulos como PHA, Con A, anticorpos anti-CD2, anti-
CD3, ou anti-CD3/anti-CD28 (Ruthlein et al. 1988, Rouleau et al. 1993, Borthwick et al. 1994,
Mollet et al. 1998), porém respondem a fibroblastos infectados com CMV, mas ndo com virus
herpes simplex tipo 1 ou com varicella zoster (Wang et al. 1995). Entretanto, culturas de PBMC
de individuos infectados pelo HIV-1 também apresentam expansdo da subpopulacdo
CD8+CD57+ quando estimuladas in vitro por células apresentadoras de antigeno carregadas com
peptideos HIV-1 (Mollet et al. 1998) ou por fibroblastos transfectados com nef (Silvestris et al.
1999), sugerindo ativacdo especifica pelos antigenos HIV-1.

Os estudos ja publicados sobre o fendtipo de células T CD8+ supressoras da replicacédo de
HIV-1 in vitro sdo contraditorios em relacdo a participacdo da subpopulacdo CD8+CD57+.

Enquanto Plaeger-Marshall e colaboradores (1992) observaram que células CD8+ depletadas da
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subpopulacdo CD57+ ndo inibiam tdo bem a replicagdo viral quanto a populacéo total de células
T CD8+, Landay e colaboradores (1993) ndo encontraram diferenca significativa entre as
subpopula¢Ges CD8+CD57+ e CD8+CD57-, ambas suprimindo a replicacdo viral. Por outro lado,
este Gltimo trabalho mostrou que o efeito supressor de células T CD8+ sobre a replicagdo de
HIV-1 est4 associado ao fenotipo HLA-DR+ e CD28+, como também verificado por Barker e
colaboradores (1997), especialmente apos a ativacdo de células CD8+CD28+ com anticorpos
anti-CD28.

Os dados in vivo também parecem contraditorios em relacdo ao papel supressor da
subpopulacdo CD8+CD57+ sobre a replicacdo de HIV-1. O aparecimento das células
CD8+CD57+ na infec¢do priméaria por HIV-1 foi associado a carga viral inicial reduzida,
sugerindo que elas possam contribuir para a contencao do virus no inicio da doenca (Lieberman
et al. 1999). Porém, com a progressdo da doencga, esta subpopulacéo é ainda mais expandida e
passa a apresentar-se associada ao aumento dos niveis de RNA viral plasmatico (Levacher et al.
1992, Mathé et al. 1994). Neste sentido, sabe-se que a atividade antiviral ndo citolitica de células
T CD8+ diminui com a progressdo da doenca (revisado em Levy et al. 1996). Por outro lado,
Mollet e colaboradores (1998) ndo observaram correlacdo significativa entre a expansdo de
celulas CD8+CD57+ em pacientes infectados pelo HIV-1 e a carga viral plasmatica.

As células CD8+CD57+ ja foram também relacionadas a supressao de proliferacdo de
PBMC em resposta a PWM (Wang et al. 1993, Frassanito et al. 1998); ou a PHA e aloantigenos
(Quan 1993). Desse modo, é possivel que a presenca desta subpopulacdo em maior percentual
durante a progressédo da infeccdo pelo HIV-1 possa suprimir a replicacdo viral pela inibicdo de
proliferacdo celular.

Portanto, nesse estudo objetivamos reavaliar a atividade inibitoria de células CD8+CD57+
na producdo de HIV-1 em culturas estimuladas por PHA ou PWM e/ou mantidas na presenca de
interleucina 2 (IL-2), analisando dessa vez se o prejuizo da proliferacdo celular em culturas
estimuladas com PWM, mas ndo em culturas ativadas com PHA, contribuiria para a inibi¢do da
producdo de HIV-1 mediada por células CD8+CD57+ derivadas de individuos saudaveis. Além
disso, por utilizarmos virus X4 (HIV-1,,g) nos ensaios de supressao viral, cuja produgdo ndo é
inibida por B-quimiocinas, poderemos inferir se estas subpopulacdes séo capazes de inibir a
replicacdo viral através de atividade semelhante ao CAF (Cellular Antiviral Factor ou Fator
Celular Antiviral), o qual ndo afeta a proliferagéo celular (revisado em Levy et al. 1996).
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METODOLOGIA

Virus

Estoques virais de HIV-1gg, uma variante X4 de HIV-1, foram crescidos em células CEM
(ambos obtidos da Centralized Facility for AIDS Reagents, Medical Research Council, UK).

Culturas celulares

NOs coletamos amostras de sangue em duas ocasifes de 4 voluntarios saudaveis para
estabelecer linhagens CD8+ e entdo purificar as fragdes celulares a serem usadas em co-culturas
autdlogas. PBMC foram isolados de amostras heparinizadas de sangue por densidade de
centrifugacdo em Fycoll-Hypaque (Sigma, Sigma-Aldrich Inc., Saint Louis, MO, USA).

PBMC foram preparados e processados, como destacado abaixo, para produzir as
seguintes condi¢cdes de cultura: 1) PBMC depletado de células CD8 (CD8dPBMC) e 2)
CD8dPBMC mais células autélogas CD8+CD57+ ou 3) CD8dPBMC mais células autélogas
CD8+CD57- cells. As culturas foram estabelecidas na densidade de 1x10° células / ml (37°C, 5%
CO,) em RPMI 1640 suplementado com 10% soro fetal bovino (FCS), glutamina, penicilina e
estreptomicina (Sigma). As células foram mantidas na presenca de IL-2 (301U/ml, Boehringer-
Mannheim, Roche Diagnostics Ltd, East Sussex, UK) desde o dia 0 ou ativadas com 0s mitdgenos
PHA (10 pg/ml, Sigma) ou PWM (1:80, Gibco BRL, Cergy-Pontoise, France) nos dias 0 e depois
de 3 ou 6 dias o meio foi trocado e a IL-2 foi acrescentada. Essas condi¢fes de cultura foram
mencionadas no texto como IL-2, PHA ou PWM, respectivamente. O meio de cultura foi trocado
duas vezes por semana.

Linhagens celulares CD8+ foram obtidas a partir de culturas a longo prazo (por mais de 1
més) de PBMC estimuladas com PHA e posteriormente mantidas em IL-2 (30 IU/ml, BM), sendo
re-estimuladas em intervalos de 2 semanas com PHA (10 pg/ml, Sigma), IL-2 (30 1U/ml, BM) e
PBMC alogeneico tratado previamente com 40ug/ml de mitomicina C (mit. C, Sigma) a 37°C por

30 minutos. Apds 3 dias, 0 meio era trocado e suplementado novamente apenas com IL-2.
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Purificacdo de Subpopulacgdes Celulares

As deplecdes e purificagdes celulares necessarias para os estudos funcionais foram
realizadas utilizando-se o sistema de selecdo celular com particulas super-paramagnéticas
acopladas a anticorpos especificos (MicroBeads) da Miltenyi Biotec, de acordo com o protocolo
fornecido pelo fabricante. Estas MicroBeads (50 nm de diametro) sdo biodegradaveis, e néo
interferem em ensaios bioldgicos, como previamente descrito (Manyonda et al. 1992).

As células foram ressuspensas em PBS suplementado com 0,5% BSA (Sigma) e 2 mM
EDTA (Sigma), e incubadas com MicroBeads (15 min/6°-12°C). Ap6s lavadas e ressuspensas no
mesmo tampdo, foram passadas por uma coluna de separac&o do tipo MS+ (para até 10’ células
positivas) ou LS+ (para até 10° células positivas). Estas colunas foram colocadas em campo
magnético de um separador MACS (Magnetic Cell Separator, MiniMACS ou MidiMACS,
respectivamente). As células magneticamente marcadas eram retidas na coluna, enquanto as nao
marcadas passavam. Estas células ndo marcadas constituiam as populacGes depletadas. Apds a
remocdo da coluna do campo magnético, foi encaixado um émbulo a sua parte superior e
utilizamos pressdo para retirar as células magneticamente retidas (fracdo celular positivamente
selecionada). Para a obten¢do de maior pureza, a fracdo positiva foi aplicada a uma nova coluna e
repetiu-se todo o processo.

A populacéo depletada de células CD8+ é aqui denominada CD8dPBMC, e foi isolada a
partir de PBMC recéem-obtido utilizando-se CD8 MicroBeads. Para facilitar a obtencdo de maior
namero de células CD8+CD57+, bem como CD8+CD57-, estas subpopulacGes de células T
CD8+ foram purificadas de linhagens celulares CD8+, previamente estabelecidas a partir de
sangue do mesmo doador. Para a selecdo destas células CD8+ utilizamos 0 MACS CD8 Multisort
Kit (MB). As células foram magneticamente marcadas com CD8 MultiSort MicroBeads, lavadas,
e aplicadas a coluna, a qual foi colocada sobre o campo magnético do separador MACS. As
células que passavam pela coluna foram coletadas como outra fragdo CD8dPBMC, néo utilizada
nos ensaios funcionais. As celulas da fracdo positiva (CD8+) eram aplicadas a uma nova coluna,
e, posteriormente, incubadas com o reagente Multisort Release (10 min/6°-12°C), o qual liberava
as Multisort Microbeads enzimaticamente. Apds serem lavadas, as células foram ainda incubadas

com o reagente MultiSort Stop, para inibir a reacdo de liberacdo em etapas subsequentes. Estas
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células CD8+ purificadas foram separadas em subpopula¢gdes CD57- e CD57+ incubando-se
primeiramente com anticorpo monoclonal anti-CD57-FITC (Pharmingen) e, apés lavadas, com
anti-FITC Microbeads (em gelo/30 min, cada incubacdo). As células foram ressuspensas no
tampdo PBS/BSA/EDTA, depois de haverem sido novamente lavadas, e entdo aplicadas a coluna,
utilizando-se os mesmos principios de selecdo negativa e positiva acima descritos para o
fracionamento celular.

A pureza das fracGes celulares foi verificada através de citometria de fluxo em FACScan
(BD).

Ensaio de atividade supressora das subpopulacbes CD8+CD57+ e CD8+CD57- sobre a
replicacdo de HIV-1

A fracdo fresca CD8dPBMC foi plaqueada a uma densidade de 2 x 10° células/poco em
placas de 96 pogos com fundo em U (Falcon, Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ,
USA) isoladamente ou em co-cultura com células autdlogas previamente expandidas
CD8+CD57+ e CD8+CD57- em razdes de dilui¢do de 50:1, 10:1 ou 2:1 (em triplicatas). Essas
células foram cultivadas nas condicdes IL-2, PHA ou PWM, como descrito acima. Depois de 3
ou 6 dias em cultura, as células foram infectadas por HIV-1gr por 2 horas a 37°C, e entdo lavadas
3X em PBS. As culturas infectadas foram mantidas na presenca continuada de 1L-2 a 37°C for
pelo menos 20 dias, e analisadas quanto a producao de HIV-1gk.

A producéo viral foi quantificada pela atividade da enzima transcritase reversa (RT),
como descrito abaixo, e foi expressa como cpm/5ul (volume de sobrenadante de cultura usado no
mini ensaio RT). A percentagem de supressdo da producdo viral mediada por ceélulas
CD8+CD57+ ou CD8+CD57- foi calculada usando os valores de RT encontrados em cada dia da

cinética em que ocorreu o pico da producéo viral por CD8dPBMC, através da formula:

% Supressao = 100 — (valor em cpm da co-cultura da subpopulacdo CD8+/CD8dPBMC) x 100
(valor em cpm da cultura CD8dPBMC)

NOs consideramos o limiar de supressdo como 40%, de acorpo com as baixas
percentagens de células CD8+ usadas nesses ensaios, e o fato de que elas foram derivadas de

doadores saudaveis (veja os comentarios por Levy et al., 1996 e Tomaras & Greenberg, 2001).
70



Estudo 2

Ensaio Mini RT de atividade da enzima Transcriptase Reversa

Sobrenadantes de culturas infectadas foram coletados periodicamente e mantidos a -80°C
até que sua atividade RT fosse medida através do ensaio “mini” RT descritos por Willey et al.
(1988). Em resumo, 5ul de sobrenadante de cultura foi adicionado a triplicata a uma mistura de
25ul contendo poli (A), oligo (dT), MgCl, and *P DTTP (**P marcado com deoxitimidina
trifosfato 5°; Amersham Pharmacia Biotech UK Limited, Buckinghamshire, UK). Depois de 2
horas de incubagdo a 37°C, 5ul da mistura de reacdo foi pipetada para filtros de papel DE81
(Whattman LabSales, Hillsboro, OR, USA). Os filtros foram secados e lavados 5x em 2X SSC e
mais duas vezes em etanol 95%. Os filtros foram secados novamente e a atividade RT foi medida
pela radioatividade contada com o 1450 Microbeta Plus Wallac (Perkin-Elmer Applied

Biosystems, Warrington, UK).

Ensaio de atividade supressora da proliferacdo celular das subpopulacbes CD8+CD57+ e
CD8+CD57-

A atividade supressora de proliferacdo celular das subpopulacdes de células T CD8+
CD8+CD57+ and CD8+CD57-foi avaliada em paralelo a sua atividade antiviral ndo citolitica,
nas mesmas condi¢fes de cultura utilizadas para o ensaio de supressdo viral, exceto pela
infeccao.

A incorporagdo de 1 uCi de *H-timidina (Amersham Pharmacia Biotech UK Limited,
Buckinghamshire, UK) foi realizada por 18 horas apds 3 ou 6 dias de estimulo sob as condi¢6es
de cultura PHA, IL-2 ou PWM, e a contagem foi feita em 1450 Microbeta Plus Wallac (Perkin-
Elmer). Para a representacdo gréafica, expressamos a proliferacdo celular em indice de
estimulacdo (IE), calculado através da férmula:

IE = (valor em cpm de co-cultura de subpopulacdo CD8+/CD8dPBMC)
(valor em cpm de cultura CD8dPBMC)
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RESULTADOS

As células CD8+CD57+ sdo capazes de inibir a producao de variante X4 de HIV-1 in vitro.

Células CD8+CD57+, de individuos sadios, expandidas previamente in vitro, mostraram-
se capazes de inibir a producdo da variante X4 de HIV-1rr de forma dose-dependente, quando
presentes em co-culturas com CD8dPBMC auto6logas estimuladas com PWM (figura 2.1 e figura
2.2A e 2.2C). Supressdo acima de 50% foi observada a uma razdo de 1:2 CD8+CD57+/
CD8dPBMC, mas ndo sempre em razdes mais baixas.
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Figura 2.1. A produgdo de HIV-1gr por CD8dPBMC ativado por PWM ou co-culturas de CD8dPBMC
com CD8+CD57+ (CD8+CD57+/CD8d) ativadas por PWM, em diferentes razbes, foi detectada pela
atividade da transcritase reversa (RT), como descrito no mini ensaio RT. Culturas foram infectadas com
HIV-1ze a MOI 0.01 por 2h/37°C, no dia 3 (A) ou 6 (B) apds o estimulo. As cinéticas de producéo viral

em A e B foram realizadas com células de mesmo doador.

Em co-culturas estimuladas com PWM e infectadas no dia 3, os niveis da supressdo viral
mediada por células CD8+CD57+ foram maiores do que aqueles induzidos pela subpopulagédo
CD8+CD57- (figura 2.2A). De forma contraria, em co-culturas estimuladas por PWM e
infectadas no dia 6, encontramos uma melhor inibicdo da producdo viral mediada por celulas

CD8+CD57- do que por CD8+CD57+ (figuras 2.2A and 2.2C).
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Figura 2.2. Comparacdo dos efeitos inibitorios das subpopulaces CD57+ ou CD57- de células
CD8+sobre a producdo de HIV-1xr (A e C) e proliferacdo celular (B e D) em co-culturas estimuladas por
PWM de CD8+CD57+ ou CD8+CD57- com CD8dPBMC autdlogas frescas. Os ensaios de proliferacdo
celular foram realizados em paralelo aos ensaios de atividade antiviral, sob as mesmas condicdes de
cultura, exceto a prépria infeccdo. As culturas foram infectadas por HIV-1g: a MOI 0.01 por 2h/37°C, no
dia 3 (A) ou dia 6 (C) ap6s o estimulo. Os dados em A e B sdo de um doador, e em C e D, de outro
doador. Linha vermelha delimita limiar de inibi¢&o de produgdo viral (A e C) ou de proliferacdo celular (B

e D).
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A inibicdo da producéo viral mediada por células CD8+CD57+ parece estar relacionada a
sua atividade inibitéria da proliferacdo celular, enquanto células CD8+CD57- foram

capazes de inibir a replicacéo viral sem afetar a proliferacéo celular

Como mostrado acima, em co-culturas de CD8+CD57+/CD8dPBMC (a uma razédo de
1:2) estimuladas com PWM, observamos inibicao da producéo de virus e da proliferacao celular
(figura 2.2). Entretanto, em co-culturas estimuladas com PHA ou com IL-2, a subpopulagédo
CD57+ de células CD8+ ndo foi capaz de inibir a producdo viral ou a proliferacdo celular,
mesmo em uma razao de 1:2 CD8+CD57+/CD8dPBMC (figuras 2.3 e 2.4).

Por outro lado, a inibicdo da producdo de HIV-1gr mediada pela subpopulagédo
CD8+CD57- em qualquer uma das condicdes de co-cultura ndo foi associada a redugfes da
proliferacdo, ou mesmo ocorreu em relacdo direta com a proliferacdo celular observada nessas

co-culturas (figuras 2.3 e 2.4).
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Figura 2.3. Comparacdo dos efeitos inibitorios das subpopulaces CD57+ ou CD57- de células
CD8+sobre a producao de HIV-1xr (A e C) e proliferacdo celular (B e D) em co-culturas estimuladas por
PHA de CD8+CD57+ ou CD8+CD57- com CD8dPBMC autdlogas frescas.O ensaio de proliferacdo
celular foi realizado em paralelo ao ensaio de atividade antiviral, sob as mesmas condigdes, exceto a
infeccdo. As culturas foram infectadas por HIV-1ze a MOI 0.01 por 2h/37°C, no dia 3 (A) apds estimulo.
Os dados em A e B sdo do mesmo doador. Linha vermelha delimita limiar de inibi¢do de producéo

viral (A e C) ou de proliferacéo celular (B e D).
74



Estudo 2

A citocina IL-2 aumenta a atividade inibitdria de células CD8+CD57- e CD8+CD57+ sobre

a replicacao viral:

Ambas as subpopulacdes de células CD8+ apresentam uma tendéncia a capacidade
aumentada de inibir a replicacdo viral se expostas a IL-2 por um periodo de tempo mais longo (6
dias x 3 dias) anterior a infeccdo das co-culturas (figura 2.4A). No caso das células CD8+CD57-,
a inibicdo viral por células previamente estimuladas com IL-2 por 6 dias parece ocorrer em

relacdo direta com a proliferacao celular observada nessas co-culturas (figuras 2.3 e 2.4)
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Figura 2.4. Comparacdo dos efeitos inibitorios das populagcbes CD57+ e CD57- de populagfes CD8+ na
producdo de HIV-1ge (A) e a proliferacdo celular (B) em co-culturas estimuladas por IL-2 de CD8+CD57+
ou CD8+CD57- com CD8dPBMC autdlogas frescas. O ensaio de proliferacdo celular foi realizado em
paralelo ao de atividade antiviral, sob as mesmas condi¢Bes de cultura, exceto pela infec¢do. As células
foram infectadas por HIV-1g: a MOI 0.01 por 2h/37°C, depois de 3 ou 6 dias em cultura na presenca de
IL-2. Os dados em A e B sdo do mesmo doador. Linha vermelha delimita limiar de inibicdo de producédo

viral (A e C) ou de proliferacdo celular (B e D).
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As proprias células CD8+CD57- sdo bem mais capazes de proliferar que as células
CD8+CD57+ quando estimuladas com PHA (dados ndo mostrados), bem como de responderem a
IL-2 (Dupuy d’Angeac et al., 1994; Mollet et al., 1998). Neste sentido, encontramos IE de células
CD8+CD57- ap6s 3 (IE = 2,3) ou 6 (IE = 6,3) dias em presenca de IL-2 bem mais alto que o de
cultura de CD8dPBMC (IE = 1).

Desse modo, corroboramos dados anteriores de que o fendtipo de células T CD8+ que
suprimem a replicacdo viral seria o de células ativadas (CD25+, HLA-DR+ e CD28+) (Landay et
al. 1993; Toso et al, 1995; Kinter et al, 1995a, 1995b) e de que a atividade CAF ndo diminui a
proliferacdo celular (revisado em Levy et al. 1996).

Por outro lado, a supressao de proliferacdo celular também contribuiu para uma menor
producdo viral, o que estd de acordo com os achados de que a ativagcdo celular favorece a
replicacdo de HIV-1 (revisado em Cohen et al. 1997). Parece-nos que as duas subpopulacdes,
CD8+CD57+ e CD8+CD57-, podem contribuir para a diminuicdo da replicacdo viral, porém,

através de mecanismos diferentes.
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DISCUSSAO

A expansdo da subpopulacdo CD8+CD57+ é um fendmeno bem conhecido que ocorre na
infeccdo por HIV e outros virus, e muitos estudos abordaram o papel dessas celulas.
Aparentemente, células CD8+CD57+ sdo terminalmente diferenciadas e senescentes (Hamann et
al., 1999a, Brenchley et al., 2003), resultando de ativacdo antigénica cronica (Dupuy d’Angeac et
al., 1994, Mollet et al., 1998), presente na infec¢do por HIV-1 (revisto por Lawn et al., 2001) e
outras imunopatologias (Kern et al., 1996, Lynne et al., 1998). A capacidade dessas células de
exercer atividade citotdxica e supressdo anti-citotoxica pode contribuir para controlar a funcéo
efetora citolitica dos linfocitos T CD8+ durante infecgcdes virais persistentes ou transplantes
(Kern et al., 1996, Mollet et al., 1998).

