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Co-infecção HIV-1/Tripanossomatídeos em macrófagos humanos: efeito da infecção pelo HIV-1 e da proteína Tat do

HIV-1 sobre a replicação parasitária

RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Victor Barreto de Souza Brasil Silva

Protozoários parasitos aparecem como co-patógenos em infecções pelo vírus da
imunodeficiência humana (HIV)-1, resultando em um aumento mútuo na replicação viral e parasitária, e
facilitando a progressão clínica de ambas as doenças. Os mecanismos pelos quais o HIV-1 induz um
aumento na replicação do protozoário são desconhecidos. Neste trabalho, nós investigamos o papel do
HIV-1 e da proteína trans-ativadora (Tat) do HIV-1 no aumento da replicação parasitária em macrófagos
humanos primários co-infectados ou não com HIV-1 e Leishmania amazonensis ou  com  HIV-1  e
Blastocrithidia culicis. Em alguns experimentos, macrófagos foram infectados somente com L.
amazonensis ou B. culicis e expostos à proteína Tat recombinante do HIV-1. As replicações dos
protozoários e do HIV-1 foram analisadas por índice endocítico ou ensaio imunoadsorvente ligado a
enzima (ELISA) para p24, respectivamente. A infecção pelo HIV-1 dobrou a replicação da Leishmania
em macrófagos, e soro contra o Tat do HIV-1 reduziu significativamente a replicação exacerbada do
protozoário, indicando uma importante função desta proteína, a qual é liberada pelas células infectadas
com HIV-1, neste processo. Corroborando estes resultados, a exposição de macrófagos infectados
somente por Leishmania ao Tat recombinante (100 ng/mL) mimetizou a infecção pelo HIV-1. A
multiplicação do protozoário diminuiu quando células infectadas por Leishmania foram tratadas com Tat
na presença de anticorpos neutralizantes contra o Fator de Crescimento e Transformação (TGF)-b1,
demonstrando a participação desta citocina no aumento da replicação da L. amazonensis em
macrófagos. O tratamento com Tat induziu a expressão da enzima Ciclo-oxigenase (COX)-2 e a
secreção de Prostaglandina E2 (PGE2), e o bloqueio da produção de PGE2 aboliu o aumento da
replicação da Leishmania induzida por Tat. Adição exógena de PGE2 estimulou o crescimento da
Leishmania em macrófagos, e a neutralização imune de TGF-b1 abrandou este efeito. Analisados em
conjunto, nós concluímos que Tat estimula a replicação da Leishmania via indução da síntese de PGE2 e
conseqüentemente secreção de TGF-b1. Para avaliar se a infecção pelo HIV-1 desativa a atividade
microbicida do macrófago, células infectadas com HIV-1 foram co-infectadas com um protozoário não
patogênico (Blastocrithidia culicis), e nós observamos que a infecção pelo HIV-1 favoreceu a
sobrevivência deste tripanossomatídeo. Por microscopia eletrônica, nós verificamos que tanto o HIV-1
quanto a B. culicis co-habitavam um mesmo macrófago, e que formas em divisão do protozoário podiam
ser observadas no interior de macrófagos. De forma similar aos encontrados nos experimentos com
Leishmania,  o  Tat  ou  o  TGF-b1 dobraram o crescimento do protozoário em macrófagos infectados
somente por Blastocrithidia. Em conclusão, nós identificamos, pela primeira vez, uma molécula do HIV-1
que promove a multiplicação de um protozoário patogênico (Leishmania),  e  permite  a
sobrevivência/crescimento em macrófagos humanos primários de um protozoário habitualmente não
patogênico. Uma vez que a neutralização imune do Tat tem sido estudada como uma estratégia de
vacinação contra o HIV-1, nossos resultados sugerem que a neutralização desta proteína também pode
ser salutar no combate ao protozoário em casos de co-infecção.
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ABSTRACT

DOCTORAL THESIS

Victor Barreto de Souza Brasil Silva

Protozoan parasites appear as human immunodeficiency virus (HIV)-1 co-pathogens, resulting in
a mutuall enhancement of viral and parasite replication, and facilitating the clinical progression of both
diseases. The mechanisms by which HIV-1 induces up-modulation of protozoan replication are unknown.
In this work, we investigated the role of HIV-1 and HIV-1 transcriptional transactivator (Tat) protein in the
enhancement of parasite replication in primary human macrophages co-infected or not with HIV-1.
Human macrophages were co-infected with HIV-1 and either with Leishmania amazonensis or
Blastocrithidia culicis.  In selected assays, macrophages were infected only with L. amazonensis or B.
culicis and exposed to recombinant HIV-1 Tat protein. Protozoan and HIV-1 replication were analyzed by
endocytic index or p24 Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), respectively. HIV-1 infection
doubled the Leishmania replication in macrophages, and Tat antiserum significantly reduced the
exacerbated parasite replication, pointing to a direct role of Tat protein released from HIV-1-infected cells
in this process. Corroborating this finding, exposure of Leishmania-infected macrophages to recombinant
Tat (100 ng/mL) mimicked HIV-1 infection. Protozoan replication diminished when Leishmania-infected
cells were treated with Tat in the presence of neutralizing anti-Transforming Growth Factor (TGF)-b1
antibodies, showing a participation of this cytokine in the augmentation of L. amazonensis multiplication in
macrophages. Interestingly, Tat induced the expression of the enzyme Cyclooxygenase (COX-2) and
Prostaglandin E2 (PGE2) secretion, and blockage of PGE2 production abrogated the increased
Leishmania replication induced by Tat. Exogenous addition of PGE2 elicited Leishmania replication in
macrophages, and immunoneutralization of TGF-b1 blunted this effect. Taken together, we deciphered
that Tat stimulates Leishmania replication via induction of PGE2 synthesis and consequently TGF-b1
secretion. To evaluate whether HIV-1 infection deactivates the microbicidal activity of macrophages, HIV-
1-infected cells were co-infected with a non-pathogenic protozoan (Blastocrithidia culicis), and we found
that HIV-1 infection favors the survival of this trypanosomatid. By electron microscopy, we verify that both
HIV-1 and B. culicis co-habited the same macrophage, and that dividing forms of the protozoan can be
observed inside the macrophage. Similarly, Tat or TGF-b1 doubled the protozoan growth in
Blastocrithidia-infected macrophages. In conclusion, we identified, for the first time, an HIV-1 molecule
that promotes multiplication of a pathogenic protozoan (Leishmania) and permit survival of an otherwise
non-pathogenic protozoan in primary human macrophages. Because immunoneutralization of HIV-1 Tat
has been studied as a vaccination strategy against HIV-1, our results suggest that neutralization of this
protein could be salutary in the combat against the protozoan in the cases of co-infection.
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SNC – Sistema Nervoso Central

SOCS – Supressor da Sinalização de Citocina (Suppressor Of Cytokine Signaling)

STAT – Transdutor de Sinal e Ativador da Transcrição (Signal Transducer and Activator of Transcription)

TAR – Resposta à Transativação (Transactivation Response)
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Tat – Transativador de Transcrição (Transcriptional transactivator)

TGF – Fator de crescimento e transformação (Transforming Growth Factor)

TLR – Receptor do Tipo Toll (Toll-Like Receptor)

TNF – Fator de Necrose de Tumor (Tumor Necrosis Factor)

TPA – Éster de forbol 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol

TRAIL - Ligante que Induz Apoptose Relacionada ao TNF (Tumor necrosis factor-Related Apoptosis

Inducing Ligand)

TRIS – Tris(hidroximetil)aminometano (Tris(hydroxymethyl)aminomethane)
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Vpr - Proteína viral r (Viral protein r)
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Vpu – Proteína viral u (Viral protein u)
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Introdução

 O Vírus da Imunodeficiência Humana e a Síndrome da Imunodeficiência
Adquirida

O Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) é o agente etiológico da Síndrome

da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) a qual é caracterizada por uma profunda

imunossupressão associada a infecções oportunistas, tumores malignos e

degeneração do sistema nervoso central (Dybul et al., 2003; Pantaleo & Fauci, 1995).

Nas mais de duas décadas após o aparecimento dos primeiros casos de AIDS, o

número de indivíduos acometidos pela infecção pelo HIV alcançou proporções

pandêmicas. Em 2007, estimou-se que aproximadamente 33 milhões de pessoas

estavam infectadas pelo HIV em todos os locais do mundo, sendo que houve a

ocorrência de 2,7 milhões de novas infecções e dois milhões de óbitos relacionados a

presença do vírus no último ano (UNAIDS, 2008).

O HIV é classificado como membro da família Retroviridae, subfamília

Lentivirinae, caracterizado por possuir uma enzima denominada transcriptase reversa.

Dois tipos de HIV são hoje identificados, o tipo 1 e o tipo 2 (HIV-1 e HIV-2), que são

classificados em grupos e subtipos, com distribuição geográfica distinta, de acordo com

suas origens (Essex, 1999; Freed & Martin, 2007). O HIV-1 foi isolado em 1983 (Barre-

Sinoussi et al., 1983) e sua distribuição é irrestrita pelo mundo. O HIV-2 foi isolado em

1986 (Clavel et al., 1986) e é encontrado na África Ocidental e em algumas regiões da

Europa e, menos freqüentemente, em outras regiões do mundo, como Índia e Estados

Unidos (Freed & Martin, 2007). Na América do Sul, o Brasil é o epicentro da epidemia

de HIV (com 474 mil casos acumulados em 2007), respondendo por aproximadamente

um terço de pessoas infectadas por este vírus em nosso continente, e a incidência da

infecção ainda permanece elevada, com 19,5 casos por 100 mil habitantes (Ministério-

da-Saúde/Brasil, 2008)
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O HIV-2 e o HIV-1 são vírus similares, ainda assim o HIV-2 é menos patogênico

do que o HIV-1 (Freed & Martin, 2007). A transmissão sexual do HIV-2 é menos

freqüente do que a do HIV-1 e a sua transmissão vertical é rara (Freed & Martin, 2007).

Em alguns estudos, a grande maioria dos pacientes infectados pelo HIV-2 (95% ou

mais) que foram acompanhados por mais de 8 anos se encaixaram na definição clínica

de pacientes não-progressores, ou seja, não foi detectado qualquer sinal de progressão

para a doença AIDS nesses indivíduos (Freed & Martin, 2007)

Análises filogenéticas de seqüências provirais do HIV-1 revelaram dois grandes

grupos genéticos, o M (main) e o O (outlier). O raro grupo O está concentrado no leste

Africano. No grupo M, variantes do HIV-1 são classificadas como subtipos, os quais

são denominados com letras (atualmente designados de A à K) de acordo com o seu

grau de similaridade genética (Dybul et  al., 2003; Freed & Martin, 2007). Os subtipos

também podem ser subdivididos em sub-subtipos, representados por numerais (e.g.

A1; A2; A3; F1; F2) (Taylor et al., 2008). Em 1998, Simon e colaboradores

demonstraram a existência de um isolado viral do HIV-1 não pertencente nem ao grupo

M, nem ao grupo O (Simon et al., 1998). O isolamento dessa cepa altamente

divergente das demais indica que o aparecimento de Lentivírus em humanos continua

acontecendo e cria um terceiro grupo genético do HIV-1, o grupo N (non-M/non-O -

new). O grupo M é o mais prevalente dos três grupos e todos seus subtipos se

originaram na África central (Dybul et al., 2003). O subtipo B é o mais prevalente nas

Américas (>80%), Europa e Austrália, ao passo que as formas F (8%) e C (1,5%) estão

em menor proporção nestas populações. Também ocorrem formas recombinantes

circulantes (CRFs), as quais possuem segmentos genômicos derivados de mais de um

subtipo de HIV-1 (e.g. a forma recombinante B/F e B/C. As CRFs foram inicialmente

originadas a partir de co-infecções de um mesmo indivíduo com diferentes subtipos de

HIV-1, e as formas recombinantes devem ser transmitidas entre pessoas para que seja

definida como CRF) (Taylor et al., 2008). A incidência do subtipo C vem crescendo

rapidamente no Brasil, África e Ásia oriental, já atingindo perto de 8% dos casos de

pacientes infectados por HIV-1 em nosso país (Bello et al., 2008; Dybul et al., 2003a;

Freed & Martin, 2007).
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Classificações Filogenéticas do HIV-1

Classificação Definição Exemplos

Subtipos Cepas de HIV-1 geneticamente relacionadas Subtipos A, B, C, D

que são essencialmente eqüidistantes F, G, H, J, K

filogeneticamente

Sub-subtipos Linhagens distintas dentro de um subtipo A1, A2, A3, A4, F1, F2

Formas Recombinantes Cepas mosaicas com segmentos genômicos 43 fomas descritas:

Circulantes (CRFs) de diferentes subtipos. Resultado de recom- CRF01_AE, CRF02_AG

binação entre subtipos de HIV-1 em um mesmo Os recombinantes devem

indivíduo co-infectado por subtipos distintos ser descritos em pelo

menos 3 pessoas sem

ligação epidemiológica

direta e precisam ser

transmitidos entre pes-

soas

Figura 1. Classificações Filogenéticas do HIV-1. Tabela modificada a partir da original em (Taylor et al., 2008)

O HIV-1, assim como o HIV-2, é transmitido através de fluidos corporais,

particularmente sêmen e leite materno, ou por sangue/derivados contaminados com o

vírus (Galvin & Cohen, 2004). Atualmente a transmissão sexual responde pela maior
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parte dos casos de novas infecções e aproximadamente 30-40% de novos casos de

infecção em mulheres ocorre através do coito vaginal (Hladik & McElrath, 2008). Neste

aspecto, a quantidade de vírus no sangue (viremia) do indivíduo infectado parece ser

altamente relevante para a chance de transmissão do HIV-1 (Galvin & Cohen, 2004).

Estima-se, por modelos matemáticos e freqüência de casos, que a chance de

transmissão de um homem infectado para uma mulher é de 0,5%, porém este valor

pode aumentar em cerca de dez vezes se a carga viral estiver elevada (Galvin &

Cohen, 2004). Baseado nestas evidências, o tratamento anti-retroviral também é

importante para reduzir a transmissão do vírus, uma vez que os medicamentos

utilizados reduzem drasticamente a quantidade de vírus circulante (Galvin & Cohen,

2004). Por exemplo, a transmissão heterossexual do HIV-1 não foi observada quando a

viremia era menor do que 1.500 cópias por mililitro (Galvin & Cohen, 2004). Na

transmissão sexual para mulheres, o HIV atinge a mucosa cervical e pode atravessar o

epitélio por diferentes formas: endocitose com posterior exocitose ou mesmo

penetrando através dos interstícios entre as células epiteliais (Hladik & McElrath, 2008).

A mucosa cervico-vaginal contém um grande número de células CD4+/CCR5+ que

podem ser diretamente infectadas pelo HIV (Veazey et al., 2001). Diversos aspectos da

infecção por HIV-1 podem ser inferidos por analogia com o modelo de símio infectado

experimentalmente com o Vírus da Imunodeficiência Símia (SIV). Foram encontradas

células produtivamente infectadas na mucosa vaginal de macacos rhesus expostos ao

Vírus da Imunodeficiência Símia (SIV) por via vaginal, sugerindo que o HIV-1 pode

expandir-se durante três dias ainda na mucosa endocervical, antes de atingir outros

sítios no corpo (Miller et al., 2005; Zhang et al., 1999). Também utilizando este modelo

experimental, verificou-se que o SIV atingia as células dendríticas da mucosa vaginal

após inoculação do vírus neste sítio, o que indica um importante papel das células

dendríticas (DC) no estabelecimento da infecção (Hu et al., 2000). Diversas evidências

sugerem que o HIV é carreado para diferentes tecidos corpóreos através das células

dendríticas. Um estudo in vitro demonstrou que células de Langerhans (uma sub-

população de células dendríticas) presentes em explantes de epitélio vaginal escamoso

podem capturar o HIV-1 e migrar com o vírus para fora do tecido (Hladik et al., 2007).

Diversos estudos demonstram que células dendríticas (DC) podem transferir o HIV-1
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diretamente para linfócitos T CD4+ durante a apresentação antigênica ou mesmo na

interação inespecífica entre estas células, demonstrando que a célula dendrítica pode

transportar o HIV-1 para outras tecidos e promover infecção in trans de linfócitos T

CD4+ (Cavrois et al., 2008; Hladik & McElrath, 2008). Desta forma o HIV pode atingir

um dos principais sítios de replicação, os linfonodos. Diferentes estudos sugeriram

duas formas diferentes pelas quais as DCs são capazes de infectar linfócitos T CD4+.

Alguns relatam que as DCs são capazes de endocitar o HIV-1 via ligação da gp120

com moléculas DC-SIGN, permanecer com os vírions intactos no interior de vesículas

endossomais e transmiti-los (via exocitose do vírion) a linfócitos T CD4+ durante a

sinapse entre DC e estas células. Outros relatos indicam que o HIV permanece aderido

a DC-SIGN membranar e é transmitido para T CD4+ sem a necessidade de

internalização do vírus (Cavrois et  al., 2008). Algumas evidências também suportam

uma infecção produtiva de DCs com o HIV-1, porém ainda existe uma grande

dificuldade em demonstrar que estas células podem ser infectadas in vitro (Granelli-

Piperno et al., 1999; Hu et al., 2000; Steinman et  al., 2003). Recentemente, Münch e

colaboradores parcialmente elucidaram como a transmissão do HIV-1 pode ser

favorecida pelo sêmen: os autores demonstraram que fibrilas amielóides, presentes no

sêmem humano, podem capturar o HIV e prendê-los em células alvo, facilitando em 5

ordens de magnitude o processo de infecção ou de captura do vírus por células

dendríticas (Munch et al., 2007). Levando-se em consideração que apenas uma

partícula viral em 1.000-100.000 é infectiva in vitro (Rusert et al., 2004; Thomas et al.,

2007), esta “ponte protéica”, que permite ao HIV alcançar a célula-alvo, pode

desvendar o mecanismo pelo qual este vírus consegue infectar células in vivo após a

relação sexual (Roan & Greene, 2007).

O HIV-1 só infecta seres humanos e tem como importante característica se

manter por longo período replicando-se nos tecidos linfóides sem induzir as típicas

manifestações clínicas associadas à AIDS. A partícula viral infectiva (vírion) é esférica

e apresenta um envelope lipoprotéico formado por uma bicamada lipídica, obtido da

membrana celular da célula hospedeira ou de membranas endossomais, dependendo

de qual célula produziu o HIV-1 (Carter & Ehrlich, 2008; Freed & Martin, 2007)(Figura
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1). No envelope estão inseridas as glicoproteínas organizadas em trímeros. Cada

monômero glicoprotéico é formado por duas subunidades, uma glicoproteína de 41KDa

(gp 41), transmembranar, e uma glicoproteína solúvel de 120 KDa (gp 120), que está

ancorada à gp 41 e localizada externamente à partícula viral (Freed & Martin, 2007).

Ambas são originadas de um precursor comum, a glicoproteína gp 160, de 160 KDa,

que é clivada durante a maturação viral (Freed & Martin, 2007). Em sua porção interna

o vírion possui um core cônico, composto pela proteína do capsídeo (p24). O capsídeo

alberga o genoma do HIV, que está associado a proteínas do nucleocapsídeo (p7), e

as enzimas transcriptase reversa, integrase e protease (Freed & Martin, 2007). Em

torno dessa estrutura encontra-se uma matriz protéica formada pela proteína p17

(Freed & Martin, 2007). Com o uso de ensaios de  ELISA (imunoadsorventes ligados à

enzima) comercial, é possível medir a produção de HIV-1 por células, através da

quantificação da concentração das proteínas p24 oriundas dos vírus presentes no

sobrenadante de culturas celulares (ou mesmo no soro de pacientes).