Uma outra funcdo efetora de células CD8+ que pode desempenhar um papel na contencdo da
infeccdo da infeccdo por HIV-1 € a supressdo ndo-citolitica da replicacdo do HIV-1 (Walker et
al., 1986; reviews by Yang & Walker, 1997, Tomaras & Greenberg 2001). Trabalhos
preliminares encontraram que as células CD8+CD57+ exerceram essa funcdo melhor ou tdo bem
quanto as CD8+CD57- (Plaeger-Marshall et al., 1992; Landay et al., 1993). Entretanto, esses
mesmos estudos e outros mais recentes associaram a atividade supressora anti-HIV de células
CD8+ ao fendtipo ativado HLA-DR+ CD25+ Ki67+ CD8+CD28+ (Landay et al., 1993, Barker
et al., 1997, Wilkinson et al., 2002). O achado de que a subpopulacdo CD8+CD57+ pode exercer
supressao nao citolitica da replicacdo de HIV-1 pode ser explicado pelo uso de células T CD8+
ndo-estimuladas derivadas de pacientes infectados com HIV-1 nesses estudos iniciais, uma vez
que essas células apresentaram um fenétipo ativado CD38+ HLA-DR+ CD45R0O+ ou CD45RA-
nos adultos (Prince & Jensen, 1991) ou criancas (Plaeger-Marshall et al., 1993). Por outro lado, o
fenotipo HLA-DR+ CD25+ Ki67+ CD8+CD28+ in vitro pode refletir uma maior resposta da
subpopulacdo CD8+CD57-CD28+ a PHA, IL-2, anti-CD28 ou outros ativadores de linfocitos T
(Dupuy d’Angeac et al., 1994, Barker et al., 1997, Mollet et al., 1998). Entretanto, é curioso que
Kinter et al. (1995a, 1995b) tenham previamente demonstrado que a citocina IL-2 é um
importante indutor da atividade supressora da replicacéo viral de células T CD8+ e que aquela
populacdo CD8+CD25+ apresentou expressao aumentada de CD57. Isso pode estar relacionado
ao fato de que altas doses de IL-2 podem promover a expressdo de CD57 apds varios ciclos

celulares de linfécitos T CD8+CD57- (Dupuy d’Angeac etal., 1994). Nesse contexto, a
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terapia com IL-2 aplicada a pacientes infectados com HIV-1, embora a longo prazo pudesse
contribuir para a expansdo da populagdo CD8+CD57+, a curto prazo poderia aumentar o status
de ativacdo de células CD8+ e sua atividade antiviral. De fato, nossos resultados mostram que a
IL-2 aumenta a atividade antiviral de ambas CD8+CD57+ e CD8+CD57-, mesmo quando essa
ultima subpopulacdo é mais susceptivel a responder a esta citocina.

Nesse sentido, nds encontramos que as células CD8+CD57- apresentaram maior resposta
proliferativa a IL-2 ou PHA do que a subpopulagdo CD8+CD57+ (dados ndo mostrados). E
interessante que em co-culturas ativadas por PHA, ou mantidas em IL-2 desde o dia 0, a
subpopulacdo CD8+CD57- contribuiu para a proliferacdo aumentada de uma forma dose-
dependente, e geralmente apresentou atividade inibitdria sobre a replicacdo viral mais alta do que
as células CD8+CD57+, embora a supressdo estivesse usualmente abaixo do limiar em nossos
experimentos. Portanto, a subpopulacdo CD8+CD57-, enriquecida no fenotipo CD28+, pode
exercer atividade antiviral sem afetar a proliferacdo celular, corroborando dados anteriores que
mostram que essas células seriam a fonte de CAF (fator antiviral de células CD8+, revisto por
Levy et al., 1996, Barker, 1999 and Copeland, 2001).

De fato, CAF € descrito como incapaz de prejudicar a proliferacdo celular e é ativo contra
as variantes X4 de HIV-1, enquanto 3-quimiocinas podem bloquear a infeccdo por variantes R5
(revisto por Yang & Walker, 1997 e Copeland, 2001). Entretanto, a subpopulacdo CD8+CD57+
foi capaz de suprimir a produgéo da variante X4 HIV-1rr em co-culturas estimuladas com PWM,
condigdes de cultura em que essas céelulas também mediaram a inibigdo da proliferacdo celular,
assim provavelmente sem envolvimento de CAF, uma vez que esse fator é considerado
independente da atividade anti-proliferativa (revisto por Levy et al., 1996, Yang & Walker, 1997,
Tomaras & Greenberg 2001).

Portanto, ambas as populagfes CD57+ e CD57-(CD28+) de células CD8+ parecem
exercer atividade supressora sobre a producdo de uma variante X4 de HIV-1 através de
mecanismos diferentes. A capacidade de células CD8+CD57+ em suprimir a producdo da
variante X4 HIV-1rr em associacao a inibicdo da proliferacdo celular estd em concordancia com
0 conceito de que a ativacdo celular favorece a replicacdo do HIV-1 (revisto por Lawn et al.,
2001). Esses resultados indicam a possibilidade de que células CD8+CD57+ de pacientes
infectados com HIV-1 possam exercer atividade antiviral através da inibicdo da resposta
proliferativa de células infectadas. Entretanto, ainda € necessario abordar essa questdo em
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experimentos ex vivo, ja que as atividades supressoras desta subpopulacdo diferem dependendo
da fonte dessas células.

A subpopulagdo CD8+CD57+ de individuos infectados com HIV-1, bem como de
pacientes de mieloma multiplo (MM) ou receptores de transplante de medula dssea, inibe a
resposta proliferativa induzida por PWM através de fator soluvel (revisto por Wang &
Borosysiewicz, 1995, Frassanito et al., 1998). Curiosamente, células CD8+CD57+ de pacientes
MM também inibem a proliferacdo espontanea (Frassanito et al., 1998), e células CD8+CD57+
de pessoas saudaveis suprimem a proliferacdo de células T induzida por antigenos (Landay et al.,
1983). Se essa mesma atividade fosse detectada na subpopulacdo CD8+CD57+ de pacientes
infectados com HIV-1, n6s poderiamos supor que sua expansdo durante a progressdo da doenca
pudesse contribuir para a manutencéo de reservatorios de HIV-1 em células quiescentes. A esse
respeito, € importante notar que aumentos percentuais de CD8+CD57+ parecem estar associados
a uma menor razdo CD4/CD8 em pacientes apresentando MM (Frassanito et al., 1998) ou
imunodeficiéncia comum variavel (Jaffe et al., 1993a, 1993b). Em pacientes infectados com
HIV-1, foi encontrada uma correlacdo inversa entre os numeros de células CD8+CD57+ e
células T CD4+ ou a razdo CD4/CD8 (Piras et al., 1990) ou nenhuma correlagdo com a deplecdo
de CD4 (Mollet et al., 1998).

Em oposicéo a atividade antiviral de células T CD8+, observamos que a adic¢éo de células
T CD8+ as culturas de CD8dPBMC levou ao aumento da replicacdo viral em algumas condicdes
de cultura. Nestes casos, podemos levantar a hipdtese de que as células T CD8+ estariam
contribuindo para a producdo viral, indiretamente atraves da secrecdo de citocinas ou
quimiocinas, pois RANTES aumenta a replicagdo de HIV-1 X4 (Kinter et al. 1998, Gordon et al.
1999, Appay & Rowland-Jones 2001), ou diretamente, ja que o estimulo mitogénico por PHA ou
PWM induz a co-expressdao de CD4 em células T CD8+. NoOs abordamos essa questdo no
proximo estudo desta tese e encontramos que a producdo direta de HIV-1 por células T CD8+
usualmente néo afeta os resultados observados da supressao da replicacdo viral in vitro, devido a
uma cinética mais lenta de replicacdo viral nas células T CD8+ comparada aquela de células
CD4+.
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RACIONAL E OBJETIVOS

A atividade supressora ndo-citolitica de células T CD8+ contribui para o controle da
producdo de HIV (revisbes de Yang & Walker, 1997; Copeland, 2001 e, Tomaras & Greenberg,
2001). Contudo, esta atividade antiviral de células T CD8+, bem como sua capacidade citotdxica,
sdo afetadas durante a progressao da infeccdo pelo HIV-1 (revisdes de Yang & Walker, 1997;
Lieberman et al., 2001; McMichael, 2000; McMichael & Rowland-Jones, 2001).

Se a infecgdo de células T CD8+ pelo HIV-1, demonstrada in vitro (De Rossi et al., 1986;
Tsubota et al., 1989b; Lusso et al., 1990, 1991; De Maria et al., 1991; Mercure et al., 1993;
Stanley et al., 1993; Su et al., 1995; Lee et al., 1997; Kitchen et al., 1997; 1998; Flamand et al.,
1998; Yang et al., 1998; Zloza et al., 2003) e em pacientes infectados(Semenzato et al., 1995;
Livingstone et al., 1996; McBreen et al., 2001; Imlach et al., 2001; Saha et al., 2001a, 2001b),
especialmente na fase AIDS, teria algum impacto sobre as atividades antivirais destas células
permanece indefinido. Neste estudo, investigamos se a infeccdo produtiva de células T CD8+
afetaria sua atividade supressora da replicacdo de HIV-1 in vitro.

Muitos trabalhos anteriores demonstraram a atividade supressora de células T CD8+
sobre a producdo de HIV-1 in vitro, atividade esta geralmente induzida por estimulo mitogénico
(revisbes de Levy et al., 1996; Yang & Walker, 1997; Tomaras & Greenberg, 2001). Pressupde-
se que neste tipo de ensaio somente as células T CD4+ ou a populacdo de PBMC (Peripheral
Blood Mononuclear Cells ou células mononucleares de sangue periférico) depletada de células
CD8+ (CD8dPBMC) seriam infectadas, enquanto a supressao de replicacdo viral seria dada pela
acao de células T CD8+ sobre estas células alvos. Estes pressupostos ndo sdo validos diante de
alguns achados. Por um lado, sabe-se atualmente que mesmo as células T CD4+ podem
contribuir para a inibicdo de replicacdo viral (Paxton et al., 1996, Kinter et al., 1996a, 1996b,
Furci et al., 1997). E por outro lado, j& ha algum tempo conhece-se o fato de em culturas deste
tipo ser possivel ocorrer a infeccdo de celulas T CD8+, primeiramente explicada pelo contato
intimo entre as células T citotdxicas e suas células alvos (De Maria et al., 1991, 1994, Mercure et
al., 1993). Mesmo a populacdo de PBMC depletada de celulas CD4+ (CD4dPBMC) pode ser
infectada in vitro. Através de estimulo por PHA, anticorpos anti-CD3 e anti-CD28, ou contato

com células dendriticas alogeneicas, a fracdo CD8+ de PBMC passa a co-expressar a molécula

81



CD4 e torna-se susceptivel a infeccdo pelo virus HIV-1 (Flamand et al., 1998, Kitchen et al.,
1998, Yang et al., 1998).

E possivel, entdo, que as células T CD8+ contribuam para a producéo total de HIV-1 n&o
apenas atraves de suas atividades antivirais, mas também pela sua propria produtividade. Assim,
a menor inibicao de replicacdo viral encontrada em co-culturas de linfocitos CD4+ e CD8+ sob
certos estimulos poderia ocorrer ndo sé pela menor atividade supressora das células CD8+, mas
também pelo fato de as células CD8+ produzirem HIV-1 nestas condicdes.

Além disso, uma vez que a atividade anti-HIV-1 de células CD8+ varia de acordo com a
citocina presente no ensaio (revisto por Levy et al., 1996), nds procuramos analisar se citocinas
yc IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15 promovem a producdo de HIV-1 por células CD8+ T e portanto
afetam o resultado da funcdo antiviral. Estudos anteriores ja haviam mostrado que a atividade
supressora ndo citolitica é criticamente dependente de citocinas presentes no ensaio (Barker et al.
1995, Kinter et al. 1995a, 1995b; Smithgall et al. 1996, revisdes de Kinter et al. 2000, Levy et al.
1996). Por exemplo, a IL-2 aumenta a supressdo CD8+ antiviral, como também outras citocinas
Th1, como interferon-y (IFN-y, enquanto a IL-4 e a IL-10 ndo (Barker et al. 1995, Kinter et al.
1995a, 1995b, 1996a, 1996b, revisdes de Clerici & Shearer 1993, 1994, Kinter et al. 2000, Levy
et al. 1996). Assim, nesse trabalho, pela primeira vez comparamos os efeitos de IL-2, IL-4, IL-7 e
IL-15 sobre a atividade antiviral de células CD8+ e sua contribui¢do para a producdo de HIV-1

pelas préprias células CD8+.

Portanto, séo objetivos deste estudo:

1- Analisar se a infec¢do produtiva de linfocitos CD8+ contribui para a producédo viral total em
co-cultura com linfocitos CD4+ ou em culturas de PBMC depletadas de CD8.

2- Comparar a capacidade de producéo viral de linfécitos CD8+ infectados com HIV-1 do tipo
X4 com os niveis de co-expressdo de CD4 e CXCR4 em presenca de diferentes citocinas yc.

3- Verificar se esta co-expressdo de CD4 ¢ essencial para a infecgdo produtiva com HIV-1.

4- Comparar as cinéticas de producdo viral de linfécitos T CD4+ e CD8+ sob diferentes
estimulos, tais como as citocinas yc 1L-2, IL-4, IL-7 e I1L-15.

5- Comparar as cineticas de producéo viral com as de supressao viral sob diferentes estimulos.
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Duplo papel de linfocitos T CD8+ na infec¢do pelo HIV-1:

alvos e supressores da replicacao viral.

RESUMO

Células CD8+ T contribuem para controlar a infeccdo por HIV-1 através de atividades
supressoras citotdxicas e ndo-liticas, entretanto, uma série de evidéncias vem mostrando que elas
também sdo alvo do HIV-1. Nés objetivamos investigar se a infeccdo produtiva de células CD8+
poderia afetar sua atividade supressora. Uma vez que essa funcdo antiviral de células CD8+ varia
de acordo com a citocina presente nesse ensaio, nés procuramos analisar a producdo viral em co-
culturas de linfocitos CD4+ e CD8+ sob a influéncia de algumas citocinas yc alteradas durante a
infeccdo por HIV-1 (IL-2, IL-4, IL-7 or IL-15). Para isso, as células CD4+ e CD8+ foram
previamente ativadas com PHA e entdo expostas ao X4 HIV-1gs cada tipo celular
separadamente. Como controles, utilizamos células que ndo foram submetidas ao mitdgeno.
Paradoxalmente, no6s observamos que os mesmos estimulos PHA+IL-2 e PHA+IL-15 que
induziram niveis mais altos de infeccdo produtiva de CD8 foram aqueles que promoveram a
supressdo da producdo viral medidas em co-culturas CD8+/CD4+ (razdo 1:1) no momento de
pico de atividade RT de culturas CD4+. Isso pode em parte ser explicado pela cinética mais lenta
de producdo viral por células CD8+ comparadas as células CD4+, que pode fazer delas
reservatorios virais potenciais. Portanto, as células CD8+ contribuem para a producédo total de
HIV-1 ndo apenas por atividades antivirais, mas também por sua propria produtividade. Terapias
utilizando as citocinas yc IL-2 ou IL-15 na infec¢do por HIV-1 podem ter que considerar a

ativacdo ndo apenas dos reservatorios em células T CD4+, mas também de células T CD8+.
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INTRODUCAO

Como a atividade supressora de células T CD8+ é modulada pelas citocinas presentes
durante o ensaio in vitro (Barker et al. 1995, Kinter 1995a, 1995b, Smithgall et al. 1996, revisdes
de Kinter et al. 1996a, 2000, Levy et al. 1996), decidimos analisar em culturas infectadas os
efeitos de algumas citocinas yc (que utilizam a cadeia comum v) alteradas na infeccéo pelo HIV-
1, como interleucina-2 (IL-2), IL-4, IL-7 ou IL-15. Enquanto os niveis de IL-2 (Clerici et al,
1989a, 1989h, 1993; Clerici & Shearer, 1993, 1994; Sieg et al., 2001) e IL-15 (d’Ettorre et al.,
2002, Ahmad et al., 2003) encontram-se diminuidos nesta infeccdo, a producédo de IL-4 (Clerici
et al, 1993; Clerici & Shearer, 1993, 1994; Sousa et al., 1999) e IL-7 (Kacani et al., 1997; Llano
et al., 2001; Napolitano et al., 2001) sdo aumentadas.

Células T CD8+ apresentam diferentes padrbes de supressdo da replicacdo de HIV-1
quando estimuladas com PHA e citocinas do tipo Thl ou Th2 (Barker et al. 1995, revisado em
Levy et al. 1996). Como observamos em nosso estudo anterior, e de acordo com trabalhos
prévios (Barker et al. 1995, Kinter et al. 1995a, 1995b), a adicdo de IL-2, citocina yc do tipo Thi,
aumenta a atividade antiviral de células T CD8+, apesar de IL-2 ser bastante conhecida por sua
capacidade de estimular a replicacdo viral em células CD4+, mesmo quiescentes (revisado em
Kinter et al. 2000). Por outro lado, I1L-4, citocina yc do tipo Th2, diminui o potencial de inibigdo
de replicacdo viral de células T CD8+ (Barker et al. 1995). Embora ambas as citocinas IL-2 e IL-
15, que compartilham IL-2Rp, além do receptor yc, estimulem a replicacdo de HIV-1, alguns
estudos mostraram que IL-15 induz menor produgdo viral que IL-2 (Lucey et al. 1997, Bayard-
McNeeley et al. 1996, Patki et al. 1996), o que pode estar associado ao fato de IL-15 raramente
ter aumentado a proliferacdo espontanea de PBMC de individuos infectados pelo HIV-1, apenas
corrigindo a sua resposta a antigeno (Patki et al. 1996). Ja os efeitos de IL-15 sobre a atividade
supressora de células T CD8+ ndo foram ainda avaliados. Uma outra citocina yc, IL-7, apresenta-
se em niveis aumentados na infecgdo pelo HIV-1 (Mackall et al. 2001, Llano et al. 2001;
Napolitano et al. 2001), assim como IL-15 (Kacani et al. 1997). Sabe-se que IL-7 é capaz de
induzir a replicacdo de HIV-1 (Smithgall et al. 1996, Dardalhon et al. 2001), mas pode também
estimular a atividade citotoxica de células T CD8+ (Hickman et al. 1990), inclusive
especifica para HIV-1 (Carini & Essex 1994; Ferrari et al. 1995), bem como sua atividade

supressora de replicacéo viral (Smithgall et al. 1996).
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Assim, neste estudo, abordamos os efeitos das citocinas yc IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15
simultaneamente sobre a producdo de HIV-1 por células T CD8+ e sua atividade antiviral ndo-
citolitica in vitro. Comparamos também as cinéticas de producdo viral pelos dois tipos
linfocitarios, CD4+ e CD8+, com as cinéticas de supressdo de replicacdo viral em co-culturas.
Desse modo, pretendemos avaliar a contribuicdo relativa de células CD4+ e CD8+ para a
producdo total de HIV-1 sob influéncia das diferentes citocinas yc, ¢ se haveria alguma
correlacdo entre a produtividade de células CD8+ e a co-expressdo de CD4 e co-receptores de
HIV-1 CXCR4 e CCR5, ou ainda seu menor efeito supressor em algumas condicdes de cultura. A
producdo viral foi analisada através de ensaios de atividade de transcriptase reversa, citometria de
fluxo para antigenos virais ou deteccdo de DNA proviral por Tagman Real Time Polymerase
Chain Reaction (PCR). Os resultados obtidos podem ser de relevancia para o planejamento de
terapias imunomoduladoras, especialmente em estagios mais avangados da infeccdo pelo HIV-1,
quando a contribuicdo de células T CD8+ para a producéo viral seria maior (Livingstone et al.
1996; McBreen et al. 2001; Imlach et al. 2001).
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METODOLOGIA

Purificacdo de subpopulacdes celulares

Para estudo de linfocitos de adultos, voluntarios saudaveis doaram amostras de sangue
periférico, ou obtivemos buffy-coats do banco de sangue do St. George’s Hospital Medical
School (University of London, UK). Para estudo de linfocitos de neonatos, amostras de sangue de
corddo umbilical provenientes de partos sem complicacdes foram obtidos com a aprovacdo do
Comité de Etica do St. George’s Hospital Medical School (University of London, UK). PBMC ou
CBMC foram isolados por centrifugacdo em gradiente de densidade em Ficoll-Hypaque (Sigma,
Sigma-Aldrich Inc., Saint Louis, MO, USA).

As depleces e purificacBes celulares necessarias para o estudo da produgdo e supressao
viral sob diferentes estimulos foram realizadas utilizando-se o sistema de selecdo celular com
particulas super-paramagnéticas acopladas a anticorpos especificos (MicroBeads) adquiridos da
Miltenyi Biotec (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), de acordo com o protocolo
fornecido pelo fabricante. Estas MicroBeads (50 nm de didmetro) sdo biodegradaveis, e ndo
interferem em ensaios bioldgicos, como previamente descrito (Manyonda e cols. 1992).

As células foram ressuspensas em PBS suplementado com 0,5% BSA (Sigma) e 2 mM
EDTA (Sigma), e incubadas com MicroBeads (15 min/6°-12°C). Ap6s lavadas e ressuspensas no
mesmo tampdo, foram passadas por uma coluna de separacéo do tipo MS+ (para até 10’ células
positivas) ou LS+ (para até 10° células positivas). Estas colunas foram colocadas em campo
magnético de um separador MACS (Magnetic Cell Separator, MiniMACS ou MidiMACS,
respectivamente). As células magneticamente marcadas eram retidas na coluna, enquanto as nao
marcadas passavam. Estas células ndo marcadas constituiam as populacGes depletadas. Apos a
remocdo da coluna do campo magnético, foi encaixado um émbulo a sua parte superior e
utilizamos pressdo para retirar as células magneticamente retidas (fracdo celular positivamente
selecionada). Para a obtengdo de maior pureza, a fragao positiva foi aplicada a uma nova coluna e
repetiu-se todo 0 processo.