Um dímero de Ácido Ribonucléico (RNA) compõe o genoma do HIV-1 (Freed,

2001). O Ácido Desoxi-Ribonucléico (DNA) proviral é formado após a transcrição

reversa do RNA genômico viral e apresenta, em suas extremidades, seqüências

chamadas Repetições Terminais Longas (LTR) -3' e LTR-5' (Freed, 2001; Freed &

Martin, 2007). Entre as extremidades 5' e 3' do genoma são encontrados três genes

comuns aos retrovírus: gag (antígeno específico do grupo) que codifica uma poli-

proteína precursora Pr55Gag, que é clivada pela protease viral dando origem às

proteínas p17, p24, p7 e p6; pol (polimerase) que codifica também uma poli-proteína

precursora , a Pr 160 GagPol , que é clivada pela protease dando origem às enzimas

transcriptase reversa, protease e integrase; e env (envelope) que codifica a proteína do

envelope gp160 (Freed, 2001; Freed & Martin, 2007). Além desses genes, há mais seis

outros: tat (transativador de transcrição), rev (regulador do vírion), nef (efetor negativo),

vpu (proteína u viral), vpr (proteína r viral) e vif (fator de infectividade viral) (Peterlin &

Trono, 2003). Uma representação esquemática da partícula viral madura está

representada na figura 1.
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Figura 2: Representação esquemática de uma partícula viral madura do HIV-1. A partícula viral é cercada por uma bicamada
de membrana lipídica oriunda de membranas celulares da célula-hospedeira. No caso dos vírus oriundos de linfócitos T CD4+, o
envoltório viral é derivado da membrana plasmática, através do brotamento dos vírions. Em macrófagos, ainda não está bem
definido qual é a origem do envoltório viral. No envoltório viral encontramos o complexo protéico gp160, o qual é formado por
trímeros de gp120 ancorados por proteínas gp41. Este complexo protéico é comumente chamado de envelope viral ou Env. No
interior  da  partícula  madura,  podemos  visualizar  a  matriz  formada  por  proteínas  p17.  Na  região  mais  interior  encontra-se  o
capsídeo viral, o qual é formado primariamente por proteínas p24. No interior do capsídeo encontramos o material genético do
vírus, composto por duas fitas de RNA e as enzimas transcriptase reversa, integrase e protease. Esquema reproduzido a partir
da Internet:
http://www.teenaids.org/Educators/Facts/tabid/71/Default.aspx

A proteína Tat é crítica para uma eficiente produção de transcritos virais a partir

dos LTRs do HIV-1, e é uma das primeiras a ser sintetizada (Li et al., 2005b; Malim &

Emerman, 2008; Peterlin & Trono, 2003). O Rev possui um papel fundamental no

transporte (do núcleo para o citoplasma) de RNAs virais que sofreram poucos ou

nenhum processamento (splicing), o que permite a tradução de várias proteínas do

vírus (Li et al., 2005b; Malim & Emerman, 2008). A Vpu aumenta a liberação de

partículas virais durante a replicação viral, promove a degradação da molécula CD4 no

retículo endoplasmático da célula hospedeira e reduz a expressão dos Complexos

Principais de Histocompatibilidade (MHCs) classes I e II na superfície celular. Essa

degradação contribui para liberação da gp 160 de complexos Env-CD4 no retículo

endoplasmático, aumentando a disponibilidade da glicoproteína Env para transporte à
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superfície celular, além de atenuar a resposta imune através da redução de MHC

membranar (Li et al., 2005b; Malim & Emerman, 2008; Peterlin & Trono, 2003).

Recentemente foi proposto que a proteína Vpu promove a liberação do vírus da

superfície celular de células T CD4+ ao neutralizar o efeito de retenção da partícula viral

na membrana exercido pela proteína Teterina (CD317) (Malim & Emerman, 2008; Neil

et al., 2008). O gene vpr codifica uma proteína que é incorporada à partícula viral e,

após a transcrição reversa, auxilia no direcionamento do complexo pré-integração (PIC)

para o núcleo através da interação da proteína Vpr com microtúbulos do citoesqueleto.

A proteína Vpr também parece mediar uma etapa que permite a entrada do complexo

pré-integração (PIC) no núcleo, além desta proteína provocar uma interrupção na fase

G2 do ciclo celular (Li et al., 2005b). Ainda não está claro se existe alguma vantagem

neste processo de interferência no ciclo celular, mas um estudo sugere que a

transcrição do HIV-1 pode ser mais ativa na fase G2 (Goh et al., 1998). A proteína Vif

aumenta a transcrição reversa e é essencial para a replicação do HIV-1 em PBMCs,

macrófagos e algumas linhagens de células T (Malim & Emerman, 2008). Vírus

mutantes para vif não se replicam em células contendo uma citidina deaminase

chamada Enzima Catalítica da edição de RNA mensageiro para Apolipoproteína B 3G

(APOBEC3G), a qual funciona como um fator celular anti-retroviral inato pois induz

mutações pontuais no genoma do HIV (Chiu & Greene, 2008; Malim & Emerman,

2008). A proteína Nef é uma das primeiras a ser detectada pós-infecção da célula

hospedeira. A proteína Nef aumenta a infectividade viral, além de promover a redução

da expressão da molécula CD4 na superfície celular (permitindo a incorporação de env

e o brotamento da partícula viral, uma vez que CD4 inibe esse processo). Esta proteína

também é capaz de reduzir a expressão membranar de MHC de classe I e CD28,

contribuindo para a evasão do vírus à resposta imune do hospedeiro (Li et al., 2005b;

Malim & Emerman, 2008).

No início da epidemia da AIDS foi observado que as células contendo CD4 eram

suscetíveis à infecção pelo vírus (Fauci et al., 1984; Nicholson et al., 1985; Popovic et

al., 1984). Em meados dos anos 80 verificou-se que o CD4 era o receptor celular

principal para o HIV, tendo sido o primeiro receptor para retrovírus identificado
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(Dalgleish et al., 1984; Klatzmann et  al., 1984; Maddon et al., 1986). Logo após a

identificação da molécula CD4 como o receptor para a entrada do HIV na célula,

estudos posteriores reportaram que somente este receptor não respondia por todo o

processo de fusão e entrada do vírus. Essa conclusão baseou-se em parte na

observação de que certos isolados virais apresentavam tropismo variado por células

contendo CD4. Alguns isolados se replicavam eficientemente em macrófagos e outros

em linhagens de células T CD4+. Em comum, no entanto, estes isolados replicavam-se

bem em Células Mononucleares de Sangue Periférico (PBMCs). Uma busca de quase

uma década revelou que os receptores de quimicionas CXCR4 e CCR5 eram co-

receptores do HIV-1 e responsáveis pelo tropismo diferencial de certos isolados virais

(Alkhatib et al., 1996; Choe et al., 1996; Deng et al., 1996; Doranz et al., 1996). Desde

então, vírus com tropismo para CCR5 ficaram conhecidos como vírus R5-trópicos (ou

simplesmente R5), e os com tropismo para CXCR4, X4-trópicos (ou simplesmente X4).

Isolados que tenham tropismo para os dois co-receptores são chamados de duplo-

trópicos ou R5X4-trópicos. A identificação dos co-receptores do HIV-1 foi antecedida

pelo achado de que as beta-quimiocinas RANTES, Proteína Inflamatória de

Macrófagos (MIP)-1a e MIP-1b bloqueavam a infecção por isolados monocitotrópicos

(Cocchi et al., 1995). A importância dos co-receptores in vivo é ilustrada por estudos

demonstrando que indivíduos homozigotos para o alelo mutante de CCR5, CCR5/delta

32 (ccr5Δ32), o qual codifica a proteína truncada e não expressa na membrana

plasmática, são altamente resistentes à infecção por isolados R5-trópicos (Dean et al.,

1996; Liu et al., 1996; Samson et al., 1996).

O ciclo replicativo do HIV-1 é bastante complexo e envolve a participação de

diversas proteínas da célula hospedeira. Para termos idéia da complexidade das

proteínas celulares envolvidas neste ciclo, recentemente dois estudos independentes

reportaram mais de 250 genes participantes do processo de replicação do HIV-1 na

célula: utilizando técnicas de silenciamento gênico (através de pequenos RNAs de

interferência – siRNA), Brass e colaboradores (2008) relataram mais de 250 fatores

celulares envolvidos na replicação do HIV-1, enquanto König et al. (2008)

demonstraram o efeito de 213 genes atuando somente nos processos iniciais da
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infecção viral (Brass et al., 2008; Goff, 2008; Konig et al., 2008).  A infecção inicia-se

pela ligação da gp120 viral ao CD4 de células-alvo suscetíveis, o que promove uma

mudança da conformação estrutural da gp120, com conseqüente aumento da afinidade

pelo co-receptor CCR5 (no caso dos vírus R5) ou CXCR4 (no caso dos X4).

Resumidamente, o processo de ligação do vírus à célula e a entrada na mesma

seguem as seguintes etapas: primeiro, a gp120 viral liga-se ao CD4 na superfície

celular; esta ligação permite a exposição de sítios que estavam crípticos os quais são

fundamentais para ligação ao co-receptor. Este complexo formado por CD4-gp120-co-

receptor sofre uma alteração conformacional, o que acarreta a exposição da gp41. A

gp41 insere-se na membrana plasmática, levando à fusão do envelope viral com a

membrana celular (Freed, 2001; Greene & Peterlin, 2002; Peterlin & Trono, 2003). É

essa fusão que permite o acesso do capsídeo viral ao citoplasma, sendo a gp41,

portanto, vital ao processo infeccioso. As primeiras descrições da entrada do HIV na

célula são datadas de mais de 20 anos atrás, porém alguns processos da fusão do

envelope viral com a membrana plasmática são ainda questionados (Uchil & Mothes,

2009). Neste ano, Miyauchi e colaboradores sugeriram que o HIV-1 entra na célula

primordialmente por endocitose mediada pela ligação da gp120 viral com o CD4 da

célula-alvo (Miyauchi et al., 2009). Ao contrário dos postulados que sugerem a fusão

env-membrana plasmática, Miyauchi et al. demonstraram que a fusão do envelope viral

ocorre no endossoma, através da fusão env-membrana endossomal, e com a

conseqüente liberação do capsídeo no interior do citoplasma (Miyauchi et al., 2009;

Uchil & Mothes, 2009). Em 2001, Maréchal e colaboradores já tinham sugerido que o

HIV-1 se ligava à membrana plasmática de macrófagos, porém a entrada ocorria

primordialmente por endocitose (Marechal et  al., 2001). Independentemente do local

onde ocorre a fusão viral, após essa etapa acontece o desnudamento do capsídeo e

formação de um complexo chamado de complexo de transcrição reversa, composto por

proteínas do capsídeo, proteínas acessórias do HIV, fatores celulares do hospedeiro,