Células CD8+ foram positivamente selecionadas utilizando-se CD8 MicroBeads (MB). A
populacdo depletada de células CD8+ ¢ aqui denominada CD8dPBMC ou CD8dCBMC, e parte
desta podia ser utilizada para a selecdo de células CD4+, através de CD4 MicroBeads (MB).

Quando as células CD4+ foram selecionadas a partir de populacdo total, obtinhamos também a
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fracdo CD4dPBMC ou CD4dCBMC.
Para a selecdo de subpopulac@es de células CD8+ (CD28+ e CD28-) utilizamos 0 MACS
CD8 Multisort Kit (MB). As células foram magneticamente marcadas com CD8 MultiSort
MicroBeads, lavadas, e aplicadas a coluna, a qual foi colocada sobre o campo magnético do
separador MACS. As celulas que passavam pela coluna foram coletadas como fragédo
CD8dPBMC. As celulas da fracdo positiva (CD8+) eram aplicadas a uma nova coluna, e,
posteriormente, incubadas com o reagente Multisort Release (10 min/6°-12°C), o qual liberava as
Multisort Microbeads enzimaticamente. Apds serem lavadas, as células foram ainda incubadas
com o reagente MultiSort Stop, para inibir a reacdo de liberacdo em etapas subsequentes. Estas
células CD8+ purificadas foram separadas em subpopulacdes CD28+ e CD28- incubando-se
primeiramente com anticorpo monoclonal anti-CD28-FITC (Pharmingen) e, ap0s lavadas, com
anti-FITC Microbeads (em gelo/30 min, cada incubacdo). As células foram ressuspensas no
tampdo PBS/BSA/EDTA, depois de haverem sido novamente lavadas, e entdo aplicadas a coluna,
utilizando-se os mesmos principios de selecdo negativa e positiva acima descritos para o
fracionamento celular. A pureza das fragOes celulares foi verificada através de citometria de fluxo

em FACScan (BD), como descrito abaixo.
Anticorpos monoclonais e citometria de fluxo

Para analise da co-expressao de CD4 em células T CD8+ de culturas de PBMC, bem
como para avaliacdo da pureza de fracdes celulares e estudo da expresséo de co-receptores em
células T CD4+ e CD8+, utilizamos os seguintes anticorpos monoclonais: anti-CD4-FITC
(FITC= IsoTioCionato de Fluoresceina), anti-CD3-PE (PE= Ficoeritrina), anti-CXCR4-PE, anti-
CCR5-PE, anti-CD28-FITC, anti-CD28-CyCh (CyCh = Cy-Chrome™), anti-CD57-FITC, anti-
CD8-PE e anti-CD8-CyCh (Pharmingen). Os controles foram anti-lgG1-FITC, anti-IgM-FITC,
anti-lgG1-PE, anti-lgG2b-PE e anti-IgG1-CycH (Pharmingen).

Incubamos 10°-10° células/tubo com diferentes combinagOes destes anticorpos (em
volume de 10 pul cada anticorpo) por 30 min, em gelo e protegidas da luz. Apds lavadas 3x em
PBS 2% FCS, as células foram ressuspensas em 0.5 ml de 2% paraformaldeido tamponado, e
adquiridas em citdmetro de fluxo FACScan (BD). As populacbes vidveis foram determinadas
através de sua granularidade e tamanho celular. A analise dos dados foi realizada através do

programa WinMDI verséo 2.8 (fornecido pelo site http://facs.scripps.edu/).
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Infeccdo in vitro por HIV-1

Estoques virais do isolado X4 HIV-1gr foram crescidos em células CEM (ambos obtidos
do Centralized Facility for AIDS Reagents, Medical Research Council, UK).

Culturas de PBMC, CD8dPBMC, CD4dPBMC e fracbes celulares CD4+ ou CD8+ foram
estabelecidas na densidade celular de 1x10%ml (37°C, 5% CO,) em meio completo: RPMI 1640
suplementado com 10% soro fetal bovino (FCS), 2mM glutamina, 100 U/ml penicilina e
estreptomicina (Sigma). Cada cultura foi estimulada com PHA (1ug/ml, Sigma) por 3 dias, na
presenga das citocinas yc IL-2 (301U/ml, Boehringer-Mannheim, Roche Diagnostics Ltd, East
Sussex, UK), IL-4, IL-7 e I1L-15 (10 ng/ml, R&D Systems Europe Ltd, Abingdon, UK) antes da
infeccdo. Em paralelo, as mesmas fragfes foram simplesmente mantidas na presenca de citocinas
yc pelo mesmo periodo antes da infeccao.

Cada fracdo celular foi plaqueada em triplicata (a 2 x 10° cells/well) em placas de 96
pocos com fundo em U (Falcon, Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ, USA).
CD8dPBMC ou células CD4+ foram co-cultivadas com células CD8+ autdlogas nas razdes
celulares de 1:2, 1:1 or 2:1 (em triplicatas). As células foram infectadas com HIV-1gr na
multiplicidade de infeccdo de 1.0 (MOI), por 2 horas a 37°C, e entdo lavadas 3x em PBS. As
culturas infectadas foram mantidas em meio completo suplementado com a mesma citocina yc
presente previamente durante a estimulacdo, por pelo menos 20 dias. O meio foi trocado duas
vezes por semana. Sobrenadantes da cultura infectada foram coletados periodicamente e
mantidos a -80°C antes de serem ensaiados para a producéo de HIV-1gg.

Para checar se a infeccdo de células T CD8+ era dependente de células CD4, nds usamos
10 pg/ml de anticorpo neutralizante anti-CD4 (monoclonal murino ADP 318/C4120, obtido da
Centralised Facility for AIDS Reagents, Medical Research Council, UK) 30 minutos antes e

durante a exposicéo ao HIV-1gg.

Ensaio Mini RT de atividade da enzima Transcriptase Reversa

A atividade da transcritase reversa foi medida no ensaio mini RT descrito por Willey et
al. (1988). Em resumo, 5ul de sobrenadante de cultura foi adicionado em triplicata a 25ul da
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mistura contendo poli (A), oligo (dT), MgCl, e **P DTTP (deoxitimidina 5’-trifosfato **P-
marcado) (Amersham Pharmacia Biotech UK Limited, Buckinghamshire, UK). Depois de 2 horas
de incubagdo a 37°C, 5ul da reacdo de mistura foram pipetados em papel de filtro DE81
(Whattman LabSales, Hillsboro, OR, USA). Os filtros foram secados, lavados 5x em 2X citrato-
salina padrdo (SSC) e duas vezes mais em etanol 95%. Os filtros foram secados novamente e a
atividade RT foi medida por contagem de radiacdo com o 1450 Microbeta Plus Wallac (Perkin-
Elmer Applied Biosystems, Warrington, UK).

A atividade média RT das triplicatas foi expressa em cpm/ul, e a producédo viral foi

considerada positiva quando essa atividade RT esteve acima de 250 cpm/pl.

Deteccdo de antigenos do HIV-1 por citometria de fluxo

Para detectar antigenos do HIV-1 nas populagdes celulares CD4+ ou CD8+ de culturas
infectadas, nds usamos anticorpos monoclonais KC57-RD1 (RD1 = Phycoerythrin, Coulter
International Corp., Miami, Florida, USA), que reconhecem em Western blot as proteinas 55, 39,
33 e 24 kDa (mencionadas no texto como anticorpo anti-p24) do core viral do HIV-1, em
conjunto com anti-CD4-FITC e anti-CD8-CyCh antibodies (Pharmingen). Como controles, nos
usamos 0s anticorpos anti-lgG2b-RD1 (Coulter), anti-IgG1-FITC e anti-lgG1-CyCh
(Pharmingen).

As células (10°-10%tubo) foram incubadas por 40 minutos com o reagente
ORTHOPermeaFix (Ortho Diagnostic Systems Inc., Raritan, NJ, USA) a temperatura ambiente
(rt), de acordo com as instrucdes do fabricante. Depois de permeabilizadas, as células foram
lavadas com 5% BSA 0.0055% EDTA PBS e o pellet celular foi ressuspendido e incubado
simultaneamente com 0s anticorpos que reconhecem antigenos virais ou os marcadores CD4 e
CD8, ou seus controles (10 pl each, 40 min/rt). As células entdo foram lavadas novamente,
centrifugadas, ressuspendidas em tampé&o e analisadas em citdmetro de fluxo FACScan (Becton-

Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA).
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Ensaio de atividade antiviral sobre a producéo de HIV-1 in vitro de células T CD8+ ou de suas
subpopulac¢ées CD8+CD28+ ou CD8+CD28-

Em ensaios de efeito supressor de células T CD8+ ou suas subpopulagdes CD28+ ou
CD28- sobre a replicacdo viral utilizamos apenas HIV-1gg, que por ser um variante X4 ndo é
sensivel as acgdes inibitorias de R-quimiocinas, permitindo o reconhecimento de atividade
antiviral de células T CD8+ do tipo CAF (Cellular Antiviral Factor ou Fator Celular Antiviral)
(revisado em Levy et al. 1996).

Ativamos em separado PBMC ou CBMC ou suas subpopulagdes celulares com PHA
(1pg/ml, Sigma) e alguma das citocinas yc por 3 dias, ou mantivemos as celulas pelo mesmo
tempo em presenca de apenas alguma das citocinas yc, antes da infecgéo viral. Utilizamos 2 x 10°
células de PBMC ou CBMC, ou de suas fraches depletadas de CD8 (CD8dPBMC ou
CD8dCBMC), ou suas celulas CD4+, em cada poco (em triplicata) de placa de 96 pocos com
fundo em U (Falcon, BD) e, as células CD8+ (de PBMC ou CBMC) ou as suas subpopulacdes
CD8+CD28+ ou CD8+CD28- foram adicionadas a CD8dPBMC, ou CD8dCBMC, ou ceélulas
CD4+ (de PBMC ou CBMC), em proporcdes de 1:2, 1:1 ou 2:1.

A produgdo viral foi quantificada pela atividade RT, e foi expressa em cpm/5ul (volume
do sobrenadante de cultura usado no “mini” ensaio RT). O célculo do percentual de inibi¢do da
replicacdo viral por células CD8+ ou suas subpopulagdes CD8+CD28+ ou CD8+CD28- foi
realizado utilizando-se os valores RT encontrados no dia da cinética em que ocorreu o0 pico de
producdo viral pela cultura de CD8dPBMC, ou CD8dCBMC, ou células CD4+ (de PBMC ou
CBMC), através das formulas:

% supressdo = 100 — (valor RT de co-cultura CD8+/ CD4+ x 100)
(valor RT de cultura CD4+)

ou
% supressdo = 100 — (valor RT de co-cultura CD8+/CD8d x 100)
(valor RT de cultura CD8d)

onde CD8+ corresponde a células CD8+ totais ou suas subpopulagdes CD8+CD28+ ou
CD8+CD28- (de PBMC ou CBMC) em co-cultura com células CD4+ (de PBMC ou CBMC), ou

com CD8dPBMC ou CD8dCBMC (representados na formula como CD8d).
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Ensaio Tagman Real-Time PCR para quantificacdo de DNA HIV-1 proviral

Escolhemos este método para quantificacio de DNA de HIV-1 por ser de alta
sensibilidade e reprodutibilidade (Désire et al., 2001). Aplicamos a deteccdo de provirus, em
alguns pontos da cinética de infeccdo por HIV-1, em linfécitos CD4+ e CD8+ (1x10°/ml)
cultivados isoladamente ou em co-cultura separadas por membrana com poros de 1um (co-
cultura em transwell, com Falcon™ Cell Culture Inserts e Falcon™ Companion Tissue Culture
Plates, BD). Como controle, utilizamos a linhagem celular OM-10.1 (obtida da Centralised
Facility for AIDS Reagents, Medical Research Council, Gra-Bretanha), que contém uma cdpia
proviral por célula.

DNA das células em cultura foi extraido através de digestdo, overnight a 55°C e 5 min a
95°C, com proteinase K (500ug /ml), Nonidet P-40 (0.1% vol/vol) (Sigma), e tampéo PCR Il
(PE). O DNA viral foi purificado utilizando-se colunas de centrifugacdo QlAamp (Qiagen). PCR
quantitativo proviral para DNA LTR (LTR = Long Terminal Region ou Regido Longa Terminal)
de HIV-1 foi realizado atraves de real-time PCR em sistema de deteccdo de sequéncia ABI Prism
7700 (PE) como previamente descrito (Greenhead et al., 2000). Os seguintes reagentes foram
utilizados para este ensaio: LTR forward primer , 5>-CAC ACA AGG CTA CTT CCC TGA-3’
(59 a 79); LTR reverse primer, 5°-TCT CTG GCT CAA CTG GTA CTA GCT T-3’ (141 a 165);
sonda 5’-(6-carboxi-fluoresceina [FAM]) AGA ACT ACA CAC CAG GGC CAG GGATCA G
(6-carboxi-tetrametil-rodamina [TAMRA])-3’ (85 a 112) (baseado na sequéncia referéncia para
HIV-1, isolado HXB2; GenBank nimero de acesso K03455); B-actina forward primer, 5’-TCA
CCC ACACTG TGC CCATCT AGC A-3” (486 a510); reverse primer, 5>-AGT CAG TCA
GGT CCC GGC C-3’ (567 a 585); sonda 5’-(VIC proprietary dye) ATG CCC TCC CCC ATG
CCA TCC TGC GT (Q) (TAMRA)-3’ (GenBank, nimero de acesso AB004047). Primers e
sonda marcada com FAM foram obtidos de MWG e sonda de B-actina marcada com VIC foi
obtida de PE. B-actina foi utilizada como um controle interno, permitindo a normalizacdo do

numero de copias relativas de HIV ao nimero de equivalentes genoma da amostra.

Analise estatistica
Diferentes condi¢Bes de cultura foram comparadas através do teste t de Student,

utilizando o software GraphPadPrism version 4.
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RESULTADOS

A co-expressdo de CD4 em células T CD8+ é essencial para a infeccdo por HIV-1,
entretanto a producdo de virus depende do estimulo e das citocinas do ambiente.

Esta bem estabelecido que a IL-2 ativa reservatérios de HIV-1 (Chun et al., 1999a;
Stellbrink et al., 2002; Siliciano et al., 2003; revisdo de Pau & Tavel, 2002). Mais recentemente,
demonstrou-se que a IL-7 estimula a producdo de virus por células T CD4+ latentemente
infectadas (Scripture-Adams et al., 2002). Uma vez que linfécitos T CD8+ atuam como
reservatorios virais e contribuem para a compartimentalizacdo do HIV-1 (MacBreen et al., 2001;
Potter et al., 2003), a possibilidade de usar citocinas yc como imunoterapias anti-HIV-1 levanta a
questdo de se existe um efeito diferencial dessas citocinas na producdo de HIV-1 por células T
CD8+ infectadas.

Um trabalho anterior mostrou que PBMC depletado de células CD4 (CD4dPBMC)
estimulado por PHA e cultivado na presenca de IL-2 passa a expressar CD4 e essas células
CD8+CD4+ se tornam susceptiveis a infeccdo por X4 HIV-1 (Flamand et al., 1998). Nesse
estudo, nds comparamos a capacidade produtora de HIV-1 de células CD8+ positivamente
selecionadas derivadas do PBMC e ativadas por PHA na presenca das citocinas yc IL-2, IL-4, IL-
7 ou IL-15, ou simplesmente mantidas na presenca dessas citocinas sem estimulo antigénico. Nés
encontramos que células T CD8+ estimuladas com PHA+IL-2 ou PHA+IL-15 conseguiram
produzir X4 HIV-1ge em niveis mais elevados (p<0.05 e p<0.001, respectivamente) do que
aqueles observados em culturas de CD8+ ativadas por PHA+IL-4 ou PHA+IL-7 (figura 3.1). Néo
houve diferenca estatistica significativa entre a producdo viral por células CD8+ ativadas por
mitdgeno na presenca de IL-2 ou IL-15. Mais ainda, quando todas as culturas de células CD8+
ativadas por PHA+IL-2 (7/7) ou PHA+IL-15 (6/6) foram positivas para a producdo de HIV-1gg,
apenas 3 de 5 culturas de CD8+ ativadas por PHA+IL-4, e 3 de 4 ativadas por PHA+IL-7, foram
positivas.

Surpreendentemente, células CD8+ ndo estimuladas por mitdgenos apresentaram
producdo detectavel de HIV-1grr na presenca de IL-15 (producdo de virus acima do basal em 3 de

4 experimentos), mas ndo quaisquer outras citocinas yc testadas (figura 3.1). Embora IL-15
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compartilhe algumas propriedades com IL-2 (Grabstein et al 1994, Giri et al 1995, Fehniger &
Caligiuri 2001), os niveis de producdo de HIV-1 nas culturas de células CD8+ mantidas na
presenca de 1L-15 foram significativamente diferentes daquelas encontradas na presenca de IL-2
(p<0.05).
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Figura 3.1. As citocinas yc IL-2 e IL-15 sdo melhores promotoras da producdo da variante X4 de
HIV-1 por células CD8+ ativadas do que IL-4 ou IL-7. Producdo de X4 HIV-1ge por células CD8+
purificadas mantidas na presenca de diferentes citocinas yc, com estimulo prévio por PHA (preto) ou ndo
(branco) antes da exposicéo ao virus. Células CD8+ positivamente selecionadas foram ativadas por PHA
por 3 dias na presenca das citocinas yc IL-2 (30 IU/ml), IL-4 (10 ng/ml), IL-7 (10 ng/ml) ou IL-15 (10
ng/ml), lavadas e mantidas por mais 24-48h na presenca daquela citocina yc, e entdo plaqueadas em
triplicatas e expostas a HIV-1g¢. Essas culturas infectadas foram mantidas em meio suplementado com a
mesma citocina yc previamente presente durante a estimulacéo, por toda a cinética de producdo de HIV-
1re. Como controles, células CD8+ purificadas foram mantidas na presenca de citocinas yc pelo mesmo
periodo antes da exposi¢cdo ao HIV-1gr, bem como depois. As células CD8+ foram consideradas
produtivamente infectadas se o valor de RT estava acima do limite superior de background de 250 cpm/pl
(para células CD8+ ativadas por PHA, a producdo de HIV-1 acima do background foi encontrada em 7/7
experimentos na presenca de I1L-2, 3/5 experimentos na presenca de IL-4 e 3/4 experimentos na presenca
de IL-7). As barras representam a média + SEM para os valores mais altos da atividade da transcritase
reversa (RT) detectada em cada condic¢do das culturas de CD8+ independente do dia da cinética (cada
condi¢do em triplicata em cada experimento). O pico de producdo do virus pelas culturas CD8+ foi
geralmente observado depois de 15 dias de exposi¢do ao HIV-1ge. As médias sdo referentes a pelo menos

3 diferentes doadores para experimentos em cada uma das condices.
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De acordo com estudos anteriores (Flamand et al., 1998, revisdo de Meireles-de-Souza &
Shattock, em anexo da tese), nés observamos que a infeccdo por HIV-1 de células CD8+ foi
dependente da molécula CD4, uma vez que 0 uso de anticorpos neutralizantes monoclonais anti-

CD4 bloqueou completamente a producéo de HIV-1 (p< 0.05, figura 3.2).

Atividade RT (cpm/ul)

dias pOs-exposicao

Figura 3.2. A co-expressdo de CD4 é essencial para a infec¢ao por HIV-1xr das células CD8+. O uso
de 10 pg/ml de anticorpo anti-CD4 neutralizante (simbolos abertos), 30 minutos antes e durante a
exposicdo ao HIV-1gr, blogueou completamente a infeccdo produtiva de culturas de células CD8+
ativadas por PHA e mantidas na presenca de IL-2 (quadrados pretos, p=0,0279) ou IL-15 (losangos pretos,

p=0,0282). Os dados sdo representativos de 2 experimentos (realizados em triplicatas).

Neste sentido, em concordancia com os niveis de producdo de virus observados em
culturas, a co-expressdo de CD4 em células CD8+ ativadas por PHA foi estatisticamente mais
significativa em culturas estimuladas na presenca de IL-2 e IL-15 (p<0.01) do que na presenca de
IL-4 e IL-7 (p<0.05) comparada aos controles (células CD8+ purificadas a fresco) (figura 3.3).
Por outro lado, células CD8+ ndo estimuladas por mitdgenos apresentaram aumento da expressao
de CD4 comparadas aos controles apos 3 dias de exposi¢do a IL-4 and IL-15 (p<0.01), mas ndo a
IL-2 ou IL-7 (figura 3.3). Entretanto, a expanséo de células CD8+CD4+ promovida pela citocina
vc IL-4 ndo resultou em infeccdo viral produtiva, o que foi observado em algumas culturas de
células CD8+ na presenca de IL-15 (figura 3.1). Esses dados sugerem que a infecgdo produtiva
de células CD8+ é dependente ndo apenas da expressdo de CD4, mas também do estimulo e das

citocinas presentes no ambiente.
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Figura 3.3. (A) Niveis de co-expressdo de CD4 foram analisados por citometria de fluxo em células

CD8+ purificadas a fresco de PBMC (controle) e mantidas por 3 dias na presenca de diferentes citocinas

yc (IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15) em culturas ativadas por PHA (preto) ou ndo estimuladas (branco). As barras

representam a médiatSEM das percentagens de CD4+CD8+ em diferentes preparagdes de células CD8+.

Médias sdo representativas de pelo menos 3 doadores / condigdo. (B) Células CD8+ co-expressando

CD4 podem ser visualisadas no quadrante superior direito. Estas células CD8+ foram purificadas a fresco

de PBMC (dO) e mantidas por 3 dias na presenca das citocinas yc IL-2 ou IL-15 em culturas ativadas por

PHA.
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Niveis de expressdo de CXCR4 ndo parecem ser responsaveis pela producéo diferencial da
variante X4 de HIV-1 por células CD8+ T na presenca de IL-2, IL-4, IL-7 ou IL-15.

Citocinas influenciam a atividade de HIV-1 através da modulagdo de seus co-receptores
(revisbes de Kinter et al. 2000, Alfano & Poli, 2001). NOs entdo investigamos a expressdo de
CXCR4 em celulas CD8+ mantidas na presenca de citocinas yc IL-2, IL-4, IL-7 ou IL-15 e
ativadas ou ndo por PHA como uma possivel explicacdo para a producéo diferencial de X4 HIV-
1 por células CD8+ T cells em diferentes condicGes de cultura.

Um forte aumento da expressdao de CXCR4 induzido por IL-4 foi previamente descrito em
PBMC e nas células T CD4+ (Jourdan et al., 1998; Valentin et al, 1998; Wang et al., 1998,
Unutmaz et al 1999). De modo concordante, nés observamos o nivel mais alto de expressao de
CXCR4 no dia 3 das culturas de células CD8+ ndo estimuladas por mitdgenos na presenca da
citocina yc IL-4 (figura 3.4). Demonstrou-se que a IL-7 aumenta a expressdo de CXCR4 e da
suporte a producdo de X4 HIV-1 (Moran et al. 1993, Smithgall et al. 1996, Llano et al., 2001,
Schmitt et al, 2003). De fato, IL-4 e IL-7 permitem niveis mais altos de expressdo de CXCR4 em
culturas de células CD8+ ndo estimuladas por mitégenos do que IL-2 ou IL-15 (figura 3.4). O
mesmo padrdo de expressdo de CXCR4 na presenca de citocinas yc IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15
foram anteriormente observados para a subpopulacdo de memdria CD4+ CXCR4- CCR7+
(Jourdan et al., 2000).

Embora células CD8+ ativadas por PHA tenham apresentado maior producdo de virus na
presenca de IL-2 e IL-15 do que IL-4 ou IL-7, nés observamos o nivel mais alto de expressdo de
CXCR4 por células CD8+ no dia 3 apos a estimulacdo mitogénica, quando as células foram
infectadas, novamente na presenca de IL-4 (figura 3.4). Entretanto, niveis aumentados de
expressao de CXCR4 em celulas CD8+ estimuladas com PHA foram encontrados na presenca de
citocinas yc 1L-2, IL-4, IL-7 ou IL-15 apds uma semana em cultura (figura 3.4).

Ao contrario da expressao de CXCR4, as células CD8+ nédo estimuladas por mitdgeno
apresentaram expressao reduzida de CCR5 apds 3 dias na presenca de IL-4, enquanto IL-15
induziu um notavel aumento na expressdo de CCR5 (figura 3.4), de uma forma similar aquela
previamente reportada em células CD4+ (Valentin et al 1998). De fato, foi descrito que a IL-4
estimula a replicacdo de variantes de HIV-1 X4 e inibe a de R5 em células CD4+ (Valentin et al
1998). Entretanto, muito embora IL-4 induza a expressdo de CD4 (figura 3.3A) e CXCR4 (figura
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3.4) em células CD8+ ndo estimuladas por mitdgeno, nenhuma infeccdo produtiva de células

CD8 por HIV-1ge foi detectada nessas condi¢des de cultura. Esses dados sugerem que fatores
adicionais podem ser necessarios para que células CD8+ sejam produtivamente infectadas, além
da expressao de CD4 e do co-receptor CXCR4.
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Figura 3.4. Expressdo dos co-receptores CXCR4 e CCR5 em células CD8+ purificadas obtidas a
fresco de PBMC (dia 0 = D0) ou depois de 3 (D3) ou 7 dias (D7) na presenca de diferentes citocinas yc,

em culturas estimuladas ou ndo com PHA. Os dados sdo representativos de 2 experimentos.

PBMC depletado de células CD4+ apresenta um perfil semelhante de producdo de HIV-1
ao de células T CD8+ purificadas, enquanto células T CD4+ respondem igualmente a

diferentes citocinas yc.

PBMC depletado de células CD4 (CD4dPBMC) apresentou a mesma tendéncia seletiva
de produgdo de HIV-1 na presenca de diferentes citocinas yc que a observada para células T
CD8+ (compare figura 3.1 e figura 3.5), embora em niveis mais altos de atividade RT (exceto
para células mantidas na presenca de IL-15 sem estimulo por PHA). Entretanto, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa na producao de HIV-1gg entre as condigOes de cultura de
CD4dPBMC.

Por outro lado, a populacdo CD4+ apresentou infec¢do produtiva pela variante X4 HIV-
1gr em todas as condig¢Bes de cultura, bem como PBMC e as populagdes depletadas de CD8
(CD8dPBMC) (figura 3.5). Nds também ndo encontramos nenhuma diferenca estatisticamente

significativa na producdo de virus por células T CD4+, CD8dPBMC ou PBMC entre as culturas
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na presenca de diferentes citocinas yc, com ou sem ativacdo previa por PHA.
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Figura 3.5. Producéo de HIV-1g por CD4dPBMC, CD8dPBMC, PBMC ou células CD4+ na presenca de
diferentes citocinas yc (IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15) em culturas ativadas por PHA (preto) ou ndo estimuladas
(branco). As barras representam a média+ SEM dos maiores valores da atividade da transcriptase reversa
em cada condigdo de cultura. As médias sdo relativas a pelo menos 3 experimentos para cada condi¢do

(cada experimento em triplicata).

Células CD8+ de neonato também séo passiveis de infeccdo produtiva por variante X4 de

HIV-1 por mecanismo CD4-dependente.

A subpopulacdo CD8+ purificada de sangue de corddo umbilical ndo apresentou infeccéo
produtiva pelo variante X4 HIVgr se mantida em presenca das citocinas yc 1L-2, IL-4, IL-7 ou
IL-15 sem estimulo prévio por mitdégeno. Por outro lado, estas células CD8+ naive estimuladas
com PHA, e mantidas em cultura com IL-2 ou IL-15, apresentaram alguma atividade RT
detectavel (figura 3.6). Como esperado, o uso de anticorpos neutralizantes anti-CD4 no momento
de infeccdo bloqueou a producéo viral, indicando mecanismo de entrada CD4-dependente (dados

n&o mostrados).
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Embora nédo tenha ocorrido diferenca estatisticamente significativa na producéo de virus

por CBMC, CD8dCBMC ou CD4dCBMC na presenca de diferentes citocinas yc, com ou sem
ativagdo prévia por PHA (figura 3.6), aparentemente células de neonatos foram mais sensiveis a
acdo de IL-4 e IL-7 que células de adultos, talvez porque estas citocinas estimulam melhor a

proliferacdo de células naive que IL-2 ou IL-15 (Soares et al., 1998).
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Figura 3.6. Producdo de HIV-1g por CBMC, CD8dCBMC, CD4dCBMC ou células CD8+ na presenca
de diferentes citocinas yc (IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15) em culturas ativadas por PHA (preto) ou ndo
estimuladas (branco). As barras representam a média+ SEM dos maiores valores da atividade da
transcriptase reversa em cada condicdo de cultura. As médias sdo relativas a pelo menos 2 experimentos
para cada condicdo de cultura (sempre em triplicatas), exceto condicbes PHA+IL-4 ¢ PHA+IL-7 ndo

testadas em culturas de células CD8+ purificadas de sangue umbilical.

Células CD8+ ativadas apresentam atividade antiviral na presenga de IL-2 e IL-15, mas néo
de IL-4 ou IL-7.

IL-2 e IL-15 promoveram a supressdo da producdo de virus em co-culturas de CD4+ e
CD8+ estimuladas por mitogenos comparadas a culturas de celulas CD4+ sozinhas estimuladas

por PHA (em torno de 90% de inibic¢&o da producdo viral, figura 3.7A). Na presenca de IL-4 ou
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IL-7, células CD8+ estimuladas com PHA apresentaram alguma atividade antiviral (em torno de

50% de inibicdo da producdo viral, figura 3.7A).

Embora células CD8+ ativadas com PHA tenham apresentado inibi¢éo da produgdo viral
em co-culturas de CD8+/CD8dPBMC, nenhuma condicdo de cultura apresentou 90% de
supressdo da produgdo de HIV-1ge (figura 3.7B). Novamente, a IL-2 e a IL-4 deram suporte a
producdo viral aumentada em co-culturas CD8+/CD8dPBMC comparadas a culturas
CD8dPBMC (figura 3.7B). Por outro lado, IL-7 e IL-15 levaram & diminuicdo da producéo de
virus em co-culturas de CD8+/CD8dPBMC comparadas as culturas CD8dPBMC. (figura 3.6B).
Enquanto as células CD8+ ativadas por PHA na presenca de IL-15 promoveram uma supressao
de 90% da produgdo viral em co-culturas com células T CD4+ (figura 3.7A), 0 mesmo n&o foi

verdadeiro para co-culturas com CD8dPBMC (figura 3.7B).
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Figura 3.7. (A) Supressdo da producdo de HIV-1gr em co-culturas de células CD8+ e CD4+
purificadas (a uma razdo de 1:1). As barras representam a média+SEM da percentagem de supressao da
producédo de HIV-1ge medida em co-culturas em relagdo as culturas de CD4+ no mesmo momento do pico
da producdo viral. As médias s&o representativas de pelo menos 3 experimentos para cada condi¢do (em
triplicata). NOs observamos que as percentagens de supressdo foram inferiores em menores razdes
CD8+/CD4+ nas culturas e superiores em maiores razdes, indicando um mecanismo dose-dependente
(dados ndo mostrados). (B) Suppressao da producdo de HIV-1ge em co-culturas de células CD8+
purificadas com fracdo CD8dPBMC (a uma razdo de 1:1). As barras representam médiatSEM da
percentagem de supresséo da produgdo de HIV-1gr medida em co-culturas com relagdo a culturas de
CD8dPBMC no momento de pico da producdo viral. As médias sdo representativas de pelo menos 3
experimentos para cada condicdo (em triplicatas). NOs observamos que as percentagens de supressdo
foram inferiores em razdes menores de CD8+/CD8dPBMC em co-culturas e superiores em razdes maiores
de CD8+/CD8dPBMC em co-culturas, indicando um mecanismo dependente de dose (dados ndo

mostrados).
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As citocinas yc IL-2 e IL-15 promovem o papel dual de células T CD8+ como alvos e

supressores da replicacdo do HIV.

Considerando o papel dual das células CD8+ como alvos do HIV-1 e supressores da
replicacdo do HIV-1, o balango entre ambas as atividades de linfécitos CD8+ pode contribuir
para a producéo viral liquida. Paradoxalmente, nds observamos que as mesmas citocinas IL-2 e
IL-15 que induziram niveis mais altos de infec¢do produtiva de células CD8+ ativadas por PHA,
foram as que promoveram a maior supressao da producdo de virus em co-culturas de CD4+ e
CD8+ estimuladas por mitégeno (figuras 3.1 e 3.7A).

Esses dados aparentemente contraditorios podem ser explicados pela cinética da producao
viral por células T CD8+ estimuladas com PHA comparadas as células CD4 (figura 3.8).

De fato, uma vez que a inibicdo da producéo viral em co-culturas CD8+/CD4+ é medida
no momento do pico da atividade RT de culturas de células CD4+, a atividade supressora de
células CD8+ prevaleceu sobre a produtividade em momentos mais iniciais de tais culturas
estimuladas com PHA+IL-2 ou PHA+IL-15 (figura 3.8A). Curiosamente, co-culturas
CD4+/CD8+ apresentaram niveis mais baixos de producdo de HIV-1ge do que culturas de CD4+
ou CD8+ no mesmo ponto da cinética, sugerindo que os linfécitos T CD4+ também exercem
supressao da replicagdo viral em células CD8+.

Durante a supressdo da replicacdo viral em co-culturas de CD8/CD4 previamente ativadas
por PHA, a maior parte das células produtoras de HIV-1 na presenca de IL-2 e IL-15 sdo
CD8+CD4- (figura 3.8A), enquanto a IL-7 parece manter as células CD4+ e CD4-CD8- como
principais células produtoras de HIV-1 (figura 3.8B). Neste sentido, as co-culturas CD8+/CD4+
estimuladas com PHA+IL-7 preservaram uma propor¢do mais elevada de celulas CD4+ (dados
ndo mostrados)

Portanto, o resultado dos ensaios de supresséo viral parece depender do balanco entre a
producéo do virus e a atividade antiviral ndo-citolitica de células T CD8+, bem como da cinética
diferente de producdo do virus por células CD4+, CD8dPBMC e CD8+.
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Figura 3.8(A) Cinética da producao de HIV-1gr em culturas ativadas por PHA+IL-2 ou PHA+IL-15
(os dados sdo representativos de 3 experimentos, realizados em triplicatas). As cinéticas de atividade
transcriptase reversa (RT) de cada populacdo estdo representadas (em azul escuro: PBMC, rosa:
CD8dPBMC, azul claro: CD4+, amarelo: CD8+ e magenta: co/cultura CD8+/CD4+ a razéo de 1:1).
Abaixo dos graficos de cinética, esta representada a expressdao de CD4 e CD8 em células produtoras de

virus (gating em células KC57+ ou p24+) no dia 16 da mesma cinética.
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Figura 3.8(B) Cinética da producéo de HIV-1gr em culturas ativadas por PHA+IL-4 ou PHA+IL-7
(os dados sdo representativos de 3 experimentos, realizados em triplicatas). As cinéticas de atividade
transcriptase reversa (RT) de cada populacdo estdo representadas (em azul escuro: PBMC, rosa:
CD8dPBMC, azul claro: CD4+, amarelo: CD8+ e magenta: co/cultura CD8+/CD4+ a razéo de 1:1).
Abaixo dos graficos de cinética, esta representada a expressdo de CD4 e CD8 em células produtoras de

virus (gating em células KC57+ ou p24+) no dia 16 da mesma cinética.
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Carga proviral de células CD4+ excede a de células CD8+ durante a cinética de infeccdo

por variante X4 HIV-1ge

A carga proviral acumulada ao longo da cinética de infec¢do por variante X4 HIV-1ge foi
maior em células CD4+ que CD8+, mesmo em culturas estimuladas com PHA e mantidas em
presenca de IL-2 ou IL-15, nas quais observamos maior producéo viral por células CD8+ ao final
da cultura (figura 3.7A). Estes dados indicam que, apesar de células T CD8+ poderem se tornar
reservatorios de HIV-1, as células CD4+ permanecem como principal fonte do virus.
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Figura 3.9. Carga proviral de HIV-1ge em culturas de células CD4+, CD8+ ou em co-culturas foi
quantificada por Tagman real-time PCR, como descrito na metodologia. Células CD4+ e CD8+ foram
purificadas a partir de buffy-coats em trés experimentos similares, realizados em triplicatas (BC1 e BC3

séo dois diferentes buffy-coats).
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DISCUSSAO

Trabalhos anteriores demonstraram que as celulas CD8+ podem ser produtivamente
infectadas in vitro (De Rossi et al., 1986; Tsubota et al., 1989b, Lusso et al., 1990, 1991, De
Maria et al., 1991, 1994, Mercure et al., 1993, Flamand et al., 1998, Kitchen et al., 1997, 1998,
Yang et al., 1998, Stanley et al., 1993, Su et al., 1995, Lee et al., 1997). Nesse estudo, nds
analisamos a influéncia de certas citocinas yc alteradas durante a infec¢do por HIV-1, como IL-2,
IL-4, IL-7 ou IL-15, nos niveis de producdo de HIV-1 por células T CD8+. No6s também
avaliamos a atividade antiviral de células CD8+ sob as mesmas condicdes de cultura.

Nossos resultados mostraram que o status de ativacdo das células CD8+ determina o
papel dual destas células como alvo do HIV-1 e efetor anti-HIV. Nesse sentido, células CD8+
ativadas apresentam niveis muito mais elevados de co-expressdo de CD4, que conjuntamente
com CXCR4 e CCRS5, promovem a infeccdo por HIV-1. De fato, o uso de anticorpos
monoclonais neutralizantes bloqueou a infec¢do produtiva de células CD8+ de outra forma
observada quando as células foram ativadas com PHA e mantidas na presenca de IL-2 ou IL-15.
Esse experimento confirma relatos prévios de que a infeccdo por HIV-1 de células CD8+ é
dependente de CD4 (Flamand et al., 1998), embora isolados de HIV-1 que usam CD8 ao invés de
CD4 como receptor priméario tenham sido detectados em um paciente infectado (Saha et al.,
2001a).

Entretanto, a expressdo de CD4 e CXCR4 ndo parecem ser suficientes para determinar a
infecgdo produtiva de células CD8+ pelo X4 HIV-1ge. NOs encontramos altos niveis de expressdo
desses co-receptores, essenciais para a entrada do virus, em células CD8+ ativadas na presenca de
IL-4, entretanto, n6s ndo detectamos infeccdo produtiva dessas células. Por outro lado, quando
estas mesmas células foram co-cultivadas com células dendriticas alogénicas, depois de 20 dias
de uma primeira tentativa de infecta-las, passamos a detectar producdo de HIV-1 (dados nédo
mostrados), sugerindo que o status de ativacdo das células CD8+ € crucial para determinar a
producdo do virus.

De fato, o status de ativagdo é tido como uma condicdo sine qua non para a replicacdo do
virus HIV-1 (Zack et al., 1990; Bukrinsky et al., 1991), de tal forma que as co-infec¢des levam

ao aumento da carga viral em pacientes (revisto por Lawn et al., 2001). As citocinas produzidas
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durante as respostas imunes contra antigenos de HIV-1 e outros podem contribuir para aumentar
0 status de ativacdo de células produtoras de virus, incluindo os linfocitos CD8+. Nesse sentido,
nos encontramos que a IL-2 e a IL-15 dao suporte & producdo de HIV-1ge por células CD8+
ativadas. Por outro lado, as células CD8+ naive derivadas do corddo umbilical foram mais
sensiveis ao efeito da IL-7 do que as células CD8+ do PBMC, embora a IL-2 e a IL-15 tenham
promovido a producdo viral por estas células depois da ativacdo com PHA. Neste sentido, a IL-2
e a IL-15 sabidamente mantém linfocitos ativados vivos (Boise et al., 1995; Vella et al., 1998;
Wau et al., 2002), e hé evidéncias de que a IL-2 e a IL-15 aumentem a sobrevivéncia e a fungédo de
células CD8+ especificas para HIV-1 (Kinter et al. 1996a, 1996b; Mueller et al., 2003a, 2003b),
enguanto a IL-7 é importante para a sobrevivéncia de células T naive (Tan et al., 2001; Vivien et
al., 2001). Ainda mais recentemente o papel da IL-15 na expansdo e na diferenciacdo de células
humanas virgens CD8+ tem sido relatado (Alves et al., 2003).

O status de ativacdo, influenciado pelas citocinas do ambiente, podem afetar ambos os
papéis das células CD8+ como alvos e supressores de replicacdo viral. Nesse sentido, a IL-2 e a
IL-15 promoveram a mais forte atividade antiviral de células CD8+ ativadas por PHA. Para
celulas CD8+ ndo-ativadas, IL-7 e IL-15 contribuiram para alguma inibic&o da producéo viral.

As respostas paradoxais de células CD8+ ativadas a IL-2 e IL-15 com respeito a producao
viral podem ser explicadas pela cinética lenta de producdo de HIV-1 por células CD8+. Mesmo
quando o provirus esta acumulado em células CD8+ durante a progressao da infeccdo, células
CD4+ sédo ainda o seu principal reservatorio do virus. Entretanto, em alguns pacientes infectados,
os linfocitos CD8+ contribuem para uma proporcdo de carga proviral mais alta do que as células
CD4+ (Livingstone et al., 1996; Marodon et al., 1999). A elucidacdo dos mecanismos que
governam a freqliéncia relativa de células CD8+ infectadas durante a progressdo da doenca e sua
contribuicdo relativa para a carga viral total requer investigacdo mais aprofundada e sera crucial

para entender seu papel na patogénese da infecgdo por HIV-1.
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RACIONAL E OBJETIVOS

O fato de células T CD8+ serem passiveis de infecgdo pelo HIV-1 pode contribuir para a
imunopatogénese da infeccdo pelo HIV-1. Trabalhos anteriores demonstraram que linfocitos T
CD8+ purificados ou PBMC depletado de CD4 eram induzidos a co-expressarem CD4 quando
ativados por estimulos como mitogenos, anticorpos monoclonais anti-CD3/anti-CD28 ou células
dendriticas alogeneicas, tornando-os susceptiveis a infec¢do produtiva por HIV-1 (Flamand et al.,
1998; Kitchen et al., 1998).

Em nosso Estudo 3, observamos que células T CD8+ purificadas estimuladas com PHA e
mantidas em presenca de diferentes citocinas yc se tornam de fato susceptiveis a infeccdo por
HIV-1 do tipo X4. Entretanto, a producdo viral foi significativamente maior em presenca de 1L-2
e IL-15, do que em presenca de IL-4 ou IL-7.

Paradoxalmente, estas mesmas citocinas IL-2 e IL-15 promoveram maior atividade
antiviral de células T CD8+ ativadas com PHA (>90% de supressdo de producao de HIV-1 do
tipo X4 em co-culturas CD8+/CD4+) que IL-4 ou IL-7. E ainda interessante dizer que,
comparando os efeitos de IL-2 e IL-15 em celulas T CD8+ ndo estimuladas por mitégeno, IL-15
promoveu a atividade antiviral destas células em co-culturas CD8+/CD4+ (inibicdo de quase
50%), enquanto IL-2 aumentou a producdo viral nestas co-culturas.