RNA viral e a transcriptase reversa do vírus. A transcrição reversa é uma das

características que definem os retrovírus. Em resumo, é a capacidade de converter os

genomas de RNA em DNA dupla-fita utilizando pequenos oligonucleotídeos moldes

(primers) da própria célula infectada. No caso do HIV-1, primers de  RNA  de
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transferência (tRNAs) reconhecem seqüências complementares no RNA viral,

formando um complexo RNA-RNA. A reação de transcrição reversa é complexa,

envolve mudanças conformacionais no RNA e é catalisada pela enzima transcriptase

reversa (Abbink & Berkhout, 2008). Durante esse processo o DNA viral complementar

(cDNA) recém-formado fica associado ao complexo de transcrição reversa. O cDNA é

depois transportado para o núcleo através do citoesqueleto como parte do complexo de

pré-integração. A transcrição reversa pode introduzir erros no genoma viral a cada ciclo

de replicação, resultando em uma progênie viral geneticamente variada (Abbink &

Berkhout, 2008; Hottiger & Hubscher, 1996). O complexo de pré-integração interage

com várias enzimas presentes no citoplasma e no envoltório nuclear, o que permite que

o cDNA seja catapultado para o interior do núcleo celular. A enzima integrase cataliza a

integração do DNA viral (DNA dupla fita linear) no cromossoma da célula hospedeira,

através de um complexo protéico multimérico que envolve a interação da enzima viral

com co-fatores celulares (Delelis et al., 2008). No interior do núcleo, os DNAs não

integrados circularizam-se (chamados de DNA epissomal) e são posteriormente

degradados pelas enzimas celulares (Sharkey et al., 2005). O DNA integrado, chamado

de provírus, se comporta essencialmente como um gene celular. Atualmente sabe-se

que a integração do HIV-1 no genoma hospedeiro não ocorre ao acaso e exibe um

determinado perfil: ocorre maior integração em regiões consideradas exon de genes,

ou seja, nas regiões que vão ser codificadas em proteínas (Ciuffi, 2008). Após a

integração, o provírus serve como molde para a síntese de RNAs mensageiros

(mRNAs) virais, que codificam as proteínas estruturais, regulatórias e acessórias

usadas na replicação viral. Essa síntese ocorre pela ação da RNA polimerase II celular

auxiliada por fatores de transcrição celulares e pela proteína viral Tat (Peterlin & Trono,

2003). Como qualquer RNA eucariótico, a tradução para proteína ocorre no citoplasma.

Os primeiros mRNAs formados são completamente processados, sofrendo os splicings

habituais de um RNA eucariótico qualquer. As primeiras proteínas regulatórias virais a

serem produzidas são Tat, Rev e Nef, e isto ocorre porque códons para início de

tradução são expostos no RNA a montante da região codificante destas três proteínas,

caso o RNA viral sofra todos os splicings habituais (Freed & Martin, 2007; Peterlin &

Trono, 2003). Em seguida, com o auxílio da proteína Rev viral, os mRNAs não
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completamente processados são exportados para o citoplasma, pois o Rev reconhece

uma seqüência no RNA viral chamada de elemento de resposta ao Rev (RRE) que só

está exposto no RNA não processado (non-spliced) ou parcialmente processado

(Strebel, 2003). Esse processo todo é importante, pois o RNA do HIV é policistrônico,

ou seja, uma única fita do RNA contém a informação para codificação de uma poli-

proteína. O processamento diferencial deste RNA, com as respectivas clivagens, é que

permite que todas as informações sejam traduzidas para proteínas. Os mRNAs para

Env são traduzidos no ribossomo associado ao retículo endoplasmático, formando a

gp160 a qual é clivada por uma protease celular durante o tráfego para a superfície

(Adamson & Freed, 2007). A clivagem da gp160 gera a glicoproteína gp120 e a gp41.

O precursor da poliproteína Gag, conhecido como Pr55Gag é fundamental para a

formação da partícula viral. O Pr55Gag é traduzido por ribossomos no citoplasma a partir

do mRNA viral e codifica para componentes internos e estruturais do vírion: Matriz,

Capsídeo e Núcleocapsídeo. A montagem do vírion, com a formação da estrutura

esférica, ocorre próximo ao local do brotamento (membrana plasmática quando em T

CD4+) através da multimerização de monômeros de Pr55Gag. O domínio da Matriz no

Pr55Gag é fundamental para ligação do Gag na membrana plasmática. Na formação da

partícula viral ainda ocorre a migração de duas fitas simples de mRNA viral não

traduzidos, e o processo de montagem culmina no brotamento do vírus com liberação

de partículas virais imaturas (não infectivas) (Adamson & Freed, 2007; Greene &

Peterlin, 2002). O brotamento é catalisado por componentes do endossoma celular,

incluindo o Complexo para Separação do Endossoma Requerido para o Transporte

(ESCRT)-I. Na infecção de linfócitos T CD4+, as novas partículas virais liberadas

tornam-se infectivas (maduras) extracelularmente após a clivagem das proteínas

precursoras Gag e Gag-Pol pela protease viral (Adamson & Freed, 2007; Greene &

Peterlin, 2002). Ao capturar a membrana da célula hospedeira, o HIV-1 pode conter

diversas moléculas inseridas em seu envelope viral. Por exemplo, diversos estudos

relataram a presença de várias proteínas na superfície do vírus, tais como ICAM-3,

CD28, CD36, CD44, CD55, CD62, CD86 (Wahl et al., 2006). Ao se ligar com seus

respectivos receptores na célula-alvo, estas moléculas poderiam aumentar a avidez da
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interação vírus-célula durante a adsorção viral (Wahl et al., 2006). A figura 2 representa

o ciclo replicativo do HIV-1 no interior de um linfócito T CD4+.

Figura 3: Esquema representando o ciclo replicativo do HIV-1 em linfócito T CD4+. A infecção inicia-se quando as proteínas do
envelope  viral  (gp120;  representada  por  Env)  ligam-se  à  molécula  CD4  na  superfície  da  célula-alvo.  Ocorre  uma  alteração
conformacional  que  permite  a  ligação  à  um  dos  co-receptores,  os  quais  podem  ser  o  receptor  de  quimiocina  CCR5  ou  o
receptor de quimiocina CXCR4, dependendo do tropismo viral (determinado pela própria seqüência da gp120). Uma nova
mudança na conformação da gp120 permite a exposição da gp41, a qual se insere na membrana da célula-alvo, permitindo a
fusão  do  vírus  com  a  membrana  plasmática  ou  endossomal.  O  capsídeo  atinge  o  citoplasma  e  desnuda-se,  formando  um
complexo para a transcrição reversa a partir da atividade da transcriptase reversa viral. Após a formação da dupla fita de DNA
complementar, um novo complexo protéico é originado e denominado complexo de pré-integração. Este complexo de pré-
integração (contendo o DNA e proteínas virais,  além de proteínas celulares)  migra para o núcleo através dos microtúbulos e
atinge o interior do núcleo com o auxílio da interação de proteínas deste complexo com proteínas presentes nos nucleoporos
da membrana nuclear. Então ocorre a integração do DNA viral no genoma da célula hospedeira, através das regiões LTR e com
auxílio da enzima integrase viral. A transcrição para formação do RNA viral ocorre a partir do LTR 5’, onde os transcritos iniciais
são inteiramente processados no núcleo (splicing).  Ocorre a exportação do RNA processado para o citoplasma onde ocorre a
tradução das proteínas virais. Após a formação da proteína viral Rev, alguns transcritos não processados são transportados para
o citoplasma. As proteínas virais  são direcionadas para a membrana plasmática,  assim como RNAs não processados (RNA do
genoma  viral),  onde  o  vírus  brota  e  é  liberado.  Após  a  liberação  do  HIV,  as  proteínas  do  capsídeo  são  formadas  a  partir  da
clivagem Gag-Pol pela Protease viral, fomando a partícula viral madura e infectiva.  Esquema extraído de (Peterlin & Trono,
2003).
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Desde a identificação da AIDS, em 1981, sabe-se que a queda no número de

linfócitos T CD4+ é uma característica marcante da progressão clínica da enfermidade

(Fauci et al., 1984). Sendo assim, grandes esforços têm sido voltados para o

entendimento dos mecanismos pelos quais o HIV-1 causa a doença e a apoptose de

linfócitos T CD4+. A redução de células T CD4+ pode ser desencadeada diretamente

pela infecção viral ou pela presença crônica do vírus, via distúrbio na homeostase da

resposta imune. Em cultura, a infecção de T CD4+ pelo HIV-1 é citopática, e este efeito

pode ocorrer pela alteração da permeabilidade da membrana plasmática dos linfócitos

infectados, ou mesmo pela indução de apoptose por proteínas virais (Costin, 2007).

Dentre as hipóteses que procuram explicar a linfopenia de T CD4+ por mecanismos

indiretos, podemos destacar a auto-imunidade; apoptose via ligante de Fas (FasL);

ativação crônica do sistema imune pelo vírus ou produtos bacterianos; redução na

produção de linfócitos T CD4+ pelo timo e alteração na dinâmica de circulação dos

linfócitos (Costin, 2007; Douek, 2003; Douek et al., 2009; Dybul et al., 2003; Picker,

2006). Para exemplificar, já foi descrito que a presença contínua do vírus no corpo

induz ativação crônica de células T CD4+ e  T  CD8+ o que pode levar à apoptose

induzida pela ligação Fas-FasL, sendo que FasL solúvel já foi descrito em elevadas

concentrações no soro de pacientes com alta viremia (Bahr et al., 1997; Sabri et al.,

2001).