Em outro modelo de co-cultura, em que células T interagem com células dendriticas
(DCs), foi também observado que IL-2 aumenta a producdo viral em co-culturas DC/CD4+
(Weissman et al., 1996). Neste modelo de co-cultura DC/CDA4+, a presenca de células T CD8+
autologas ou alogeneicas de individuos ndo infectados promove a supressao viral da infeccdo
endogena, enquanto estas células T CD8+ adicionadas ao sistema DC/CD4+ de infecgdo aguda in
vitro ndo inibem, mas aumentam a producéo viral (Barker et al., 1996). De fato, varios trabalhos
demonstraram que o controle da replicagdo viral por células T CD8+ é menor neste Gltimo
modelo de co-cultura de linfécitos CD4+ com células dendriticas (Barker et al., 1996; Rubbert et
al., 1997; Severino et al., 2000), especialmente se os linfocitos CD8+ adicionados a esta co-
cultura forem de individuos ndo infectados pelo HIVV-1 ou se houver alguma aloreatividade neste
sistema. Tentativas de induzir o efeito supressor de células T CD8+ através do uso de ativadores
policlonais levaram a um aumento ainda maior da replicacdo viral neste sistema (Barker et al.,

1996).
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Dentro dessa linha de estudo, procuramos investigar se haveria alguma correlacéo entre o
menor efeito supressor dos linfocitos CD8+ no modelo de co-cultura DC/CD4+/CD8+ e sua
susceptibilidade a infeccdo pelo HIV-1. Além de utilizarmos DC alogeneicas, testamos se em
contato com células dendriticas aut6logas ocorreria também a infeccdo de células T CD8+ por
HIV-1.

E, como células dendriticas sdo estimuladas a produzirem IL-15 por virus (Azimi et al.,
2000), é possivel supor que esta IL-15 enddgena seria capaz de aumentar a producgdo de HIV-1
por células T CD4+, ou mesmo CD8+, no sistema de co-cultura com células dendriticas. Assim,
objetivamos também neste estudo avaliar os efeitos de IL-15 enddgena e exdgena sobre a

replicacdo viral em co-culturas de DC e células T.

Assim, neste quarto estudo, nossos objetivos foram:

1- Investigar se haveria alguma correlacdo entre o menor efeito supressor dos linfécitos
CD8+ no modelo de co-cultura DC/CD4/CD8 e sua susceptibilidade a infeccéo pelo
HIV-1.

2- Testar a possibilidade de células T CD8+ serem infectadas produtivamente quando co-
cultivadas com células dendriticas pulsadas com HIV-1, quer alogeneicas ou
autologas, imaturas ou maduras.

3- Auvaliar os efeitos de IL-15 end6gena ou exdgena sobre a producdo viral e a atividade

antiviral de células T CD8+ em co-culturas com células dendriticas.
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Papel de IL-15 enddgena e exdgena sobre a susceptibilidade de linfécitos T
CD8+ a infecgéo produtiva por HIV-1 e sua atividade antiviral em modelo de

interacdo de células dendriticas com linfocitos T CD4+ autdlogos.

RESUMO

Um modelo de co-cultura de células dendriticas (DC) e linfécitos que mimetiza as
interacdes celulares dentro dos 6rgédos linfoides representa um sistema relativamente fisioldgico
para estudar o papel das citocinas e das subpopulacdes celulares na infeccdo por HIV-1. Varios
estudos demonstraram que o controle da replicacdo viral por células CD8+ é mais dificil em co-
culturas DC/CD4/CD8 do que em CD4/CD8. No presente estudo, n6s objetivamos investigar se
poderia haver alguma correlacdo entre o menor efeito supressor de linfocitos CD8+ e a alta
susceptibilidade a infeccdo por HIV-1 nesse sistema. Uma vez que DC estimuladas por virus
podem produzir 1L-15, que nds previamente demonstramos promover infeccdo produtiva de
celulas T CD8+, bem como sua funcdo antiviral, n6s também avaliamos o papel de IL-15
enddgena e exdgena na atividade RT de X4 HIV-1ge em co-culturas de células T CD8+ e/ou
CD4+ com DCs autblogas. Pela primeira vez, nds observamos producdo viral por linfocitos T
CD8+ em contato com DCs aut6logas previamente pulsadas com HIV-1, sugerindo que células
CD8+ também podem ser trans-infectadas. Infeccdo dessas células CD8+ pode ser explicada pela
co-expressdao de CD4 e CXCR4, provavelmente com o suporte da interacdo CD28/B7, uma vez
que as células CD8+CD28+ apresentaram niveis mais altos de co-receptores e produtividade de
HIV-1 do que as células CD8+CD28-. O uso de anticorpos monoclonais neutralizantes anti-1L-15
diminuiu a producdo viral em co-culturas DC/CD4+, indicando que a IL-15 endogena promove
atividade RT em células CD4+. Por outro lado, nos so detectamos producéo viral por co-culturas
autdlogas DC/CD8 na presenca de I1L-15 exdgena. Entretanto, a adicdo de IL-15 promoveu uma
menor producdo viral em co-culturas DC/CD4/CD8 do que em co-culturas DC/CD4, sugerindo
que a atividade antiviral e a produtividade de HIV-1 ocorrem simultaneamente em células T
CD8+ sob influéncia de IL-15. Portanto, muito embora a IL-15 promova producdo viral por
células CD4+ ou CD8+, essa citocina yc parece ser um estimulo importante para a atividade

antiviral CD8+, merecendo pesquisa mais aprofundada como potencial imunoterapéutica.
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INTRODUCAO

Os tecidos linfoides s@o o principal reservatorio e local de replica¢do de HIV-1 (Pantaleo
et al., 1991; 1993; Harris et al., 1997; revisado em Pierson et al., 2000). Assim, um modelo de
cultura que imite as interacdes celulares que ocorrem nos 6rgaos linfdides representa um sistema
relativamente fisiologico para se estudar o papel de citocinas e subpopulacbes celulares na
infeccédo pelo HIV-1.

No modelo de co-cultura de células dendriticas e linfocitos CD4+ (DC/CD4), Barker et
al. (1996) observaram que a modulacdo da replicacdo de HIV-1 em células T CD4+ através de
linfocitos CD8+ é um fenébmeno multifatorial, envolvendo efeitos tanto inibitorios quanto
estimulatorios sobre a replicacdo de HIV-1. Neste modelo de co-cultura DC/CD4, a presenca de
células T CD8+ autdlogas de pacientes ou alogeneicas de individuos ndo infectados promove a
supressdo viral da infeccdo enddgena, enquanto estas células T CD8+ adicionadas ao sistema
DC/CD4 de infecgcdo aguda in vitro ndo inibem, mas aumentam a producdo viral (Barker et al.,
1996). De fato, varios trabalhos demonstraram que o controle da replicacdo viral por células T
CD8+ é menor neste Ultimo modelo de co-cultura de linfécitos CD4+ com células dendriticas,
especialmente se os linfocitos CD8+ adicionados a esta co-cultura forem de individuos néo
infectados pelo HIV-1 ou se houver alguma aloreatividade neste sistema (Barker et al., 1996;
Rubbert et al., 1997; Severino et al., 2000). Tentativas de induzir o efeito supressor de células T
CD8+ através do uso de ativadores policlonais levaram a um aumento ainda maior da replicacdo
viral (Barker et al., 1996).

Considerando os achados prévios de gque a ativacdo mitogénica ou o contato com células
dendriticas alogeneicas induzem linfécitos T CD8+ a co-expressarem CD4 e, dessa forma, a se
tornarem susceptiveis a infeccdo pelo HIV-1 (Flamand et al., 1998; Kitchen et al., 1998), é
possivel que as celulas T CD8+ contribuam para o aumento de producdo viral neste sistema.
Assim, neste estudo procuramos investigar: (1) a possibilidade de células T CD8+ serem
infectadas produtivamente quando co-cultivadas com células dendriticas pulsadas com HIV-1,
quer alogeneicas ou autologas, imaturas ou maduras; (2) se haveria alguma correlagdo entre o
menor efeito supressor dos linfécitos CD8+ no modelo de co-cultura DC/CD4/CD8 e sua

susceptibilidade a infec¢do pelo HIV.
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No modelo de co-cultura com células dendriticas utilizado neste estudo, o Unico estimulo
fornecido aos linfocitos CD4+ ou CD8+ € o proprio contato com as DCs. Entretanto, como
células dendriticas sdo ativadas por virus a produzirem IL-15 (Azimi et al., 2000), citocina esta
que demonstramos promover tanto a infeccdo produtiva de células T CD8+ quanto seu efeito
supressor sobre a replicacdo viral (dados apresentados no estudo anterior desta tese), nds
objetivamos também: (3) avaliar os efeitos de I1L-15 enddgena ou exdgena sobre a producao viral,
bem como (4) analisar os efeitos desta citocina, de forma enddgena ou exdgena, sobre a atividade

antiviral de células T CD8+ em co-culturas com células dendriticas.
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METODOLOGIA

Virus

Os estoques virais de HIV-1ge foram crescidos em células CEM (ambos fornecidos pela

Centralised Facility for AIDS Reagents, Medical Research Council, Gra-Bretanha).

Purificacdo de Subpopulagdes Celulares

Voluntarios sadios nos doaram sangue periférico por 2 vezes, em diferentes ocasides, a
primeira para a preparacdo de cultura de células dendriticas, e a segunda para obtengdo de
linfdcitos frescos para co-culturas autdlogas ou alogeneicas.

PBMC foi isolado através de centrifugacdo em Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich Inc., Saint
Louis, MO, EUA). Para a selecdo de células CD8+ e células CD4+, utilizamos CD8 MicroBeads
e CD4 MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemanha), respectivamente, conforme
descrito no Estudo 3 e resumido abaixo.

As células foram ressuspensas em PBS suplementado com 0,5% BSA (Sigma) e 2 mM
EDTA (Sigma), e incubadas com MicroBeads (15 min./6°-12°C). Ap6s lavadas e ressuspensas no
mesmo tampéo, foram passadas por uma coluna de separacdo (Miltenyi Biotec) do tipo MS+
(para até 10’ células positivas) ou LS+ (para até 10° células positivas), as quais eram colocadas
em campo magnético de um separador MACS (Magnetic Cell Separator, MiniMACS ou
MidiMACS, respectivamente).

A separacdo das subpopulagbes CD8+CD28+ e CD8+CD28- foi realizada através de
incubacgdes sequenciais com MACS CD8 Multisort Kit (Miltenyi Biotec), anticorpo monoclonal
anti-CD28-FITC (Pharmingen, Becton-Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA,
EUA), e anti-FITC Microbeads (Miltenyi Biotec). Células CD8+ foram purificadas utilizando-se
CD8 MultiSort MicroBeads. O reagente Multisort Release (10 min./6°-12°C) liberava as
Multisort Microbeads da fracdo CD8 positiva. ApOs serem lavadas, as células foram ainda
incubadas com o reagente MultiSort Stop, para inibir a reacdo de liberacdo em etapas
subsequentes. A fragdo CD8 positiva foi separada em subpopulagdes CD28+ e CD28- incubando-
se primeiramente com anticorpo monoclonal anti-CD28-FITC (Pharmingen) e, apos lavadas, com

anti-FITC Microbeads (em gelo/30 min., cada incubagdo). As células foram ressuspensas em
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tampédo PBS/BSA/EDTA, depois de haverem sido novamente lavadas, e entdo aplicadas a coluna
MS+ ou LS+ (Miltenyi Biotec).

Anticorpos Monoclonais e Citometria de Fluxo

Para analise da pureza das fracGes celulares ou da expressdo de CD4 e de co-receptores
para HIV-1 em células T CD8+, utilizando os seguintes anticorpos monoclonais: anti- CD4-
FITC, CD3-PE, CXCR4-PE, CCR5-PE, CD28-FITC, CD28-CyCh, CD8-PE e CD8-CyCh
(Pharmingen). Os controles foram IgG1-FITC, 19gG1-PE, IgG2b-PE, 1gG1-CycH (Pharmingen).

As células foram incubadas (10°-10° células/tubo) com diferentes combinacdes destes
anticorpos para marcacdes triplas (em volume de 10 pl cada anticorpo), por 30 min., em gelo e
protegidas da luz. Depois de lavadas 3x em PBS 2% FCS, as células foram ressuspensas em 0.5
ml de 2% paraformaldeido tamponado, e adquiridas em citbmetro de fluxo FACScan (Becton-
Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, EUA). As populacdes vidveis foram
determinadas através de sua granularidade e tamanho celular. A andlise dos dados foi realizada
através do programa WinMDI versdo 2.8 (fornecido pelo site http://facs.scripps.edu/).

Preparacao de células dendriticas

PBMC (1x10° células/ml) foi cultivado (37°C, 5% CO,) em meio completo (MC): RPMI
1640 suplementado com 10% FCS, glutamina, penicilina e estreptomicina (Gibco BRL, Cergy-
Pontoise, Franca). Apds 2 horas de aderéncia ao plastico (em placas de 6 pocos, Falcon™,
Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ, EUA), as células ndo aderentes foram retiradas
gentilmente, lavando-se com PBS. Os monocitos aderentes foram cultivados em MC fresco
suplementado com 50 ng/ml IL-4 e 100 ng/ml GM-CSF (R&D Systems Europe Ltd, Abingdon,
Gréa-Bretanha). Apds 7 dias, as células ndo aderentes foram coletadas, lavadas em PBS e
purificadas por selecdo negativa, através de incubagdo com Dynabeads (Dynal AS, Oslo,
Noruega) anti-CD2, anti-CD3 e anti-CD19 (na proporcao de 4:1 células alvo), por 20 min. a 4 °C,
com rotacdo. As células ligadas as Dynabeads foram removidas em magneto (Dynal), e o
sobrenadante contendo DCs imaturas foi obtido, e novamente aplicado a0 magneto para aumentar

a pureza celular. Para estimularmos a maturacdo de DCs, incubamos com 10 ng/ml de
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lipopolissacarideo (LPS, Sigma) a partir do dia 6 de cultura, e cultivamos por mais 48 horas. Para
a realizacdo de experimentos em paralelo, culturas de DCs imaturas, em auséncia de LPS, foram
estendidas por mais 1 dia, para que as duas preparacbes de DCs fossem completadas

simultaneamente.
Infecgéo in vitro com HIV-1

As preparacdes de DCs imaturas ou maduras foram plaqueadas em placas de 96 pogos
(Falcon™), na concentracdo de 1x10* células/pogo. Estas culturas de DCs foram “pulsadas” com
HIV-1 X4 (HIV-1ge) através de exposicdo aos virus, por 2 horas a 37°C, em multiplicidade de
infeccdo de 0,01. Apds “pulsadas”, as células dendriticas foram lavadas por 3x em PBS.
Linfocitos T CD4+ e/ou CD8+ (ou suas subpopulacdes), purificados de PBMC fresco, como
descrito acima, foram entdo, imediatamente, adicionados (2x10° células/poco, em triplicatas) as
culturas de DCs.

Algumas preparagdes de DCs receberam tratamento com 40 pg/ml mitomicina C (Sigma),
a 37°C/30 min./5% CO,, antes de serem “pulsadas” com HIV-1.

Os sobrenadantes de culturas foram coletados periodicamente e guardados a -80 °C até

serem utilizados para a dosagem de atividade da transcriptase reversa, conforme descrito abaixo.
Ensaio Mini RT de atividade da enzima Transcriptase Reversa

Como parametro de produtividade viral, dosamos a atividade RT das culturas celulares
utilizando um “mini” ensaio. Resumidamente, 5ul de sobrenadante de cultura foram adicionados
em triplicata a 25ul de uma mistura contendo poli(A), oligo(dT) (Pharmacia), MgCl, e 2p DTTP
(deoxitimidina 5’-trifosfato marcada com %P) (Amersham Pharmacia Biotech UK Limited,
Buckinghamshire, Gra-Bretanha). Apés incubacdo por 2 horas a 37°C, 5ul da mistura de reagdo
foram pipetados sobre papel DE81 (Whattman LabSales, Hillsboro, OR, EUA). O papel foi seco
ao ar, lavado 5 vezes em 2X SSC e mais duas vezes em etanol 95%. Os filtros foram secos
novamente, e a contagem radioativa foi realizada em contador 1450 Microbeta Plus Wallac
(Perkin-Elmer Applied Biosystems, Warrington, Gré-Bretanha).

A produgdo viral foi expressa em cpm/ul (consideramos como positiva a atividade RT

igual ou maior a 300cpm/pl).
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Avaliacéo dos efeitos de IL-15 enddgena ou exdgena

Para analisarmos os efeitos de IL-15 enddgena sobre a susceptibilidade a infeccdo por
HIV-1 ou atividade antiviral de linfécitos CD8+, as culturas foram mantidas sem adicdo de
citocinas (condicdo de cultura denominada “Not”) ou em presenga de anticorpo monoclonal
neutralizante anti-1L-15 (10 ug/ml, R&D Systems Europe Ltd, Abingdon, Gra-Bretanha)
(condicao de cultura denominada “anti-1L-15).

Os efeitos de IL-15 exdgena foram avaliados em culturas com adi¢do da citocina IL-15
(10ng/ml, R&D) (condic¢ao de cultura denominada “IL-15).

Ensaios de supressao viral

O efeito supressor de células T CD8+ em co-culturas com células dendriticas e células
CD4+ (DC/CD4/CD8) foi medida em relacdo a maior atividade RT detectada em co-culturas
DC/CDA4+ através da formula:

% supressdo = 100 — (valor RT de co-cultura DC/CD4/CD8 x 100)
(valor RT de co-cultura DC/CD4)

Em alguns casos, comparamos o efeito supressor de células T CD8+ em co-culturas
DC/CD4/CD8 com a atividade supressora das mesmas células CD8+ em co-cultura apenas com
células CD4+ autdlogas. O percentual de supressao nas co-culturas CD8/CD4 foi medida em

relacdo a maior atividade RT detectada em cultura de células CD4+através da férmula:

% supressdo = 100 — (valor RT de co-cultura CD8/CD4 x 100)
(valor RT de cultura CD4)

Andlise estatistica

Para comparacéo de diferentes condi¢fes de co-cultura de linfdcitos e células dendriticas
de mesmos doadores foi utilizado teste t de Student pareado bicaudal através do software

GraphPadPrism version 4.
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RESULTADOS

Em presenca de células dendriticas alogeneicas, células T CD8+ sdo infectadas

produtivamente por HIV-1 e apresentam menor atividade antiviral.

Células T CD8+ alogeneicas e/ou ativadas com mitégeno quando adicionadas a co-
culturas de linfocitos CD4+ com células dendriticas autologas “pulsadas” com HIV-1 (DC/CD4)
aumentam a producdo viral (Barker et al., 1996). Considerando os achados prévios de que a
ativacdo mitogénica ou o contato com células dendriticas alogeneicas induzem linfécitos T CD8+
a co-expressarem CD4 e, dessa forma, a se tornarem susceptiveis a infecgdo pelo HIV-1
(Flamand et al., 1998; Kitchen et al., 1998), é possivel que a infeccdo produtiva de células T
CD8+ contribua para 0 aumento de producéo viral neste sistema.

Em nosso estudo anterior (Estudo 3), mostramos que as citocinas y-c IL-2 ou IL-15
promovem tanto a infeccdo produtiva de células T CD8+ ativadas por mitdgeno quanto sua
atividade antiviral. Neste estudo, decidimos utilizar apenas as células dendriticas como estimulo
para os linfécitos T e testarmos o papel de IL-15, citocina produzida por células dendriticas
ativadas por virus (Azimi et al., 2000).

Comparamos, entdo, a atividade antiviral e producao de HIV-1 por células T CD8+ em 2
diferentes modelos de co-cultura com células T CD4+ aut6logas. No primeiro modelo, as células
T CD8+ foram co-cultivadas com células T CD4+ aut6logas (na proporcdo de 1:1 CD4/CD8), e
ambas expostas aos virus. No segundo modelo, células CD4+ e CD8+ (também na proporcao 1:1)
foram co-cultivadas com DCs alogeneicas previamente “pulsadas” com HIV-1. Nestes 2
modelos, utilizamos células T ndo estimuladas com mitdgeno e mantidas em presenca de IL-15, 0
que nos permite distinguir o papel de IL-15 independente da presenca de células dendriticas.

Observamos que a atividade antiviral de células T CD8+ foi menor quando os linfocitos
foram mantidos em contato com células dendriticas alogeneicas (figura 4.1). E possivel que a
infeccdo produtiva de células T CD8+ tenha contribuido para a menor inibicdo de producéo viral
neste modelo, pois detectamos atividade de transcriptase reversa (RT) em co-culturas de células
CD8+ com DCs alogeneicas previamente “pulsadas” com HIV-1 (fig. 4.1B), mas ndo em culturas

de apenas células CD8+ ndo estimuladas, mesmo que em presenca de 1L-15 (fig. 4.1A).
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Figura 4.1. Atividade antiviral de células T CD8+ em co-cultura com células T CD4+ ou em co-
culturas DC/CD4/CD8. (A) Células T CD4+ e CD8+ purificadas de PBMC foram cultivadas
isoladamente ou em co-cultura (proporcao 1:1). Neste experimento, linfocitos CD8+ inibiram a replicacdo
viral em 61% comparada a produc¢do observada em culturas de células CD4+. (B) Em co-cultura com DCs
alogeneicas, células T CD8+ foram infectadas produtivamente com HIV-1zr, € a inibicdo de replicacdo
viral diminuiu para 12%. Todas as culturas foram feitas em triplicatas e mantidas em presenca de IL-15

(10ng/ml); dados representativos de 2 experimentos realizados.

Células T CD8+ em co-cultura com células dendriticas alogeneicas ou aut6logas apresentam

producdo de HIV-1, especialmente a subpopulacdo CD8+ CD28+

Kitchen e colaboradores (1998) haviam descrito que células T CD8+ quando em contato
com células dendriticas alogeneicas ou estimuladas por anti-CD3/anti-CD28 passam a expressar
CD4, além de CXCR4 e CCR5, e sdo infectadas quando depois expostas diretamente ao HIV-1.
Neste estudo, investigamos se o contato com células dendriticas autélogas também levaria células
T CD8+ a se tornarem susceptiveis a infec¢do pelo HIV-1. E, como provavelmente a interacéo
CD28-B7 estaria relacionada a inducdo de expressdo da molécula CD4 e dos co-receptores de
HIV-1, CXCR4 e CCR5, em linfécitos CD8+, consideramos relevante estudarmos se as
subpopulagcbes CD8+CD28+ e CD8+CD28- seriam moduladas de modo diferente. A
susceptibilidade destas subpopulagdes a infeccao por virus HIV-1 quando em contato com células
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dendriticas autblogas ou alogeneicas previamente “pulsadas” com HIV-1gr também foi testada
com adicdo ou ndo de IL-15 as co-culturas DC/CD8.
Pela primeira vez, observamos producdo viral quando células T CD8+ foram co-

cultivadas com células dendriticas autologas previamente “pulsadas” com HIV-1 (figura 4.2).

Ativiade RT (com/uD

Figura 4.2. Células T CD8+ produzem HIV-1 quando co-cultivadas com DCs autologas “pulsadas”
com o virus. Producdo viral foi detectada em co-culturas de linfocitos T CD8+ com células dendriticas
autologas previamente “pulsadas” com HIV-1ge (DC/CD8), mas ndo em culturas das mesmas DCs
“pulsadas”. Células T CD8+ foram co-cultivadas na propor¢do de 20:1 DC, em presenca de IL-15
(10ng/ml). Dados sdo derivados de 8 experimentos, realizados com DCs imaturas ou maduras. A atividade
de transcriptase reversa (RT) igual ou > 300cpm/ul (demarcada pela linha tracejada) foi considerada

positiva.

Nossos resultados mostraram que as subpopulagdes CD8+CD28+ e CD8+CD28- se
comportam de modo diferente quando expostas as células dendriticas alogeneicas ou autologas.
Células T CD8+CD28+, mas ndo CD8+CD28-, apresentaram produc¢éo viral em co-culturas com
DCs alogeneicas previamente “pulsadas” com virus HIV-1gg (figura 4.3A), sem suplementacéo
de citocinas (condicdo “Not”). Porém, com adigdo de IL-15 (condigao “IL-15”) detectamos
atividade RT em co-culturas DC/CD8 de ambas subpopulagdes, embora as co-culturas
DC/CD8+CD28+ fossem mais produtivas. Por outro lado, apenas co-culturas de DCs autélogas,
“pulsadas” com HIV-1gg, com a subpopulagdo CD8+CD28+ apresentaram producéo viral (fig.
4.3B).
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Figura 4.3. Producdo de HIV-1gr em co-culturas DC/CD8+CD28+ ou DC/CD8+CD28-
alogeneicas (A) ou autdlogas (B), sem (“Not”) ou com adi¢do de 10 ng/ml da citocina IL-15 (“IL-
15”). Culturas foram realizadas em triplicatas, com células dendriticas imaturas tratadas com
mitomicina C, e células CD8+CD28+ e CD8+CD28- recém-purificadas de PBMC de um mesmo
doador (n=4 doadores, médias + DP). Atividade RT foi considerada positiva se igual ou maior
que 300 cpm/ul (demarcada pela linha tracejada). Diferencas significativas (p<0,05) entre as co-

culturas estdo marcadas com o simbolo de estrela.

A maior producdo de HIV-1 do tipo X4 em células CD8+CD28+ que CD8+CD28- pode ser
explicada pela maior expressdo de CD4 e de co-receptor CXCR4 ap6s interacdo com células

dendriticas alogeneicas ou autdlogas

Células T CD8+ recém-purificadas em subpopulacées CD8+CD28+ e CD8+CD28-, ndo
ativadas por mitdgeno, foram expostas as células dendriticas alogeneicas ou autélogas, porém
ndo “pulsadas” com HIV-1, por 1 semana antes de avaliarmos a sua expressédo de CD4, CXCR4 e
CCRS.

Apos contato com células dendriticas alogeneicas, observamos que a subpopulagdo
CD8+CD28+ apresentou maior expressédo de CD4 do que a subpopulagdo CD8+CD28- (figura
4.4). Células CD8+CD28+ também foram induzidas a expressar CD4 quando em co-cultura com
células dendriticas autologas (figura 4.4), embora em percentual menor que em contato com

células dendriticas alogeneicas, explicando nossos achados de producdo viral (figura 4.3).
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Figura 4.4. Co-expressdo de CD4 em células CD8+CD28+ e CD8+CD28-, isoladas a partir de PBMC

de dois doadores (#1 e #2), ap6s 1 semana em co-cultura (1:20 DC/CD8) com DCs alogeneicas (A-B) ou

DCs autdlogas (C-D) imaturas (tratadas com mitomicina C).
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Apos contato com células dendriticas alogeneicas, observamos que a subpopulagdo
CD8+CD28+ apresentou maior expressdao do co-receptor CXCR4 que a subpopulagédo
CD8+CD28-, o inverso ocorrendo para CCR5 (figura 4.5). A expressdo de CXCR4 pelas
subpopulacdo CD8+CD28+ e CD8+CD28- foi maior em contato com células dendriticas

autologas que alogeneicas (figura 4.5).

Expressao de co-receptores de HIV-1 em células CD8+ apds

co-cultura com DCs autélogas ou alogeneicas
100

B CCR5

B CXCR4

% expressdo

AUTO DC ALLODC AUTO DC ALLODC
CD8+CD28+ CD8+CD28+ CD8+CD28- CD8+CD28-

Figura 4.5. Expressdo de co-receptores de HIV-1 nas subpopulacdes CD28+ e CD28- de células T
CD8+ apés contato com células dendriticas autélogas ou alogeneicas. Células CD8+CD28+ e
CD8+CD28- recém-purificadas a partir de PBMC foram co-cultivadas por 1 semana com DCs autélogas
(AUTO DC) ou DCs alogeneicas (ALLO DC) (1:20 DC/CD8) imaturas (previamente tratadas com
mitomicina C) antes da marcag¢do com anticorpos especificos anti-CXCR4 e CCR5. Dados apresentados

referentes a um mesmo doador, representativos de experimentos realizados com 2 doadores.

A maior producdo de HIV-1ge por células CD8+CD28+ que por CD8+CD28- em co-
culturas com DCs alogeneicas ou autdlogas “pulsadas” com virus (fig. 4.3) poderia, entdo, ser
explicada pela maior expressdo de CD4 (fig. 4.4) e CXCR4 (fig. 4.5) pela subpopulacdo CD28+

gue CD28- de linfocitos T CD8+ quando expostas as DCs alogeneicas ou aut6logas.
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IL-15 promove a producdo viral, bem como a atividade antiviral de células T CD8+, em co-

culturas de células dendriticas com linfécitos T auto6logos.

Estudos prévios (Barker et al., 1996) e nossos resultados (fig. 4.1) sugerem que linfécitos
T CD8+ apresentam menor inibicdo de replicacdo de HIV quando em presenca de DCs
alogeneicas, talvez pela sua propria infeccdo produtiva pelo virus. Como detectamos producdo de
HIV-1gre ndo s6 em co-culturas DC/CD8 alogeneicas, mas também autdlogas, decidimos estudar
em co-culturas DC/CD4/CD8 autologas a atividade antiviral de linfécitos CD8+. Analisamos
neste modelo os efeitos de IL-15 enddgena e exdgena sobre a atividade inibitdria de células T
CD8+, ja que DCs podem ser fonte de IL-15, especialmente em situacGes de infeccdo viral
(Azimi et al., 2000), e esta citocina favorece a infec¢éo produtiva de linfocitos CD8+, bem como
sua atividade supressora (dados apresentados no Estudo 3).

Em presenca de IL-15 exdgena, a inibicdo de producdo viral em co-culturas
DC/CD4/CD8 comparadas as co-culturas DC/CD4 foi geralmente superior a 40% (figura 4.6).
Esta atividade antiviral sobre a producdo de HIV-1ge foi similar aquela observada no Estudo 3
para co-culturas de linfocitos T CD4/CD8 (1:1) ndo estimulados com mitdgeno e mantidos em

presenca de I1L-15.

Sem adicdo de citocinas, ndo observamos atividade antiviral. O uso de anticorpos
neutralizantes anti-1L-15 pareceu diminuir a atividade antiviral de células T CD8+ em relagdo a

condi¢do “Not”, sugerindo um papel para IL-15 enddgena no controle de producéo viral.

Entretanto, este aparente efeito da neutralizacdo de IL-15 enddgena sobre a atividade
antiviral pode ser explicado pela diminui¢do da producao de HIV-1 por células CD4+ observada
em co-culturas DC/CD4 na condigdo “anti-IL-15" (figura 4.7A). Estes resultados sugerem que a
producdo viral de células T CD4+ em co-cultura com células dendriticas autologas depende de
IL-15 enddgena.
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Figura 4.6. Papel de IL-15 enddégena e exdgena na inibicdo de produgdo viral em co-culturas
DC/CD4/CD8 (proporgdo 1:1 CD4/CD8) em comparacdo com DC/CD4. Papel de IL-15 enddgena foi
avaliada nas condigdes “Not” (sem adi¢ao de citocinas) e “Anti-IL-15” (com adi¢do de 10 pg/ml de
anticorpo monoclonal neutralizante anti-1L-15). Papel de IL-15 exdgena foi avaliada na condig¢do “TIL-15”
(com adicdo de 10ng/ml de IL-15). Dados apresentados representam as médias de resultados de 5
experimentos (médias + DP) realizados com células dendriticas maduras, “pulsadas” com HIV-1g, €
linfocitos T autélogos de 5 diferentes doadores (proporcdo 1:20 DC/linfocitos). Diferencas significativas

(p<0,05) entre as co-culturas estdo marcadas com o simbolo de estrela.

Enquanto IL-15 endGgena parece ser importante para a producdo viral em linfocitos T
CD4+ (ndo pré-estimulados) co-cultivados com DCs autdlogas “pulsadas” com HIV-1gg, a
adicdo de IL-15 exdgena as co-culturas de DCs autologas, imaturas ou maduras, aumentou a
producdo viral de células T CD4+ e pdde promover a de células T CD8+ (fig. 4.7A), sem deixar
de estimular a atividade antiviral dos linfocitos T CD8+ (fig. 4.7B). O efeito de IL-15 exdgena
sobre a producdo viral e atividade antiviral de linfocitos T CD8+ foi mais evidente para a
subpopulagdo CD8+CD28+ (fig. 4.7C).
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Figura 4.7. IL-15 promove a produgdo viral e a atividade antiviral de células T CD8+ em co-culturas

com células dendriticas autélogas. Em (A), mostramos as cinéticas de producéo viral observada em co-
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culturas autélogas de DC/CD4, DC/CD8 e DC/CD4/CD8 (proporcdo 1:1 CD4/CD8) ou culturas das
mesmas DCs “pulsadas” com HIV-1, nas condi¢des “Not” (sem adi¢ao de citocinas), “Anti-1L-15” (com
adicao de 10 ug/ml de anticorpo monoclonal neutralizante anti-IL-15) e “IL-15” (com adi¢do de 10ng/ml
de IL-15). A atividade de transcriptase reversa (RT) igual ou > 300cpm/ul (demarcada pela linha
tracejada) foi considerada positiva. Dados apresentados sdo representativos de 9 experimentos realizados
com células autdlogas de 5 diferentes doadores. Células dendriticas, imaturas ou maduras, foram
“pulsadas” com HIV-1gr antes de linfdcitos T autdlogos recém-isolados serem adicionados as culturas
(proporc¢éo 1:20 DC/linfécitos). Estes linfocitos T ndo foram pré-estimulados com mitdgenos ou citocinas.
Algumas culturas de células dendriticas foram previamente tratadas com mitomicina C (mit. C, 40 pg/ml).
Em (B), apresentamos o percentual de inibicdo de producdo viral observado nas co-culturas
DC/CD4/CD8, comparadas as co-culturas DC/CD4, mostradas em (A). Em (C), mostramos as cinéticas
de producdo viral de co-culturas de células dendriticas com linfocitos T CD4+ e/ou subpopulagfes CD28+
e CD28- de linfécitos T CD8+ autdlogos, representativas de experimentos realizados com 2 diferentes

doadores.
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Enquanto IL-15 enddgena parece ser importante para a atividade viral em linfocitos T
CD4+ (ndo pre-estimulados) co-cultivados com DCs autologas “pulsadas” com HIV-1gf, a
adicdo de IL-15 exdgena as co-culturas de DCs autdlogas, imaturas ou maduras, aumentou a
producdo viral de células T CD4+ e péde promover a de células T CD8+ (fig. 4.7A), sem deixar
de estimular a atividade antiviral dos linfocitos T CD8+ (fig. 4.7B). O efeito de IL-15 exdgena
sobre a producdo viral e atividade antiviral de linfocitos T CD8+ foi mais evidente para a
subpopulagdo CD8+CD28+ (fig. 4.7C).
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DISCUSSAO

Células T CD8+ exercem importante papel no controle da replicacdo do virus HIV-1, a
qual ocorre principalmente nos 6rgaos linféides (Pierson et al., 2000). Nestes tecidos, a presenca
de células dendriticas deve contribuir para a transmisséo dos virus e para sua produgdo, quer por
estimulos de membrana ou citocinas secretadas que ativem a replicacdo viral nos linfocitos T ou
pela préprias DCs (Weissman & Fauci 1997; Geijtenbeek et al., 2000a). Assim, é importante que
se avalie a atividade antiviral de células T CD8+ quando em contato com células dendriticas, em
especial autologas.

Em estudos anteriores sobre a atividade antiviral de células T CD8+ em presenca de
células dendriticas, foram observados efeitos tanto inibitérios quanto estimulatorios sobre a
replicacdo de HIV-1 (Barker et al., 1996). Como o controle da replicacdo viral por células T
CD8+ foi menor em presenca de células dendriticas se estes linfocitos eram alogeneicos (Barker
et al., 1996), nos postulamos ser possivel que a producdo de virus por estes mesmos linfdcitos
CD8+ poderia contribuir para sua menor supressao viral quando em co-cultura com DCs e células
CD4+. Baseamos esta hipdtese sobre o fato de o contato com células dendriticas alogeneicas
induzir linfécitos T CD8+ a co-expressarem CD4 e, dessa forma, a se tornarem susceptiveis a
infeccdo pelo HIV-1 (Kitchen et al., 1998).

Corroborando estes estudos, nossos resultados mostraram que células T CD8+
apresentaram menor atividade antiviral em presenga de células dendriticas alogeneicas (veja fig.
4.1). E possivel que a infeccdo produtiva de células T CD8+ tenha contribuido para a menor
inibicdo de producdo viral no modelo DC/CD4/CD8, pois culturas de células CD8+ néo
estimuladas apresentaram producgédo viral apenas quando em contato com DCs alogeneicas
previamente “pulsadas” com HIV-1.

A infeccdo de células T CD8+ por HIV-1 do tipo X4 nestas co-culturas pode ser
explicada pela expressdo de CD4 e CXCR4 ap6s contato com DCs alogeneicas (figuras 4.4 e
4.5), como mostrado anteriormente (Kitchen et al., 1998). Em nosso modelo, entretanto, poderia
ainda participar a molécula DC-SIGN, pois a Unica fonte de virus foram DCs previamente
“pulsadas” com HIV-1gf, enquanto no estudo de Kitchen e colaboradores (1998) as células T
CD8+ foram expostas aos virus apds o contato com DCs alogeneicas. Assim, é possivel que

também células T CD8+ sejam trans-infectadas quando co-cultivadas com DCs “pulsadas” com
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HIV-1. Neste sentido, observamos que células dendriticas “pulsadas” com HIV-1, mesmo quando
ndo produtivas, sdo capazes de passar 0 virus para linfécitos T CD4+, corroborando trabalhos
prévios (Cameron et al. 1994, 1996, Weissman & Fauci 1997, Rowland-Jones 1999, Geijtenbeek
et al., 2000a).

Diferentemente de estudos anteriores, células T CD8+ foram expostas e mantidas em co-
cultura com as células dendriticas “pulsadas” com HIV-1, situacdo mais proxima do que ocorre
durante a infeccdo in vivo. Detectamos producdo viral em co-culturas DC/CD8 ndo sé
alogeneicas, mas também autologas, em especial se as células T CD8+ fossem da subpopulacéo
CD28+ e se a citocina IL-15 fosse adicionada in vitro (veja figuras 4.2 e 4.3).

Pela primeira vez mostramos que células CD8+ passam a co-expressar CD4 quando em
contato com células dendriticas autélogas, e ndo apenas com células dendriticas alogeneicas
como visto anteriormente (Kitchen et al., 1998). A co-expressdo de CD4, principalmente na
subpopulacdo CD8+CD28+ em contato com DCs autdlogas (fig. 4.4), deve explicar a
possibilidade de infec¢do produtiva em co-culturas DC/CD8 aut6logas, sem a necessidade de
estimulo prévio com mitdgeno (pré-requisito demonstrado no Estudo 3).

O estimulo para a expressdo de CD4 em linfocitos T CD8+ parece envolver a interacdo
das moléculas CD28/B7 durante o contato de células T CD8+ e DCs, pois a subpopulacdo
CD8+CD28+ apresentou maior expressao de CD4 e susceptibilidade a infeccdo pelo HIV-1 que a
subpopulacdo CD8+CD28- (figuras 4.3 e 4.4). Nossos resultados estdo de acordo com o trabalho
de Kitchen e colaboradores (1998), em que células T CD8+ estimuladas por anti-CD3/anti-CD28
passaram a expressar CD4, além de CXCR4 e CCR5. Segundo Jourdan et al. (2000), o aumento
de expressdo de CXCR4 pela interagdo com células dendriticas autélogas seria dependente das
interacbes CD40-CD154 e CD134-CD134L, talvez facilitada quando as células CD8+ sdo
CD28+. E interessante notar que se durante a interacio com DCs aut6logas houvesse ativacio de
CD3, prevenia-se a inducdo de expressdo de CXCR4 neste estudo (Jourdan et al., 2000), o que
pode ser interpretado como um fenémeno similar aos nossos resultados de menor expressao de
CXCR4 por células CD8+CD28+ quando em contato com células dendriticas alogeneicas (fig.
4.5).

Além da maior expressao de CD4 e CXCR4, outro fator que explicaria a maior

produtividade da subpopulacdo CD8+CD28+ seria o fato de, reconhecidamente, os linfocitos T
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CD8+CD28+ serem mais capazes de proliferar que os linfocitos CD8+CD28- (Efros et al. 1996),
o0 que facilitaria a replicacéo viral na subpopulacdo CD28+.

A adicdo da citocina IL-15 mostrou-se um importante estimulo para a infeccdo produtiva
por HIV-1 em co-culturas DC/CD8 aut6logas, como também observamos anteriormente para
células T CD8+ ativadas por mitdgeno (Estudo 3). A ativacdo de proliferacdo de células T CD8+
por IL-15, bem como a maior inducdo de expressdo de CD4 em presenca desta citocina (dados
mostrados no Estudo 3), podem contribuir para producdo de HIV-1 em co-culturas DC/CD8
autologas.

Pelo fato de células dendriticas poderem ser fonte de IL-15, especialmente em situagdes
de infeccdo viral (Azimi et al., 2000), analisamos o papel de IL-15 enddgena comparando co-
culturas autologas sem adicdo de citocinas com co-culturas em presenca de anticorpos
neutralizantes anti-1L-15. Observamos que IL-15 enddgena, e ndo somente a exdgena, promove a
producdo viral em co-culturas de linfocitos T CD4+ mantidos em contato com DCs autdlogas
previamente “pulsadas” com HIV-1, a qual é diminuida em presenca de anticorpos neutralizantes
anti-1L-15 (fig. 4.7). E interessante notar que o tratamento de DCs com mitomicina C antes de
serem ‘“pulsadas” com HIV-1 parece diminuir sua capacidade de transmitir e/ou estimular a
replicacdo de HIV-1 em linfécitos T CD4+ na condigdo “Not”, talvez por uma menor produgdo
de IL-15. Neste sentido, observamos que a neutralizacdo de IL-15 causou menor efeito em co-
culturas DC/CD4 tratadas com mitomicina C do que naguelas ndo tratadas, bem como em co-
culturas de DCs maduras que imaturas. Assim, nossos resultados sugerem que a atividade viral de
células T CD4+ em co-cultura com células dendriticas aut6logas depende de IL-15 enddgena. Por
outro lado, ndo detectamos efeito desta citocina endogena sobre a producéo viral de co-culturas
DC/CDS8 ou atividade antiviral destes linfocitos CD8+. E possivel que a produgdo enddgena de
IL-15 seja diminuida em DCs “pulsadas” com HIV-1, impedindo que se detectem quaisquer
provaveis efeitos sobre os linfécitos T CD8+.

Apesar de a adicdo de IL-15 promover replicacdo viral quando células T CD8+ sdo
mantidas em contato com DCs autdlogas previamente “pulsadas” com HIV-1, esta producdo do
virus ndo parece contribuir para diminuigdo da atividade antiviral de linfocitos CD8+ em co-
culturas DC/CD4/CD8 autélogas, ao contrario do que observamos em co-culturas alogeneicas.

De fato, a inibi¢do de producdo viral observada nestas co-culturas com DCs aut6logas foi similar
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aquela observada no Estudo 3 para co-culturas de linfocitos T CD4/CD8, autdlogos e ndo
estimulados, mantidos em presenca de IL-15 exdgena.