O quadro clínico da infecção por HIV-1 pode ser dividido didaticamente em três

fases: Uma fase aguda, durando normalmente um a dois meses, com um pico de

viremia (podendo chegar a 107 cópias de RNA/mL) seguido de posterior declínio da

viremia, e sintomatologias características de uma virose; após esse período, inicia-se

uma fase de latência caracterizada por apresentar uma viremia constante e não

elevada (chamado de set point), podendo persistir por até dez anos (com viremia entre

103-105 cópias de RNA/mL); e a última fase onde presenciamos um colapso das células

T CD4+ sanguíneas, com subseqüente imunossupressão e elevação abrupta da viremia

(Dybul et al., 2003; Ribeiro, 2007).  Nesta última fase, a AIDS é caracterizada pela

contagem de linfócitos T CD4+ circulantes inferior a 200 células por microlitro de

plasma (Dybul et al., 2003; Ribeiro, 2007). Curiosamente, as três fases da infecção
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pelo HIV-1 parecem ser distintas em relação ao conjunto de genes expressos pelas

células de linfonodos dos pacientes infectados pelo vírus: neste ano, Li e colaboradores

analisaram 47.000 transcritos por microarranjo, e os autores observaram que havia

alteração na expressão de 766 genes em linfonodos inguinais de indivíduos infectados

pelo HIV-1, sendo que destes, 73% eram característicos de apenas uma fase (Li et al.,

2009). Em relação à AIDS, por longos anos acreditou-se que a grave imunossupressão

que somente os pacientes com AIDS apresentam resultava de uma crônica e gradual

depleção dos linfócitos T CD4+ com redução na produção destas células pelo timo, o

que acarretava na alteração da homeostase/funcionamento do sistema imune

(Bonyhadi et al., 1993; Douek, 2003; Ribeiro, 2007). Consistente com esse conceito,

alguns estudos sugerem que a queda progressiva de T CD4+ deve-se a mecanismos

de ativação celular associados à proliferação permanente do vírus (Douek, 2003). Cabe

ressaltar que a depleção desta população celular pode não estar associada a altas

viremias, mas parece ser diretamente influenciada pela produção contínua de

partículas virais (Douek, 2003).

No entanto, trabalhos recentes em modelos animais vêm demonstrando que a

chave para o entendimento da gênese da AIDS pode estar nas primeiras semanas que

seguem à infecção. Nos primeiros dias após a infecção, os vírus e células infectadas

pelo HIV-1 atravessam a barreira da mucosa intestinal e promovem a infecção da

célula-alvo mais abundante na lamina propria, as células T CD4+ de memória/efetoras

(CD4+/CCR5+) (Brenchley et al., 2006a; Douek, 2003; Mehandru et al., 2004). A sub-

população de T CD4+/CCR5+ pode variar de 52 a 80% dos linfócitos T CD4+ em Tecido

Linfóide Associado a Mucosas (MALT), como o Tecido Linfóide Associado ao Intestino

(GALT) e os tecidos linfóides da mucosa vaginal (Brenchley et  al., 2004; Veazey &

Lackner, 2003; Veazey et al., 2001). Em símios infectados com o Vírus da

Imunodeficiência Símia (SIV), esta infecção de linfócitos T CD4+/CCR5+ na lamina

propria parece independer da rota de inoculação do vírus: Inoculação intravaginal ou

intravenosa promove uma infecção de CD4+/CCR5+ em todos as superfícies de

mucosas examinadas, com ênfase no GALT (Li et  al., 2005c; Mattapallil et  al., 2005).

Após o estabelecimento do HIV-1 nos tecidos linfóides, um grande número de células T
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CD4+ co-expressando CCR5 é infectado. Ainda na fase aguda (primeiras três semanas

pós-infecção) ocorre uma explosão na produção viral, o que resulta em uma drástica

morte de linfócitos T CD4+ de memória em todos os tecidos linfóides (Haase, 2005). Os

linfócitos T CD4+/CCR5+ do GALT são extremamente afetados pela infecção viral,

sendo que a redução desta população celular pode chegar a 90% em pacientes HIV-1+

(Brenchley et al., 2004). Ainda na fase aguda, símios inoculados com SIV apresentam

60% das células T CD4+ de mucosas infectadas no pico da viremia, sendo que 80%

destas células infectadas morrem ainda nos quatro primeiros dias da infecção

(Mattapallil et al., 2005). Cabe ressaltar que a grande maioria de linfócitos do corpo

estão presentes em Tecidos Linfóides Associados a Mucosas (MALT), um dos

principais locais da replicação do HIV-1 (Douek et al., 2009). Um estudo realizado com

símios infectados com SIV sugere que o vírus pode alcançar o GALT, baço e

linfonodos periféricos ao final da primeira semana pós-inoculação viral na vagina (Miller

et al., 2005). No GALT, a infecção com SIV provoca uma queda de 80% nos níveis de

T CD4+ no 14º dia após a entrada do vírus (Veazey et al., 1998). Ainda não há

consenso sobre a razão desta elevada perda de células CD4+/CCR5+, sendo que

alguns autores sugerem que pode ser conseqüência direta da infecção viral ou devido

a apoptose desencadeada pela interação FasL-Fas (Douek, 2003; Haase, 2005;

Veazey et al., 2001). Vários estudos já haviam demonstrado que pacientes infectados

pelo HIV-1 apresentavam anormalidades estruturais no trato gastro-intestinal, bem

caracterizado pela observação de enteropatia (Brenchley & Douek, 2008; Haase,

2005). Posteriormente, Brenchley e colaboradores observaram a presença de bactérias

e produtos bacterianos no sangue de pacientes com HIV-1, ou de macacos rhesus

infectados experimentalmente com SIV (Brenchley et al., 2006b). Os autores então

sugeriram que a redução drástica nas células T CD4+ do GALT compromete a

impermeabilidade da mucosa a bactérias que habitam o lúmen intestinal, promovendo

um influxo de procariotos/produtos bacterianos (como o LPS) para a circulação e para

o tecido linfóide (Brenchley et al., 2006a; Brenchley et al., 2006b; Brenchley & Douek,

2008). O reconhecimento de patógenos/componentes microbianos por células do

sistema imune proporciona um ambiente pró-inflamatório no tecido linfóide onde o HIV-

1 está replicando. Ocorre então uma ativação maciça de linfócitos T CD4+ e indução de
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apoptose via Fas-FasL (Brenchley et al., 2006a; Douek et al., 2009). As células T CD4+

de memória (co-expressando CCR5+) são ativadas, proliferam e diferenciam-se em

linfócitos T CD4+ efetores (sem perda de CCR5), o que decorre normalmente em

GALT, devido à presença de antígenos alimentares e produtos de alguns

microorganismos (Veazey et al., 2001). É bem aceito que a propagação sistêmica do

HIV ocorre principalmente por transmissão de uma célula a outra(s), num processo

denominado sinapse infecciosa (Cavrois et al., 2008). Logicamente, os tecidos

inflamados apresentam maior quantidade de células, o que pode favorecer a

transferência viral entre células. Na fase aguda, a elevada morte de células T CD4+

ocorre em três modelos distintos de infecção com SIV: infecção patogênica, infecção

persistente/não progressiva e infecção transitória/controlada (Pandrea et al., 2007).

Para os autores desse artigo, a fase aguda da infecção não deve ser utilizada como um

padrão preditivo para o desenvolvimento da AIDS, uma vez que todos os três grupos

experimentais apresentaram depleção marcante de linfócitos T CD4+ durante esta fase

(Pandrea et al., 2007).

Ainda nos primeiros dias de infecção (fase aguda), um controle parcial dos

vírions circulantes correlaciona-se temporalmente com a emergência de Linfócitos T

Citotóxicos (CTLs) específicos contra o HIV-1 (Letvin & Walker, 2003). A importância

real da resposta das CTLs contra células-alvo que expressam antígenos do HIV-1 foi

claramente elucidada em símio infectado com SIV: a depleção in vivo de células T

CD8+ promove uma rápida e acentuada elevação na viremia, além de uma pronunciada

depleção de T CD4+/CCR5+ em comparação com os animais controles (Letvin &

Walker, 2003; Schmitz et al., 1999; Veazey et al., 2008). Cabe ressaltar que elevadas

percentagens de células T CD8+ específicas para o HIV-1 são encontradas em diversos

compartimentos anatômicos na infecção tanto por HIV-1 quanto por SIV, incluindo

sangue, espaços brônquio-alveolares, linfonodos, baço, pele, fluido cérebro-espinhal,

sêmen, vagina e MALT (Letvin & Walker, 2003). In vitro, células T CD8+ podem inibir a

replicação viral através da lise de células infectadas pelo HIV-1 (Tsubota et al., 1989).

Outros estudos também ressaltam o papel destacado das T CD8+ no controle do HIV-1:

a ativação crônica do sistema imune correlaciona-se com a alta viremia, e pacientes
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apresentando esse quadro possuem percentagens elevadas de linfócitos T CD8+

incapazes de responder a antígenos do HIV-1, fenômeno que pode ser parcialmente

revertido pelo bloqueio da ligação da molécula PD-1 (Programmed Death-1) com seus

ligantes (PD-L1 ou PD-L2) (Day et al., 2006; Trautmann et  al., 2006). Assim como o

PD-1 na membrana das células T CD8+, o bloqueio da ligação da molécula CTLA-4

presente em linfócitos T CD4+ também pode reverter o quadro de anergia deste subtipo

celular, aumentando as funções das células T CD4+ específicas para o HIV-1

(Kaufmann et al., 2007). Porém o bloqueio da ligação de CTLA-4 favorece a ativação

plena e replicação das células T CD4+, promovendo expansão clonal destas

populações com conseqüente favorecimento da replicação do vírus, uma vez que as

células T CD4+ ativadas permitem uma excelente replicação viral (Cecchinato et al.,

2008). Em 2008, Migueles et al. reforçaram a relevância das T CD8+ no controle da

infecção: os autores compararam controladores de elite (pacientes que controlam a

replicação viral, com viremia média indetectável mesmo após dez anos de infecção)

com progressores normais da doença e verificaram que controladores de elite

apresentam mais células T CD8+ ativadas e específicas para o HIV-1, além destas

células apresentarem maior capacidade individual para destruir linfócitos T CD4+

infectados (Blankson & Siliciano, 2008; Migueles et al., 2008). Esta premissa pode ser

fortalecida pela evidência de que existe HIV-1 plenamente infectivo em controladores

de elite (controladores de elite representam 0,5% da população infectada pelo HIV-1)