Portanto, de acordo com nossos resultados do Estudo 3, a adicdo de IL-15 parece
promover tanto a producdo viral quanto a atividade antiviral mediada por células T CD8+,
sugerindo um duplo papel para estes linfocitos na imunopatogénese da infecgdo pelo HIV-1,
como alvos e supressores da replicagéo viral. Ainda corroborando nossos dados do Estudo 3 e
trabalho de Landay et al., 1993, observamos que a subpopulacdo CD28+ de linfécitos T CD8+
apresenta melhor atividade antiviral que a subpopulacdo CD28-, embora sejam mais susceptiveis
a infecgdo pelo HIV-1 quando em contato com DCs “pulsadas” com o virus.

Assim, o modelo de co-cultura com células dendriticas parece ser util para melhor
compreensdo ndo s6 da imunopatogénese da infeccdo pelo HIV-1, bem como para o desenho de
vacinas, microbicidas e imunoterapias. Neste sentido, nossos resultados sugerem que, em caso de
vacinas terapéuticas com células dendriticas, seria preferivel DCs aut6logas e ndo alogeneicas,
pois estas Ultimas parecem estimular mais o papel de linfécitos T CD8+ como alvos que
supressores da replicacdo de HIV-1. Além disso, como no modelo de co-cultura com DCs
autologas o papel de linfécitos T CD8+ como inibidor da replicacdo viral foi promovido com a
adicdo de IL-15, apesar desta citocina estimular a replicacdo do virus em células T CD4+ e
CD8+, é possivel que IL-15 possa ser utilizada como adjuvante em vacinas ndo so pelo seu
reconhecido efeito de ativacdo de células T CD8+ de memdria, como também pelo estimulo a
atividade antiviral destes linfdcitos. Estas propriedades também tornam esta citocina uma
imunoterapia em potencial, em especial se acoplada a terapia antiretroviral, para que nao

contribua para aumentar os reservatérios virais.

131



Discussao

132



DISCUSSAO

Linfocitos T CD8+ sdo primordiais para o controle da replicagdo viral em individuos
infectados pelo HIV-1, no entanto, na infeccdo cronica, células T CD8+ HIV-1-especificas ndo
controlam adequadamente a infeccdo, apresentando defeitos funcionais mais graves em doenca
avancada (Lieberman et al., 2001). Varios fatores parecem contribuir para isso, dentre estes,
poderiamos incluir evidéncias cumulativas da prépria infeccdo de células T CD8+ pelo HIV-1
(De Rossi et al., 1986; Tsubota et al.,, 1989b, Lusso et al., 1990, 1991, Semenzato et al., 1995,
De Maria et al., 1991, 1994, Mercure et al., 1993, Flamand et al., 1998, Kitchen et al., 1998, Lee
et al., 1997, Livingstone et al., 1996, McBreen et al.,, 2001, Imlach et al., 2001, Saha et al.,
2001a), e uma diferenciacdo alterada dos linfécitos T citotoxicos na infecgdo pelo HIV-1 (Appay
et al., 2000; McMichael & Rowland-Jones, 2001), incluindo declinio de células T CD8+
(Margolick et al, 1995), especialmente de fendtipo CD45RA+ (Rabin et al., 1995; Roederer et
al., 1995).

Assim, em nosso trabalho, decidimos analisar alguns aspectos fenotipicos e funcionais de
celulas T CD8+, em modelos in vitro de infecgdo pelo HIV-1, além de sua propria infeccdo pelo
virus como potencial fator de distarbio, no intuito de contribuir para um melhor entendimento da
imunopatogénese da infeccdo pelo HIV-1, bem como para o melhor desenho de vacinas e/ou
imunoterapias.

Discutiremos, a seguir, algumas questdes abordadas pela primeira vez em nossos Estudos
1-4 desta tese.

As alteracgdes fenotipicas de células T CD8+ se agravam com a progressao da doenca. Elas
estariam relacionadas a presenca de diferentes variantes X4 ou R5 de HIV-1?

Nossos dados indicam que o HIV-1 pode influenciar, direta ou indiretamente, as
mudancas fenotipicas das células T CD8+, e que 0 uso de modelos de infec¢do in vitro pode
ser atil para o estudo destas alteragbes e manipulacdes terapéuticas. As alteracdes
fenotipicas foram mais evidentes com HIV-1 X4 que R5, assim como in vivo as mudancas
que ocorrem em células T CD8+ sdo acentuadas com a progressdao da infeccéo (Ho et al.,
1993, Borthwick et al., 1994, Roederer et al., 1995; Vingerhoets et al., 1995, Lynne et al., 1998,
Tomiyama et al., 2000).
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O padréo fenotipico de celulas T CD8+ durante a infec¢édo in vitro pelo HIV-1 apresentou
semelhancas ao observado em pacientes durante a progressao da doenca. Em culturas infectadas,
especialmente pela variante X4 de HIV-1, encontramos reducdo do fenotipo naive e aumento do
estagio intermediario e fendtipo ativado/de memoria de células CD8+, embora néo
estatisticamente significativos.

A diminuicdo da subpopulacdo CD45RA+ de celulas T CD8+ de neonatos e adultos, em
especial em culturas infectadas por variante X4 HIV-1js, sugere um paralelo a perda de
linfocitos T CD8+ naive durante a progressao da doenca (Roederer et al., 1995). Isto poderia ser
explicado pela maior expressdo de CXCR4 em células naive (Bleul et al., 1997). Em
contraposicdo a diminuicdo de células CD8+ naive, observamos um aumento do fenotipo
memdria/ativado (TM/ativado) CD27+/CD28+/CD45RA-/CD45R0O+, também descrito em
resposta a infecgdes virais (Hamann et al.,1997, 1999a, 1999b). O aumento da subpopulacdo
intermediaria CD27-/CD28-/CD45RA-/CD45R0O+ observado em culturas de PBMC infectadas
com HIV-1, especialmente por variantes X4, também foi relatado in vivo em pacientes infectados
(Roos et al., 2000; Tomiyama et al., 2002).

Por outro lado, o fato de nem sempre encontrarmos diminui¢do da expressdo de CD27 em
culturas de PBMC infectadas estd de acordo com os achados de Appay et al. (2000) de expressao
persistente de CD27 em células CD8+ especificas para o HIV-1. Em estudo longitudinal de
pacientes infectados pelo HIV-1, ndo foi detectado enriquecimento de células CD27-CD45R0-
(ou CD45RA+), correspondente aos CTL efetores, o que sugere que esta subpopulacéo deve ter
vida-curta, ou que a perda de CD45RO deve ser um fenébmeno raro devido a estimulacdo
continua de infeccdo viral persistente (Ogg et al., 1999), como deve ocorrer em nossas culturas
infectadas.

Em culturas de CBMC infectadas, embora a perda de expressao de CD27 fosse
significativa, esta ndo apresentou uma associacdo especifica aos variantes de HIV-1. Sabe-se que
apos prolongada ativagdo in vitro, a expressdo de CD27 é gradualmente perdida (de Jong et al.,
1991b, Hintzen et al., 1993). Neste sentido, o incremento de percentual da subpopulagcdo CD27-
CD45RA+ néo deve ser considerado como indicativo de diferenciacdo das células T CD8+ naive
em células T CD8+ efetoras de neonatos, 0 que sO poderia ser comprovado pelo estudo da

expressdo de perforina ou IFN-y, ou pela sua atividade citotdxica frente a células alvos.
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Dentre as alteracdes fenotipicas observadas durante a infeccdo in vitro pelo HIV-1, a mais
significativa foi o aumento da subpopulacdo CD57+ de células CD8"®" de neonatos em culturas
infectadas por variantes X4 HIV-1;5 (p<0,005) ou HIV-1gr (p<0,05), sugerindo um papel, direto
ou indireto, para o virus X4 na modulacdo da expressdo de CD57. De fato, células naive ndo
expressam CD57 (Hamann et al., 1999a), e a expansao da subpopulacdo CD8+CD57+ quando
estimuladas in vitro por células apresentadoras de antigeno carregadas com peptideos HIV-1
(Mollet et al. 1998) ou por fibroblastos transfectados com nef (Silvestris et al. 1999), sugerem
ativagdo especifica pelos antigenos HIV-1. A expansdo especifica de celulas CD8+CD57+ €
também sugerida pela sua oligoclonalidade (Batliwalla et al., 1996, Morley et al., 1995, Wang et
al., 1995, Weekes et al., 1999b).

Por outro lado, a expansdo da subpopulacdo CD8+CD57+ pode resultar de ativacao
antigénica cronica (Dupuy d’Angeac et al., 1994, Mollet et al., 1998). Além da grande ativacéo
causada pelo estimulo antigénico devido a continua producdo viral (McMichael & Rowland-
Jones 2001 e Lieberman et al., 2001), a participacdo de co-fatores, como as infeccdes
oportunistas poderiam contribuir para as alteracdes fenotipicas de células T CD8+. Neste sentido,
alguns estudos sugerem que a expressao de CD57 em células T CD8+ esta associada a infeccao
prévia com CMV (Mabher et al. 1985, Wursch et al. 1985, Hooper et al. 1999, Wang et al. 1993),
mesmo em individuos infectados pelo HIV-1 (Evans et al. 1999).

Ap6s HAART, com o controle da carga viral, algumas das alteracdes fenotipicas sdo
atenuadas, como, por exemplo, a diminuicdo de expressao de marcadores de ativacdo e memoria
em células T CD8+ (Autran et al., 1997, Bisset et al., 1998, Al-Harthi et al., 2000). O fato de que
as células CD8+ sdo submetidas a grande expansdo durante infec¢Bes virais poderia por si
contribuir para as alteracGes fenotipicas observadas durante a progressao dessas doencas. Os
processos de diferenciacdo envolvem ciclos de proliferacdo celular sucessivos, que por fim
conduzem as células a senescéncia (Effros et al., 1996, revisto por Globerson & Effros, 2000).
Recentemente, Brenchley et al. (2003) defenderam que a expressao de CD57 seria um marcador
de senescéncia mais importante que a perda de expressdao de CD28. De acordo com a literatura
(Bandrés et al., 2000, Brenchley et al., 2003), encontramos percentuais mais altos de
CD8+CD57+ em células CD8+ de individuos mais velhos, mesmo em culturas ndo-infectadas,
corroborando a associagdo desta subpopulagdo & senescéncia do sistema imune. O acumulo de
células CD8+ senescentes poderia se dar pela resisténcia a apoptose dos linfocitos que passaram
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por multiplas proliferacdes antigeno-especificas (Spaulding et al., 1999). Se o acimulo de
células CD8+ CD57+ ou CD28- ocorre por menor morte celular é debatido (Rouleau et al., 1993,
Lewis et al., 1994, Borthwick et al., 1994, Frassanito et al., 1998, Mollet et al., 1998, Van den
Hove et al., 1998, Posnett et al., 1999, Mugnaini et al., 1999, Borthwick et al., 2000).

O aumento de expressdo de CD57 observado em células CD8+ de neonatos sugere
que o virus HIV-1, direta ou indiretamente, pode exacerbar o processo de senescéncia do
sistema imunitario, em especial variantes X4 de HIV-1, associados a progressdo da doenca
(revisado em Miedema et al, 1994; Berger et al, 1999; Rowland-Jones, 2003). De fato, muitos
trabalhos propuseram que o HIV-1, através de ativacdo direta ou indireta, pode acelerar
mudancas fenotipicas e funcionais no sistema imune tipicas do envelhecimento (revisado em
Effros & Pawelec, 1997; Appay & Rowland-Jones, 2002). E importante aqui citar que a
mortalidade e a incidéncia de AIDS aumentam de forma altamente relacionada a idade do
paciente na época da soroconversdo (Collaborative Group on AIDS Incubation and HIV
Survival* including the CASCADE EU Concerted Action, 2000). Seria interessante investigar se
a expansao de células CD8+CD57+, presente em individuos mais velhos, contribuiria para o pior
prognastico destes pacientes.

Se o papel funcional de células T CD8+CD57+ esta relacionado a sua senescéncia, entdo
poderiamos supor que células deste fendtipo, expandidas apds estimulo antigénico, poderiam

modular a replicagéo de HIV-1. Assim, perguntamos:

Células T CD8+CD57+ acumuladas apds extensa ativacdo imunoldgica modulam a replicacéo
de HIV-1?

Levando em consideracdo que a expansao de células CD8+CD57+ seria resultado de uma
extensa ativagdo imunologica que por fim as tornariam senescentes, utilizamos em nosso estudo
subpopulagbes CD57+ ou CD57- purificadas a partir de culturas a longo prazo de PBMC
estimuladas e re-estimuladas com mitogeno e alo-antigenos.

Nossos resultados mostraram que ambas as subpopulag¢ées CD57+ e CD57- (CD28+) de
linfocitos CD8+ podem exercer atividade supressora sobre a producdo de variante X4 de

HIV-1 através de mecanismos diferentes.
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Enquanto células CD8+CD57+ suprimem a producéo do virus X4 HIV-1gg ao inibir
a proliferacdo celular, a atividade supressora de células CD8+CD57- (CD28+) sobre a
replicacéo viral ocorre em presenca de proliferacéo celular.

O potencial da subpopulacdo CD8+CD57+ inibir resposta proliferativa poderia contribuir
para a manutencdo de reservatorios de HIV-1 em células quiescentes durante a progressdo da
doenca. Por outro lado, a possivel associacdo entre a expansdo de células CD8+CD57+ e a queda
de contagem CD4 durante a progresséo da infeccdo pelo HIV-1 merece ainda mais estudos. Em
pacientes infectados com HIV-1, foi encontrada uma correlagdo inversa entre 0s nimeros de
células CD8+CD57+ e células T CD4+ ou razdo CD4/CD8 (Piras et al., 1990) ou nenhuma
correlagdo com a deplecdo de CD4 (Mollet et al., 1998). Porém, em pacientes com mieloma
maltiplo (Frassanito et al., 1998) ou imunodeficiéncia comum variavel (Jaffe et al., 1993a,
1993b) 0 aumento de linfécitos CD8+CD57+ foi associado a uma menor razdo CD4/CDS.

A senescéncia de células CD8+CD57+ em nossas culturas foi comprovada pela auséncia
de capacidade proliferativa frente a estimulos mitogénicos ou em resposta a IL-2. Ainda assim,
ambas as subpopulagdes apresentaram uma tendéncia a maior atividade supressora de replicacéo
viral se expostas por um periodo de tempo mais longo a IL-2. Apenas para a subpopulacdo
CD8+CD57- este aumento de inibicdo viral ocorreu em relacdo direta com a proliferacdo celular,
sugerindo que estas células exercem melhor atividade antiviral quando ativadas.

Considerando que a atividade ndo citolitica anti-HIV exercida por fator antiviral de
células CD8+ (CAF) € descrita ndo prejudicar a proliferacdo celular e € ativa contra as variantes
X4 de HIV-1 (revisto por Yang & Walker, 1997 e Copeland, 2001), nossos resultados indicam a
subpopulacdo CD8+CD28+CD57- como produtora deste fator. Em estudos anteriores, o papel de
células CD8+CD57+ na inibicdo ndo citolitica da replicacdo viral é contraditério: Plaeger-
Marshall et al. (1992) sugeriram inibicdo de replicacdo viral, Landay et al. (1993) néao
encontraram diferenca significativa entre as subpopula¢ées CD8+CD57+ e CD8+CD57-, ambas
suprimindo a replicacdo viral. Por outro lado, este Gltimo grupo mostrou que o efeito supressor de
células T CD8+ sobre a replicacdo de HIV-1 esta associado ao fenotipo HLA-DR+ e CD28+,
como também verificado por Barker et al. (1997), especialmente ap0s a ativacdo de células
CD8+CD28+ com anticorpos anti-CD28. Assim, corroboramos estes ultimos trabalhos.
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As células CD8+CD28+ poderiam ser responsaveis ainda por outra atividade antiviral ndo
citolitica, ja que células T CD8+ HIV-especificas nao citoliticas (sem perforina) podem expressar
B—quimiocinas antivirais, sugerindo que, em algumas circunstancias, a sintese de p—quimiocinas
(atividade ndo citolitica) pode divergir do fenotipo citolitico (Appay et al., 2000). Mesmo em
individuos normais, aproximadamente 60% das células T CD8+ que sintetizam MIP-1f nao
possuem perforina. Estas células sdo predominantemente de fenétipo ativado/memoria (Kamin-
Lewis et al., 2001).

Portanto, a perda de expressdo de CD28 e a expansdo de células CD8+CD57+ sdo
alteracdes fenotipicas de linfocitos T CD8+ que podemos relacionar a queda de atividade
antiviral néo citolitica descrita durante a progressao da infeccdo pelo HIV-1 (Walker & Levy,
1989; Brinchmann et al., 1990; Mackewicz et al., 1991, Landay et al., 1993). Em relacdo a
atividade citolitica, embora células T CD8+CD57+ de pacientes infectados com HIV-1
expressem perforina e funcionalmente podem exercer citotoxicidade, assim como produzem IFN-
v (Fiorentino et al. 1996, Ho et al. 1993, Borthwick et al. 1994, Dalod et al. 1996, Mollet et al.
1998, Lewis et al. 1999, Lieberman et al. 1999, Weekes et al. 1999a, 1999b; Eylar et al. 2001),
também tem sido descrito que esta mesma subpopulacdo CD57+ de linfécitos CD8+ de pacientes
seria capaz de inibir atividade citotoxica anti-HIV-1 (Joly et al. 1989, Autran et al. 1991, Sadat-
Sowti et al. 1994a, 1994b).

A menor atividade funcional de linfocitos T CD8+ em estagios mais avancados da doenca
poderia ainda ser correlacionada a presenca de células T CD8+ infectadas pelo HIV-1,
especialmente na fase AIDS (Semenzato et al., 1995; Livingstone et al., 1996). A freqiiéncia de
células CD8+ infectadas em sangue periférico e a sua contribuicdo para o total de carga proviral
em PBMC aumentam com a progressdo da doenga. Em individuos com contagens de células
CD4+ < 200/ul, a maioria das células infectadas do sangue periférico eram células dendriticas ou
linfocitos CD8+ e, em alguns pacientes de AIDS, a infeccdo de células CD8+ contribuiu para 66-
97% da carga proviral total (Livingstone et al., 1996). Como ao longo da progresséo da infeccao
pelo HIV-1 a diminuigdo da atividade antiviral de células T CD8+ parece ocorrer em paralelo a
maior contribuicdo destes linfocitos para a carga proviral total, decidimos estudar se a infeccéo de

células T CD8+ afetaria seu papel supressor néo citolitico.

138



Discussao

A infeccdo de células CD8+ por HIV-1 contribui para a replicacdo viral total através de sua

propria producdo e/ou por afetar sua atividade antiviral ndo citolitica?

Ao considerar o duplo papel de células T CD8+ como alvos de HIV-1 e supressores da
replicacdo HIV-1, o equilibrio entre ambas as atividades de linfocitos CD8+ talvez contribua para
a producdo viral liquida. Abordamos esta pergunta em nosso Estudo 3 e verificamos que em
pontos iniciais da cinética de co-culturas de células CD4+ e CD8+ purificadas, a atividade
supressora de células T CD8+ prevaleceu sobre sua propria producéo de HIV-1. Entretanto,
as co-culturas CD4+/CD8+ apresentaram niveis inferiores de producdo do variante X4 HIV-1 re
que culturas de linfocitos T CD4+ ou culturas de linfécitos T CD8+ no mesmo ponto da cinética,
sugerindo que também os linfocitos T CD4+ exerceram supressdo da replicacdo viral em
células T CD8+ nas co-culturas CD4+/CD8+.

Estudos anteriores mostraram que em fases tardias de culturas de PBMC ativadas por
lectina, células CD8+CD4- sdo as principais células contendo HIV-1 ou DNA proviral SIV (De
Maria et al, 1991; Montaner et al, 1990; Tsubota et al, 1989b), primeiramente explicado pelo
contato intimo entre as células T citotdxicas e suas células alvos (De Maria et al., 1991, 1994,
Mercure et al., 1993). O pico da producdo de virus por tais células T CD8+ ocorreu cerca de 30 a
40 dias pos-infeccdo (Mercure et al, 1993; Montaner et al, 1990; Tsubota et al, 1989b). A re-
estimulacdo destas células CD8+CD4- por anti-CD2 ou PHA induz replicacdo viral,
demonstrando infeccdo produtiva (De Maria et al, 1991; Tsubota et al, 1989b), e pode propagar
virus para linfcitos CD4+ ndo infectados (De Maria et al, 1991). Em culturas de PBMC ativado
por lectina infectadas pelo HIV-1 ou SIV, embora células CD4+CD8- portadoras do virus
diminuam com o tempo, células CD8+CD4- aumentam (Montaner et al, 1990; Tsubota et al,
1989b). Tal declinio em células T CD4+ em culturas infectadas poderia ser uma conseqiéncia da
morte de celulas ou da reducéo da expresséo de CDA4.

Neste sentido, em nossas culturas, quando células CD4+ e CD8+ (purificadas de PBMC e, em
seguida, estimuladas por PHA+IL-2 ou PHA+IL-15, antes da infeccdo com HIV-1gg), foram
comparadas, 0 pico de producdo do HIV-1 pelos linfécitos CD4+ precedeu o derivado de
celulas CD8+, indicando a cinética mais lenta de replicacdo do HIV-1 em linfocitos CD8+.
Niveis de produgdo de HIV-1 por células CD8+ foram inferiores aos observados em culturas de
células CD4+, provavelmente devido a baixa percentagem de linfécitos CD8+ produtivamente

infectados (< 5 %, dados ndo mostrados). A carga proviral acumulada ao longo da cinética de
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infeccdo foi maior em células CD4+ que CD8+, mesmo em culturas estimuladas com PHA e
mantidas em presenca de IL-2 ou IL-15, nas quais observamos maior producéo viral por células
CD8+ ao final da cultura. Assim, apesar de células T CD8+ poderem se tornar reservatorios
de HIV-1, as células CD4+ permaneceram como principal fonte do virus. Digno de nota, uma
cinética mais lenta da replicacdo viral em linfocitos CD8+ do que em CD4+ também foi
demonstrada para isolados CD8-tropico de HIV-1 (Saha et al, 2001a).