(Blankson et al., 2007; Blankson & Siliciano, 2008). Além disso, células T CD8+ também

podem inibir a replicação do HIV-1 através da secreção de fatores solúveis, como

RANTES, MIP-1a e MIP-1b, um fenômeno independente da citotoxidade (DeVico &

Gallo, 2004). Acredita-se que este primeiro momento da infecção seja decisivo na

progressão da doença (Pilcher et al., 2004). Em parte, essa teoria é sustentada pela

idéia de que em dois dias o HIV pode estabelecer a infecção na mucosa, em três dias o

vírion pode chegar aos linfonodos drenantes e circulação sanguínea, e em vinte e cinco

dias atingir diversos tecidos, tais como baço, GALT, diversos linfonodos, tratos genito-

urinários e cérebro (Pilcher et al., 2004). Nesse curto período de tempo diversos vírus

geneticamente distintos são produzidos, tanto por erros no processo de transcrição

reversa quanto por recombinação entre vírus distintos (Letvin & Walker, 2003). A



Introdução

19

formação de diversos vírions geneticamente distintos através do tempo (quasispecie) é

uma característica da infecção pelo HIV-1, e este fenômeno torna ainda mais difícil a

produção de vacinas (Letvin, 2006). Vários dos vírions mutantes são resistentes à ação

de anticorpos neutralizantes, e outros à atividade de células T citotóxicas, o que foi

claramente reforçado por alguns testes com vacinas para SIV em símios, no qual o

desafio viral em símios vacinados contra SIV demonstrou a aquisição de uma mutação

no vírus capaz de promover um escape das CTL, permitindo a replicação

descontrolada do vírion e a subseqüente predominância da quasispecie resistente no

macaco infectado (Letvin & Walker, 2003; Letvin, 2006). A dificuldade para

neutralização do vírus por anticorpos deve-se ao fato do sítio de ligação da gp120 com

o CD4 ser protegido por regiões glicosiladas, além de também incluir alças protéicas

(alças V) altamente variáveis entre subtipos virais (Letvin & Walker, 2003; Letvin,

2006).

Já na fase crônica da infecção verificamos ativação generalizada de células do

sistema imune, com freqüências elevadas de células T expressando marcadores de

ativação, produção aumentada de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, ativação

policlonal de células B, células T e Assassinas Naturais (NK), além de falha na

hematopoiese (Appay & Sauce, 2008; Douek et  al., 2008; Dybul et al., 2003). Essa

ativação não ocorre apenas em células específicas contra o HIV, ou o SIV em símios, e

sim em diversas células com as mais diferentes especificidades. Porém em infecções

não patogênicas com SIV em hospedeiros naturais, os símios Sooty mangabeys,  a

ativação imunológica crônica observada na fase aguda é rapidamente atenuada na

fase crônica, sugerindo que a ativação sistêmica de células do sistema imune pode ser

crítica na progressão para a doença AIDS (Douek et al., 2008). Vários autores sugerem

que essa ativação generalizada se dê por uma recorrente estimulação antigênica

associada à resposta inflamatória, além da presença já discutida de componentes

microbianos (Appay & Sauce, 2008; Douek et  al., 2008; Dybul et al., 2003; Picker,

2006). Essa ativação sistêmica e crônica levaria à regeneração insuficiente de células

T de memória central; morte das células associadas à infecção e destruição da

arquitetura dos linfonodos devido à inflamação crônica; perda de células T virgens pela

excessiva diferenciação em células de memória e perda da função tímica (Douek et al.,



Introdução

20

2008; Dybul et al., 2003; Picker, 2006). Porém ainda é preciso descortinar o papel

exato desses fatores individualmente, ou em combinação, na patogênese da AIDS.

Como todos os retrovírus, o HIV-1 precisa integrar-se ao genoma da célula

hospedeira (Ciuffi, 2008). Como conseqüência, o provírus é influenciado pelo estado

metabólico e de ativação celular (Pierson et al., 2000). Em uma célula T CD4+ ativada,

a replicação é rápida, eficiente e citopática (Stevenson, 2003). Os LTRs virais possuem

sítios de ligação para fatores celulares, os quais podem regular positivamente a

transcrição do HIV-1, como o fator de transcrição NF-kB (Stevenson, 2003). Neste

contexto, o efeito de citocinas na replicação do HIV-1 torna-se evidente, tanto

favorecendo quanto inibindo, pois as sinalizações celulares conferidas por estas

moléculas culminam na ativação de diversos fatores de transcrição.

A situação é diferente em células T CD4+ quiescentes (virgens ou de memória).

Essas células são refratárias à produção do HIV-1 in vitro, embora sejam permissivas à

entrada do vírus e possam manter a infecção em estágio latente (Pierson et al., 2000).

De fato, provirus integrado e latente já foi detectado in vivo em  células  T  CD4+ em

repouso (Chun et al., 1995). Há nove anos sabe-se que este quadro de latência viral

em T CD4+ quiescentes pode ser parcialmente revertido pela adição de IL-2, IL-4, IL-7

e IL-15 (Pierson et al., 2000). Achados de quatro anos atrás indicam que as células T

CD4+ virgens, ou em repouso, não permitem a replicação viral devido à alta expressão

da forma ativa da apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide 3G

(APOBEC3G), também chamada de baixa massa molecular (LMM) (Chiu et al., 2005;

Chiu & Greene, 2008). Entretanto, a adição de IL-2, IL-7 e IL-15 às células T virgens

induzem uma alteração do LMM para o complexo de alto peso molecular (HMM)

contendo moléculas de APOBEC3G incapazes de restringir a replicação viral (Stopak

et al., 2007). Curiosamente, as citocinas IL-2 e IL-15 estão elevadas em linfonodos

infectados por HIV-1 (Lederman & Margolis, 2008), e talvez a expressão elevada

destas citocinas, juntamente com seus efeitos na conversão para a forma inativa HMM,

possa explicar um estudo sugerindo a replicação de HIV-1 em células T CD4+ virgens

presentes em explantes de tecidos linfóides (Eckstein et al., 2001). Porém este estudo

merece maiores análises uma vez que a própria infecção pelo HIV-1 gera um ambiente
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permissivo para ativação de linfócitos T CD4+ em tecidos linfóides, e a produção do

vírus ocorre basicamente pelas células T CD4+ ativadas nestes tecidos  (Biancotto et

al., 2008; Lederman & Margolis, 2008). De fato o estado de latência celular viral sempre

ganhou enfoque nos estudos da patogênese do HIV-1, uma vez que este quadro pode

comprometer a terapêutica da infecção, pois as células latentes permanecem vivas

mesmo após uma replicação viral reduzida por uso de terapia com drogas combinadas

(Han et al., 2007). Um fato marcante é o decréscimo lento dos reservatórios virais em

células T CD4+ quiescentes: Estas células possuem meia vida de 44 meses e podem

ser encontradas em pacientes sob tratamento intenso com anti-retroviral,

substanciando estudos comprovando que o HIV-1 pode permanecer no organismo

mesmo em indivíduos respondendo satisfatoriamente à terapia (Finzi et al., 1999;

Siliciano et  al., 2003). Surpreendentemente, a interrupção do tratamento com anti-

retrovirais ocasiona um ressalto da carga viral, com níveis similares aos encontrados

antes do tratamento (Han et al., 2007; Ho & Zhang, 2000). Após a interrupção da

administração dos fármacos, este retorno para os valores da viremia pré-terapia

(terapêutica) pode refletir a reativação dos provirus latentes nas células outrora

quiescentes (Joos et al., 2008).

A Infecção de Macrófagos pelo HIV-1

A replicação do HIV-1 ocorre basicamente em linfócitos T CD4+ ativados e em

fagócitos mononucleares tissulares, particularmente em tecidos linfóides secundários

como linfonodos e Tecido Linfóide Associado ao intestino (GALT). In vitro, a infecção

de linfócitos T CD4+ ativados resulta em elevada produção viral mesmo sendo este

subtipo celular altamente susceptível aos efeitos citopáticos induzidos diretamente pelo

HIV-1 (Cossarizza, 2008; Hoxie et al., 1986). In vivo, a infecção pelo HIV-1 promove

uma redução nos níveis de linfócitos T CD4+ circulantes e de linfonodos periféricos,

sendo que a subpopulação T CD4+/CCR5+ de tecidos linfóides do trato gastrointestinal

pode sofrer decréscimo superior a 90% (Brenchley et  al., 2004). Ao contrário dos
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linfócitos T CD4+, macrófagos são altamente resistentes aos efeitos citopáticos

induzidos pela infecção viral in vitro, embora possam produzir um número elevado de

partículas virais por até dois meses pós-infecção (Brown et  al., 2006; Cassol et al.,

2006). Em pacientes, o HIV-1 pode ser detectado em diferentes populações de

macrófagos em fases iniciais e avançadas da infecção (Embretson et al., 1993; Lewin

et al., 1998). Macrófagos são células mononucleares distribuídas em todos os tecidos e

órgãos, incluindo cérebro e testículos (Gordon, 2003; van Furth, 1989). A maior parte

destas células é originada da diferenciação de monócitos produzidos na medula óssea

e liberados na circulação sanguínea (Gordon, 2003; van Furth, 1989). A meia-vida de

um monócito circulante é de aproximadamente 71 horas em humanos e um aumento

da percentagem de macrófagos tissulares é diretamente acompanhado por um

acréscimo de monócitos circulantes (van Furth, 1989; Whitelaw, 1972). Macrófagos

podem sobreviver por longos períodos e alguns estudos sugerem que estas células

podem ser produtivamente infectadas por HIV em diferentes tecidos (Cassol et  al.,

2006; Dybul et al., 2003; Igarashi et al., 2001). Por exemplo, macrófagos alveolares

infectados com HIV-1 podem sobreviver por até dois meses enquanto microglia

infectada pode sobreviver por alguns anos (Cassol et  al., 2006). Os macrófagos

também são reconhecidos como reservatórios do HIV-1, pois partículas virais podem

ser acumuladas em vesículas intracelulares sem perda da infectividade, mesmo em

pacientes recebendo terapia anti-retroviral combinada (HAART) (Sharova et al., 2005).

Não existem evidências de uma depleção significativa de macrófagos tissulares em

pacientes infectados com o HIV. Recentemente, Hasegawa e colaboradores (2009)

relataram que o número de macrófagos que migraram para o linfonodo de animal

infectado pelo SIV é quinze vezes maior do que o número em animais controles

(Hasegawa et al., 2009). Além disso, monócitos provenientes de indivíduos infectados

apresentam aumento na transcrição de genes anti-apoptóticos e são mais resistentes à

indução de apoptose mediada por FasL, o que sugere que estas células podem

sobreviver mais tempo num indivíduo infectado (Giri et al., 2009).

Na inoculação intravenosa de símios com SIV, a presença do vírus já foi

relatada em macrófagos da lamina propria intestinal após sete dias de infecção,

sugerindo uma infecção bem precoce deste tipo celular (Veazey et al., 1998). Porém,
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uma clara elucidação do papel de macrófagos como reservatórios do HIV-1 in vivo só

foi possível quando em 1997 Shibata e colaboradores construiram um vírus quimérico

altamente citopático para linfócitos T CD4+ (Shibata et  al., 1997). Esta quimera,

denominada de SHIV, contém os genes do envelope viral de um vírus HIV-1 duplo-

trópico inserido no genoma do SIV (Shibata et al., 1997). Após infecção de símios com

o SHIV, Igarashi et al. (2001) observaram que ocorria produção de partículas virais

mesmo nos animais onde os linfócitos T CD4+ tinham sido completamente eliminados

pela presença viral (Igarashi et al., 2001). Neste modelo, os estudos com hibridização

in situ provaram que os macrófagos tissulares (linfonodo, pulmão, cerebelo e fígado)

eram os grandes responsáveis pela produção continuada do SHIV (Igarashi et al.,

2001; Igarashi et al., 2003). Esta fase de replicação do vírus na ausência de linfócitos T

CD4+, denominada de fase MØ pelo grupo de autores, caracterizava-se pela presença

de deleções em aminoácidos da região 164 e 165 da alça V2 da gp120, e estes vírus

eram capazes de infectar macrófagos alveolares do macaco, fato que não ocorria com

os vírus isolados da fase de replicação em linfócitos T (Igarashi et al., 2003).

Analisados em conjunto, os resultados obtidos por Igarashi et al. sugerem uma grande

produção viral por macrófagos in vivo, e que os vírus da fase MØ apresentam maior

infectividade para macrófagos quando comparados aos vírus inoculados no animal.

Apesar de não ocorrer expressiva alteração de receptores envolvidos em migração de

macrófagos durante a infecção in vitro pelo HIV-1, Westhorpe e colaboradores

reportaram uma redução na emigração trans-endotelial (do tecido para o sangue) de

macrófagos infectados in vitro com o vírus por sete dias, ao passo que a migração de

monócitos não infectados permanecia inalterada nos dois sentidos (tanto a imigração

quanto a emigração), o que sugere que monócitos infectados podem entrar no tecido,

diferenciar-se em macrófagos e ficar retidos no ambiente, servindo de reservatórios e

aumentando a propagação do vírus em células vizinhas (Westhorpe et  al., 2009). Em

2001, Ruibal-Ares e colaboradores obtiveram PBMCs de pacientes em diferentes

estágios clínicos da infecção pelo HIV-1, e analisaram a produção de HIV-1 por

linfócitos e macrófagos ex vivo (Ruibal-Ares et al., 2001). Após o cultivo destes PBMCs

em placas de cultura, os autores observaram que a maior parte da produção de HIV-1

(mensurada por p24 intracelular ou no sobrenadante) provinha de macrófagos,
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principalmente quando a detecção do HIV-1 no sobrenadante era tardia (após 15 dias

em cultura). Os autores também verificaram que somente os macrófagos estavam

replicando o HIV-1 em 44% dos pacientes, sendo que a percentagem de macrófagos

produtores de HIV-1 (CD64+/p24+) variava de 55 a 70%, o que indica que grande

parcela de macrófagos é capaz de replicar o HIV-1 em culturas ex vivo de PBMCs de

paciente positivo para o HIV-1 (Ruibal-Ares et al., 2001). Devido à dificuldade em se

obter macrófagos isolados de tecidos humanos, os estudos envolvendo infecções

destas células com HIV-1 são, em sua maior parte, realizados in vitro utilizando-se

Macrófagos Derivados de Monócitos do sangue periférico (MDM). Estes modelos com

MDM in vitro permitem dissecar peculiaridades morfológicas e funcionais da infecção

produtiva e latente do HIV nesta população celular.

A infecção de macrófagos humanos ocorre por vírus R5, embora existam

raríssimos artigos relatando a infecção por vírus X4 ou mesmo a infecção de

macrófagos em indivíduos cujas células não expressam CCR5 na superfície (ccr5Δ32)

(Mikulak et al., 2009; Samson et al., 1996; Verani et al., 1998). Embora a infecção de

monócitos CD16+ circulante já tenha sido relatada in vivo, estas células apresentam

características fenotípicas e funcionais semelhantes a macrófagos tissulares, o que

sugere um estágio mais avançado na diferenciação destas células (Crowe et al., 2003).

Por exemplo, mais de 85% dos monócitos circulantes apresentam baixíssima

expressão de CCR5 e elevada presença de CD14, ao passo que monócitos CD16+ (5-

15% da população de monócitos periféricos) caracterizam-se por possuir altas

percentagens da molécula membranar CCR5 (Crowe et al., 2003). Durante o processo

de diferenciação de monócitos para macrófagos in vitro, a expressão de CD16 aumenta

acompanhando a expressão de CCR5, enquanto ocorre redução da expressão de

CD14 (Crowe et al., 2003). Embora a percentagem de monócitos circulantes CD16+

seja maior em pacientes portadores do HIV-1 quando comparados a indivíduos

normais, esta subpopulação encontra-se pouco infectada (<1%) in vivo (Crowe et al.,

2003; McElrath et al., 1989). A migração de monócitos infectados para outros tecidos

(e.g. cérebro) parece influenciar a distribuição corpórea do vírion (Crowe et al., 2003;

Kim et al., 2003). Quando cultivados in vitro, a replicação do HIV-1 em macrófagos

pode ser modulada por diversos fatores endógenos e exógenos: Interleucina  -1b, IL-6,
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IL-8, IL-10, IL-12, Fator de Necrose de Tumor (TNF)-a, Fator estimulante de Colônias

de Macrófagos (M-CSF) e Prostaglandina E2 (PGE2) estimulam a replicação viral, ao

passo que Lipopolissacarídeo bacteriano (LPS), IL-27, Interferon (IFN)-a, IFN-b, inibem

a produção (Alfano et al., 2008; Kedzierska & Crowe, 2001).

Células que suportam infecção e replicação produtiva do HIV-1 (como

macrófagos e linfócitos T CD4+ ativados) contêm baixos níveis de APOBEC3G

intracelular, e a proteína Vif do HIV-1 é capaz de ubiquitinar estas baixas

concentrações de APOBEC3G, direcionando-o para degradação pelos proteassomas

celulares (Chiu & Greene, 2008). O APOBEC3G pode ser modulado por diversas

citocinas e vários estudos que utilizam silenciamento gênico específico para esta

enzima (com o uso de RNA de interferência) comprovam a importância deste fator na

restrição do crescimento viral. O APOBEC3G quando em altas concentrações

citoplasmáticas, ou na ausência de Vif, se incorpora à partícula viral e causa

hipermutação somática no genoma do HIV-1 (troca de Guanosina por Adenosina)

durante o processo de transcrição reversa, reduzindo a capacidade de integrar-se no

genoma da célula ou, no caso da integração ocorrer, a produção viral é menor e os

vírus produzidos possuem menor infectividade (Chiu & Greene, 2008). O mecanismo

de ação mais conhecido do APOBEC3G na restrição do HIV-1 é através de sua

atividade enzimática (ligação da fita do RNA e deaminação da citidina, levando à

formação de Uracila), porém sabe-se que esta proteína também pode funcionar quando

a atividade enzimática é perdida, provavelmente pelo fato da proteína ligar-se com alta

afinidade ao RNA e, conseqüentemente, dificultar a ação da Transcriptase Reversa do

HIV-1 (Chiu & Greene, 2008). Em macrófagos há baixíssima expressão do

APOBEC3G, sendo que grande parte desta enzima está sob a forma do complexo

inativo (HMM) (Chiu et al., 2005; Peng et al., 2007). Já em monócitos, os quais não

produzem partículas de HIV-1, podemos detectar a proteína APOBEC3G e o complexo

ativo da enzima (LMM) (Chiu et al., 2005; Peng et al., 2007).

As etapas de infecção dos macrófagos são semelhantes às dos linfócitos T

CD4+. Em macrófagos infectados com HIV-1 in vitro, a intensidade da produção de

partículas virais varia entre culturas celulares de diferentes indivíduos (Bol et al., 2009;
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Eisert et al., 2001; Fouchier et al., 1994; Naif et al., 1999). Recentemente, Bol e

colaboradores  compararam a produção viral entre macrófagos de 429 indivíduos

infectados in vitro, e reportaram que a produção de HIV-1 por estas células variava em

até três unidades logarítmicas em valores de p24 normalizados (Bol et al.,  2009).  A

intensidade da replicação do HIV-1 parece ser uma característica genética de cada

doador, e Bol e colaboradores observaram que este fato parece não estar envolvido

com a entrada do HIV-1 na célula, pois continua ocorrendo variação na replicação do

vírus mesmo quando a sua gp120 é substituída pela glicoproteína do vírus da

estomatite vesicular (chamado de HIV-1 pseudotipado com o envelope do VSV; este

vírus entra na célula por endocitose e independe de CD4 e CCR5) (Bol et al., 2009;

Loeuillet et al., 2008; Naif et al., 1999). Neste aspecto, cabe ressaltar que a produção

de partículas virais também é heterogênea entre linfócitos T CD4+ ativados de

diferentes doadores, o que nos obriga a normalizar os valores de p24 (Al-Jabri et al.,