A cinética lenta e a baixa susceptibilidade a infeccdo de células CD8+ observadas in vitro
pode refletir a compartimentalizacdo de sequéncias de HIV-1 detectadas em linfécitos CD8+ e
CD4+ in vivo (Livingstone et al, 1996; McBreen et al, 2001; Potter et al, 2003). Com efeito,
estudos recentes demonstraram que linfocitos CD8+ infectados in vivo podem conter isolados
filogeneticamente distintos que mostram grau mais baixo de diversidade genética quando
comparados as populacées de linfécitos T CD4+ e mondcito/macréfago infectados (Potter et al,
2003). Estes dados podem significar uma menor populagdo infectada, menores quantidades de
virus fundador e reduzido turnover viral. I1sso é consistente com a observacédo de que a freqliéncia
de células CD8+ infectadas é relativamente estavel ao longo da terapia anti-retroviral apesar da
diminuicdo correspondente de linfécitos CD4+ infectados (McBreen et al, 2001) e que eles
exibem menos mutagdes resistentes a droga (Potter et al, 2003).

A infeccdo por HIV-1 de células CD8+ mostrou-se dependente da molécula CD4,
uma vez que o0 uso de anticorpos neutralizantes monoclonais anti-CD4 bloqueou
completamente a producéo de HIV-1. A co-expressdo de CD4 em células T CD8+ dependente
de ativacdo poOs estimulacdo por lectina tinha sido documentada anteriormente (Blue, et al.,
1985), e muitos estudos tém descrito replicacdo de HIV-1 ou SIV em células T CD8+ apds
infeccdo in vitro de PBMC ativado por lectina (De Maria, et al., 1991; Mercure, et al., 1993,
Montaner, et al., 1990; Tsubota, et al., 1989b). Assim, enquanto a infeccdo por HIV-1 de células
CD8+CD4- purificadas de PBMC ativado ndo tenha sido possivel, a menos que se co-cultive
com CD4+CD8- autologas anteriormente infectadas (De Maria, et al., 1991), a expressao de
CD4 induzida por ativacdo torna celulas T CD8+ entdo duplas positivas e suscetiveis a infeccdes
por HIV-1. Isto, por sua vez, deve levar a supressdo da expressao de CD4 de superficie (Kitchen
et al., 1997), gerando o fenotipo CD8+CD4- responsavel por um segundo pico de produgdo de
virus em cultura (De Maria, etal., 1991, Mercure, et al., 1993; Montaner, et al., 1990; Tsubota et
al.,1989b). A demonstracdo de que a infeccdo de células T CD8+ poderia ocorrer dependente da
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co-expressdo de CD4 veio de estudos posteriores. Em PBMC depletado de células CD4+ pode
ser detectada a co-expresséo transitoria de CD4 por células CD8+ apds estimulagcdo com PHA e
outros ativadores de célula T, incluindo anti-CD3 e superantigenos como enterotoxina B de
Staphylococcus ou toxina da sindrome do choque tdxico-1. Tal estimulagdo tornou linfocitos
CD8+ sensiveis a infeccdo pela variante X4 HIV-1 g, que foi inibida por tratamento com o
anticorpo monoclonal de CD4 (Flamand et al.,1998).

Embora o modelo dependente de CD4 seja considerado o mecanismo dominante de
infeccdo pelo HIV in vivo, interagdes entre env/co-receptor podem ocorrer in vitro na auséncia de
expressdo de CDA4. Este fendmeno foi observado com o HIV-2 (Endres, et al., 1996; Potempa, et
al., 1997; Reeves, et al., 1997) SIV (Edinger, et al., 1997; Martin, et al., 1997; Potempa, et al.,
1997) e HIV-1 (Bandres, et al., 1998; Dumonceaux, et al., 1998; Hesselgesser, et al., 1997). No
entanto, enquanto a eficiéncia da infec¢do independente de CD4 pelo HIV-2 é comparavel ao
SIV, ambas sdo nitidamente superiores as do HIV-1 (Reeves et al, 1999). De fato, a eficiéncia da
interacdo env/co-receptor para a maioria dos isolados de HIV-1 é muito baixa para que
desempenhe um papel importante na infeccdo de células T CD8 + in vivo.

Um trabalho recente sugeriu que isolados de HIV-1 podem infectar diretamente células
CDB8+ usando a molécula CD8 ao invés de CD4 como um receptor priméario (Saha et al., 2001a).
Dois isolados virais derivados ex vivo de clones de célula T CD8+ infectados por HIV-1 (Saha et
al., 2001a) promoveram infecgdo direta de células CD8+ in vitro independente de CXCR4 e
CD4, mantendo a capacidade de infectar células T CD4+ (Saha et al., 2001a). Prova de que estes
isolados de HIV-1 usaram CD8 como receptor foram: 1) expressdo de CD8 foi reduzida apds a
infecgdo; 2) anticorpos anti-CD8 bloquearam a entrada viral e sua replicagdo em células CD8+; e
3) células resistentes tornaram-se sensiveis apos expressdo de CD8. Estudos mais aprofundados
sd0 necessarios para avaliar adequadamente a freqliéncia de tais variantes em uma populacéo

mais ampla.

Citocinas yc sdo capazes de promover a infeccdo produtiva de células T CD8+ e/ou

modular sua fun¢do antiviral n&o citolitica?

Em todos os estudos anteriores a manutencdo dos linfocitos apos ativagéo por lectina era
realizada em presenca da citocina IL-2. Uma vez que linfocitos T CD8+ podem atuar como

reservatorios virais e contribuir para a compartimentalizacdo do HIV-1 (MacBreen et al., 2001;
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Potter et al., 2003), a possibilidade de usar citocinas yc como imunoterapias anti-HIV-1 levanta a
questdo de se existe um efeito diferencial dessas citocinas na producdo de HIV-1 por células T
CD8+ infectadas, e se isso afetaria a sua atividade antiviral. A IL-2 j& havia sido relatada
aumentar a supressao antiviral mediada por células CD8+, como também outras citocinas Thl,
como IFN-y, enquanto a IL-4 e a IL-10 ndo (Barker et al. 1995, Kinter et al. 1995a, 1995b,
revises de Clerici & Shearer 1993, 1994, Kinter et al. 1996a, 2000, Levy et al. 1996).
Procuramos entéo analisar se citocinas yc 1L-2, IL-4, IL-7 e IL-15 promovem a produgéo de HIV-
1 por células CD8+ T e portanto afetariam como resultado a sua funcgéo antiviral.

Nossos resultados mostraram que citocinas yc IL-2 e 1L-15 promovem o papel dual de
células T CD8+ como alvos e supressores da replicacdo do HIV. IL-2 e IL-15, que
compartilham além da cadeia comum vy de seu receptor, também a cadeia 8, promovem a infeccao
produtiva de células T CD8+ previamente ativadas com a lectina PHA, bem como déao suporte a
sua atividade antiviral ndo citolitica, suprimindo a replicacdo do variante X4 HIV-1gr em co-
culturas CD4+/CD8+. As celulas T CD8+ estimuladas com a lectina PHA e mantidas em
presenca das citocinas IL-2 ou IL-15 produziram HIV-1ge em niveis mais elevados do que
aquelas mantidas em presenca de IL-4 ou IL-7. Em concordancia com os niveis de producédo de
virus observados nestas culturas, a co-expressdo de CD4 em células CD8+ ativadas por PHA foi
estatisticamente mais significativa em culturas estimuladas na presenca de IL-2 e 1L-15 do que na
presenca das citocinas yc IL-4 e IL-7. Por outro lado, encontramos altos niveis de expressao de
CD4 e CXCR4, co-receptores essenciais para a entrada do variante X4 de HIV-1, em células
CD8+ mantidas em presenca de IL-4 sem ativacdo mitogénica prévia, porém nao detectamos
infeccdo produtiva dessas células. Estes dados demonstraram que a infeccdo produtiva de
células CD8+ é dependente ndo apenas da expressdo de CD4 e co-receptor, mas também do
estimulo e das citocinas presentes no ambiente, ja que a expressdo de CD4 e CXCR4 néo foi
suficiente para determinar a infeccao produtiva de células CD8+ por variante X4 de HIV-1.

Estimulos essenciais para os linfocitos T sdo o reconhecimento de antigeno via TCR e a
interacdo CD28-B7, e estes sdo capazes de induzir a co-expressao de CD4 em células T CD8+
como demonstrado atraves da utilizacdo de anticorpos monoclonais anti-CD3 ou anti-CD3/anti-
CD28 para ativar linfécitos T CD8+ (Flamand et al., 1998; Kitchen et al., 1998). Estas ligacdes

ocorrem durante a interacdo com células apresentadoras profissionais, e, de fato, o contato com
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células dendriticas alogeneicas torna as células T CD8+ susceptiveis a infeccdo produtiva por
HIV-1 (Kitchen et al., 1998).

Como o controle da replicacdo viral por células T CD8+ é menor em modelo de co-
cultura de linfécitos CD4+ com células dendriticas (Barker et al., 1996; Rubbert et al., 1997;
Severino et al., 2000), especialmente se os linfocitos CD8+ adicionados a esta co-cultura forem
aloreativos ou se tiver utilizado ativadores policlonais (Barker et al., 1996), supomos que as
células T CD8+ pudessem contribuir para a maior producdo viral nestas situacGes, ja que sao
estimulos capazes de induzir a co-expressao de CD4. Por isso, conduzimos 0 nosso Estudo 4,

procurando responder as perguntas abaixo:

Linfécitos T CD8+ seriam infectados produtivamente quando co-cultivados com células
dendriticas autdlogas “pulsadas” com HIV-1? 1sso levaria a uma menor atividade antiviral das

células T CD8+ quando em contato com linfécitos T CD4+ e células dendriticas?

De acordo com os trabalhos anteriores, células T CD8+ apresentam menor atividade
antiviral em presenca de células dendriticas alogeneicas, 0 que mostramos estar associada a
infec¢do produtiva destes linfocitos T CD8+ pelo HIV-1.

A ativacdo CD28/B7 parece ser importante para a inducdo de expressdo de co-
receptores de HIV-1 e, consequentemente, para a infeccdo produtiva de células T CD8+,
pois ocorre maior producdo de HIV-1 do tipo X4 em células CD8+CD28+ que CD8+CD28-,
que apresentam maior expressdo de CD4 e de co-receptor CXCR4 ap0s interacdo com
células dendriticas alogeneicas ou autologas. Pela primeira vez, mostramos producéo viral por
linfécitos T CD8+ em contato com células dendriticas autdlogas previamente pulsadas com HIV-
1, sugerindo que células CD8+ também poderiam ser trans-infectadas como ocorre com linfécitos
CD4+ (Geijtenbeek et al., 2000a). Infeccdo dessas células CD8+ pode ser explicada pela co-
expressdo de CD4 e CXCR4, provavelmente com o suporte da interagdo CD28/B7, uma vez que
as células CD8+CD28+ apresentaram niveis mais altos de co-receptores e produtividade de HIV-
1 do que as células CD8+CD28-.
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Qual seria o papel de IL-15 na modulacdo da replicacdo viral quando linfocitos T CD4+ e

CDB8+ interagem com células dendriticas?

IL-15 promove a producdo viral, bem como a atividade antiviral de células T CD8+,
em co-culturas de células dendriticas com linfocitos T autdlogos. O uso de anticorpos
monoclonais neutralizantes anti-IL-15 diminuiu a atividade RT em co-culturas DC/CD4+,
indicando que a IL-15 enddgena promove producdo viral em células CD4+ em contato com
células dendriticas autdlogas. Por outro lado, n6s s6 detectamos producéo viral em co-culturas
autologas DC/CD8 na presenca de IL-15 exdgena. Entretanto, a adi¢do de IL-15 promoveu uma
menor producédo viral em co-culturas DC/CD4/CD8 do que em co-culturas DC/CD4, sugerindo
que a adigdo de IL-15 promove simultaneamente a atividade antiviral e a produtividade de
HIV-1 em células T CD8+ quando em contato com linfocitos T CD4+ e células dendriticas
autologas. Portanto, muito embora a IL-15 promova producéo viral por células CD4+ ou CD8+,
essa citocina yc parece ser um estimulo importante para a atividade antiviral CD8+, merecendo
pesquisa mais aprofundada como potencial imunoterapéutica.

Ainda corroborando nossos dados do Estudo 3, observamos que em presenca da citocina
IL-15, a subpopulacdo CD28+ de linfécitos T CD8+ apresenta melhor atividade antiviral
que a subpopulacdo CD28-, embora sejam mais susceptiveis a infec¢do pelo HIV-1 quando

em contato com células dendriticas “pulsadas” com o virus.

Por fim, discutiremos:

Como entendemos a participacdo de células T CD8+ na imunopatogénese da infeccdo pelo

HIV-1 a luz de nossos resultados e da literatura?
Para melhor compreender a interrelacdo entre HIV-1 e células T CD8+, esquematizamos a

sequir (figura D.1) os varios aspectos fenotipicos e funcionais dos linfocitos CD8+ abordados

nesta tese e os discutimos abaixo:
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Figura D. 1. Modelo de imunopatogénese da infeccdo pelo HIV-1 que considera a infeccéo de células
T CD8+ (CD4-CD8+ ou CD4+CD8+). Legenda:

Y cps Weps ® pHivo1 9 provirus W cxcra W cers Cocsion

T CD4+ @ T CD8+ O TDP (CD4+CD8+)© &2 2 célula dendritica
célula apoptotica @ célula ativada (blasto) @ Cfffﬂ fibroblasto

(A) A diminuicédo de células naive CD8+ CD45RA+ observado em nossas culturas (fig. 1.1),
em especial durante infeccdo por virus X4, parece ser um paralelo ao que ocorre in vivo,
provavelmente porque linfdcitos naive séo preferencialmente infectados via CXCR4 pela sua alta
expressao deste co-receptor em comparacdo a CCR5 (Bleul et al., 1997).

(B) Considerando que linfocitos T de corddo umbilical séo representativos de emigrantes timicos
recentes, a maior queda de contagem CD4+ de neonatos que de adultos observada em nossas
culturas poderia ser explicada pelo fato de timécitos CD4+ simples-positivos (SP), ou duplo-
positivos (DP), apresentarem expressao maior de CXCR4 que CD8+ SP (Taylor et al., 2001). A
frequéncia de células CD4+CD45RA+ infectadas por virus X4 in vivo foi correlacionada a taxa
de deplecdo de linfécitos T CD4+ (Blaak et al., 2000), sugerindo que a infeccdo de células naive

por HIV-1 X4 deve interferir na producdo de células CD4+.

(C) Os niveis da citocina yc IL-7 sdo inversamente relacionados a contagem CD4. Altos niveis
de IL-7 podem ser gerados em condicBes linfopénicas, ressaltando sua importancia como
regulador endogeno da homeostasia T. Na infeccdo pelo HIV, IL-7 é produzida por celulas
dendriticas em tecidos linfdides periféricos com deplecéo de células T, e niveis plasmaticos altos
foram associados a uma carga viral aumentada (Napolitano et al., 2001).

E possivel que IL-7 contribua para a producdo preferencial de variantes X4, e
consequentemente para a progressdo da doenca, pois induz a expressao de CXCR4 em PBMC
(Llano et al., 2001) ou células T de memoria CD4+CCR7+ (Jourdan et al., 2000). Em nosso
estudo, observamos que células CD8+ purificadas de PBMC e mantidas em presencga de IL-7

apresentam altos niveis de expressdo de CXCR4, além de aumentarem sua expressdo de CCR5
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(fig. 3.4). Ainda assim, IL-7 promoveu pouca producdo do variante X4 HIV-1gr em células T
CD8+ ativadas (fig. 3.1) em contraposicdo a producdo viral de células CD4+, CD8dPBMC ou
PBMC em presenca desta citocina (fig.3. 5).

N&o podemos afirmar se a menor producdo de HIV-1 em culturas de céllas CD8+
purificadas seria devido aos efeitos de IL-7 ao induzir a atividade citotoxica de células T CD8+
(Hickman et al, 1990), inclusive HIV-especifica (Carini & Essex, 1994; Ferrari et al., 1995). Por
outro lado, mostramos atividade supressora de replicacdo viral ndo citolitica em presenca de IL-7
(figura 3.7), corroborando trabalho anterior de Smithgall et al. (1996). Mesmo durante a
supressdo da replicacao viral, IL-7 parece manter as células CD4+ e CD4-CD8- como principais
células produtoras de HIV-1 (figura 3.8B).

Observamos uma maior tendéncia a producdo de HIV-1 do tipo X4 por células CD4+ de
neonatos (consideradas naive) sem estimulo prévio por mitégeno em presenga de IL-7 que IL-2
ou IL-15 (fig.3.6), o que poderia ser explicado pelo fato desta citocina estimular melhor a
proliferacdo de células naive que IL-2 ou IL-15 (Soares et al., 1998). Entretanto, outros trabalhos
mostraram que IL-7 pode tornar células T CD4+ suscetiveis a infeccdo por HIV-1 independente
da estimulacdo de sua proliferagdo (Unutmaz et al., 1999; Dardalhon et al., 2001). Mais
recentemente, demonstrou-se que a IL-7 estimula a producdo de virus por células T CD4+
latentemente infectadas (Scripture-Adams et al., 2002). Ainda se considerarmos que linfécitos T
CDA4+ de corddo umbilical seriam representativos de linfocitos CD4+ recentemente emigrados do
timo, IL-7, junto com TNF-a, é importante para a replicacdo de HIV-1 em timédcitos maduros
CD4+CD8-CD3+ que interagem com células epiteliais timicas (Chene et al., 1999) e favorece a
persisténcia de virus nestes timocitos maduros CD4+ através de continuada inducdo de Bcl-2
(Guillemard et al., 2001). De fato, apesar de retardar a deplecdo de timocitos imaturos, IL-7
aumenta a carga viral (Uittenbogaart et al., 2000). Em nossas culturas, também observamos uma
proporcdo mais elevada de células CD4+ em presenca de IL-7 (dados ndo mostrados).

Por outro lado, a administracdo de IL-7 em camundongos aumentou a proliferacdo basal
de células T CD4+ e T CD8+ em 4 e 14X respectivamente, provocando um aumento
desproporcional de células T CD8+ e alteragédo da relacdo CD4/CD8 (Geiselhart et al., 2001). A
possibilidade de IL-7 contribuir para a expansdo de células CD8+ e inversdo da relacdo
CD4/CD8 observadas na infecgcdo pelo HIV-1 deve ser ainda estudada, pois foi detectada menor
expressao de IL-7Ra em células T CD8+ de pacientes infectados (Vingerhoets et al., 1998).
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(D) As alteracdes fenotipicas mais significativas em células de neonatos que de adultos
(Estudo 1) poderiam ser devidas a prépria infeccdo de linfocitos T CD8+ naive. De fato,
observamos que células CD8+ naive de neonatos séo passiveis de infecgdo produtiva por variante
X4 de HIV-1, embora em niveis bem menores que linfocitos CD8+ de adultos (figuras 3.5 e 3.6).

A menor capacidade de replicacdo de HIV-1 em células naive provavelmente ocorre pelo
seu estado menos ativado (Chun et al., 1998, Roederer et al., 1997; Spina et al., 1997). Também
em neonatos as células CD4+CD45R0O+ seriam as predominantemente infectadas (Sleasman et
al., 1996). Por outro lado, Blaak et al. (2000) encontraram variantes R5 principalmente em
células CD45R0O+ e X4 igualmente distribuidos em células CD4+ CD45R0O+ e CD45RA+. (B).

Em relacdo as células CD8+ neonatais, enquanto Yang et al. (1998) mostraram que
podem ser produtivamente infectadas com variantes R5 de HIV-1, mas ndo X4, Kitchen et al.
(1998) detectaram maior co-expressdo de CD4 nestas células CD8+ naive e suscetibilidade a
infeccdo por virus X4.

A inducdo preferencial da expressdo de CD4 em células CD8+CD45RA+ e posterior
susceptibilidade a infeccdo in vitro (Yang et al., 1997) refletiria a predominéancia in vivo de
acumulo proviral em linfocitos T CD8+ CD45RA+ em vez de em céelulas CD45R0O+ em alguns
individuos infectados (McBreen et al.,1998). Provirus de HIV-1 (X4 e R5) foram detectados em
timécitos CD8+CD4- de camundongos SCID-hu e em modelos in vitro de infeccdo (Kitchen et
al., 1997; Lee et al., 1997; Stanley et al., 1993; Su et al., 1995; Uittenbogaart et al., 2000). No
entanto, timécitos maduros CD3""CD4-CD8+ nio parecem ser diretamente sensiveis a infecgdo
por HIV-1, mesmo em co-cultura com timdcitos CD4+ infectados (Lee et al., 1997), sugerindo
que essas células podem ter sido infectadas numa fase anterior em seu desenvolvimento. Na
verdade, as células T CD8+ expressam CD4 naturalmente durante a maturagdo intratimica.
Kitchen et al. (1997) demonstraram que tais células DP s&o suscetiveis a infec¢do produtiva por
HIV-1 e que algumas destas continuam sua diferenciacdo em timécitos maduros CD3""CD8+.
Curiosamente, embora o HIV-1 seja encontrado predominantemente em timocitos CD4+, um
isolado de HIV-1 foi associado a uma maior carga viral nos timécitos CD8+ do que CD4+,
porém seu provirus ndo foi detectado nos esplendcitos CD8+, sugerindo que tais timdcitos CD8+
ndo emigraram para 6Orgdos 