2008; Ciuffi et al., 2004). Porém existe uma diferença concernente à formação do HIV-1

entre linfócitos e macrófagos. Em linfócitos T CD4+ ativados, a organização das

proteínas virais ocorre perto da membrana plasmática, são empacotadas em um pré-

capsídeo e as partículas imaturas brotam da membrana plasmática num processo

chamado brotamento plasmalemal (Adamson & Freed, 2007). Nestes casos, o

amadurecimento completo da partícula viral ocorre extracelularmente, quando o

capsídeo viral é completamente formado por ação das proteases virais (Adamson &

Freed, 2007). Contrariamente aos linfócitos T CD4+, em macrófagos as partículas já

maduras do HIV-1 acumulam-se em vacúolos citoplasmáticos chamadas de

endossomas tardios/corpos multivesiculares (LEs/MVBs) cuja origem parece ser do

retículo endoplasmático (Carter & Ehrlich, 2008). Estes LEs/MVBs podem trafegar até a

superfície celular, fusionar-se com a membrana plasmática e liberar o conteúdo no

exterior celular, em uma via denominada exossomal (Carter & Ehrlich, 2008). Por esta

razão, a expressão de proteínas no HIV-1 difere entre vírus produzidos por macrófagos

e os produzidos por linfócitos T CD4+. Através de uma análise proteômica e bioquímica,

Chertova et al. identificaram 253 proteínas celulares que estavam presentes no HIV-1

produzido por macrófagos, sendo que muitas destas proteínas são tipicamente

encontradas em retículo ou fazendo parte do complexo de transporte de vesículas,
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como Antígeno Leucocitário Humano (HLA) classe II, CD9, CD53, CD81, CD82,

Anexina 2, Proteína Vacuolar de Separação (VPS) 28, Vps29, Vps35 e CD63 (Chertova

et al., 2006). Várias das proteínas observadas nos vírus originados de macrófagos não

estão presentes nos vírus originados de linfócitos (Carter & Ehrlich, 2008; Chertova et

al., 2006). Recentemente foi sugerido que estas vesículas não são endossomais, e sim

um domínio seqüestrado da membrana plasmática. Deneka e colaboradores (2007)

observaram que o HIV-1 é acumulado em compartimentos internos contendo

membranas, porém este compartimento foi marcado com um corante incapaz de

atravessar membrana, o que sugere que este compartimento está ligado ou foi

originado da membrana plasmática (Deneka et al., 2007). Considerando-se que

resultados semelhantes também foram descritos por outro grupo (Welsch et al., 2007),

nós podemos concluir que novos estudos ainda são necessários para elucidar se o

HIV-1 brota da membrana plasmática em macrófagos ou se brota já no interior do

endossoma. O fato é que o HIV-1 em macrófagos pode ser sempre visualizado em

vesículas intracelulares cercadas de membrana. Como macrófagos e células

dendríticas são capazes de transferir diretamente o HIV-1 a um outro macrófago ou

mesmo a um linfócito T CD4+ através da exocitose de vírions infectivos, vários autores

formularam o conceito de Cavalo de Tróia para a transmissão do HIV-1 entre células

(Cavrois et al., 2008; Gousset et al., 2008). Este conceito baseia-se no fato dos

macrófagos (ou mesmo células dendríticas) “esconderem” o HIV-1 no interior da célula,

e quando a interação com as células T CD4+ ocorre, o vírus “emerge” do interior celular

diretamente para a superfície do linfócito-alvo.
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Figura 4: Replicação do HIV em Macrófagos. A infecção dos macrófagos pelo HIV ocorre de maneira semelhante à infecção de
linfócitos T CD4+. Porém, durante a produção do HIV, partículas virais maduras acumulam-se em vesículas intracelulares,
denominadas corpúsculos Multivesiculares (MVB). Os MVBs não são observados na infecção de linfócitos por HIV e parecem ser
característicos de infecção de macrófagos. Adaptado de Stevenson (Stevenson, 2003)

A co-infecção HIV-1/Leishmania

Devido ao comprometimento do sistema imune e a um progresso clínico crônico

da infecção, indivíduos portadores do HIV-1 podem ser acometidos por infecções com

uma pletora de microorganismos oportunistas ou não, particularmente em regiões

tropicais do planeta, onde a variedade de patógenos é maior (Karp & Neva, 1999).

Dentre estes patógenos, a co-infecção com Leishmania vem atingindo relevância

devido à grande incidência de casos, sendo recentemente classificada como a segunda

co-infecção HIV/protozoários com maior ocorrência no mundo (Karp & Auwaerter,

2007b). A sobreposição de áreas endêmicas para Leishmania e HIV tem aumentado

principalmente devido à migração de indivíduos infectados pelo HIV para regiões com

elevada incidência de Leishmania, e também pela urbanização da leishmaniose
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(Desjeux, 2001). Em 1998, um estudo conduzido por Kubar e colaboradores indicou

que aproximadamente 10% dos indivíduos portadores do HIV-1 contêm infecções

assintomáticas por Leishmania em uma área epidêmica no sul da França (Kubar et al.,

1998). Infelizmente, a freqüência desta co-infecção ainda é subestimada devido à

escassez de notificações clínicas para os órgãos responsáveis pela vigilância (Cruz et

al., 2006). De acordo com notificações oficiais, em 2006 estimou-se a existência de 465

casos no Brasil (incluindo as cutâneas e viscerais), centenas na África (em particular

Etiópia, Kenia, Uganda, Somália, Burquina Faso e Sudão) e na Ásia, enquanto na

Europa já foram descritos casos clínicos em países Mediterrâneos, como Portugal (257

casos), Espanha (1229 casos), França (347 casos), assim como relatos esporádicos na

Grécia, Reino Unido, Suíça e Alemanha (Alvar et al., 2008).

A leishmaniose é um espectro de doenças causadas pela infecção de um

hospedeiro vertebrado por protozoários do gênero Leishmania, pertencentes à família

Trypanossomatidae (Chappuis et al., 2007; Desjeux, 2004; Liese et al., 2008). No ciclo

natural da doença, este patógeno somente é transmitido se dípteros pertencentes à

subfamília Phlebotominae estiverem infectados com o protozoário e forem capaz de

picar um hospedeiro vertebrado (Chappuis et  al., 2007; Desjeux, 2004). Existem

aproximadamente 30 espécies já identificadas como vetores no Novo e Velho Mundo,

sendo as do gênero Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo

(Chappuis et al., 2007; Desjeux, 2004). No interior do hospedeiro vertebrado, o

protozoário replica-se obrigatoriamente no interior dos macrófagos, sob a forma

amastigota (Chappuis et al., 2007; Desjeux, 2004; Liese et al., 2008). À medida que as

formas amastigotas vão multiplicando-se intracelularmente, os macrófagos rompem-se

e liberam parasitos, os quais serão fagocitados por macrófagos vizinhos (Chappuis et

al., 2007). A leishmaniose foi reconhecida pela Organização Mundial da Saúde (OMS)

como sendo uma das mais importantes doenças negligenciadas em países tropicais,

com mais de 12 milhões de pessoas infectadas com este protozoário, dois milhões de

novos casos reportados a cada ano, e 350 milhões de pessoas vivendo em áreas de

transmissão ativa do protozoário (Alvar et al., 2008; WHO, 2007). Embora não usual em

pacientes imunocompetentes, a ocorrência da forma amastigota no sangue periférico já
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foi relatada em diversos casos de co-infecção HIV/Leishmania na Europa, onde a maior

incidência desta co-infecção ocorre entre usuários de drogas injetáveis que

compartilham seringas (Cruz et al., 2006). Além disso, amastigotas já foram

encontrados no interior de agulhas oriundas de seringas compartilhadas por usuários

de drogas injetáveis, sugerindo uma via de transmissão entre indivíduos, a qual

também é chamada de antroponótica  (Cruz et al., 2002). Também cabe mencionar que

Molina e colaboradores (2003) relataram que havia maior transmissão de protozoários

para o flebótomo vetor quando estes dípteros eram expostos ao sangue de pacientes

co-infectados por HIV-1 e L. infantum (Molina et al., 2003). Mais de 25 espécies de

Leishmania são capazes de provocar doenças em seres humanos, e as principais

formas clínicas da leishmaniose (cutânea, muco-cutânea, visceral e difusa) dependem

basicamente da espécie do parasito envolvida na infecção, uma vez que existem

diferenças em relação ao tropismo tissular entre as espécies do protozoário (Chappuis

et al., 2007; Desjeux, 2004; Liese et  al., 2008). A quantidade de óbitos por

leishmaniose visceral atinge cerca de 59.000 por ano, um valor que só é ultrapassado

pela malaria (Chappuis et al., 2007). Enquanto na Europa a forma viscerotrópica

predomina sobre as demais em casos de co-infecção HIV/Leishmania,  no  Brasil  já

foram descritas todas as quatro formas clínicas da leishmaniose associadas ao HIV-1,

provavelmente devido à elevada ocorrência de diferentes espécies de Leishmania e de

seus respectivos flebotomíneos vetores em diversas áreas do nosso território (Alvar et

al., 2008; Cruz et al., 2006). Nos dias atuais, o uso da terapia anti-retroviral combinada

(HAART) alterou drasticamente o curso clínico da infecção pelo HIV e,

conseqüentemente, diminuiu a susceptibilidade à patógenos oportunistas. Entretanto,

vários enigmas envolvendo este tipo de co-infecção permanecem por ser elucidados, e

a interação entre estes dois patógenos no interior do organismo, ou mesmo no interior

da mesma célula (macrófago), merece investigações minuciosas.

O primeiro caso de co-infecção HIV/Leishmania foi reportado em 1985 por um

grupo espanhol (de la Loma et al., 1985). Até o momento, análises moleculares de iso-

enzimas revelaram 1037 cepas de Leishmania em pacientes co-infectados, sendo que

destas, 695 isolados foram caracterizados como sendo da espécie visceralizante
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Leishmania infantum, principalmente oriundos de pacientes da Espanha, França, Itália

e Portugal (Alvar et al., 2008). Na Europa, o maior número de casos desta co-infecção

foi detectado na Espanha e pode estar relacionado à reativação da leishmaniose em

um organismo previamente infectado por este tripanossomatídeo (Alvar et al., 2008).

Por exemplo, investigações moleculares em pacientes espanhóis co-infectados com a

forma visceralizante da Leishmania apontam para uma grande ocorrência de recidivas

da infecção (aproximadamente 90% dos casos), sugerindo que a infecção pelo HIV

promove a replicação acentuada da Leishmania que já infectava o indivíduo (Alvar et

al., 2008). A recidiva deve-se ao fato deste protozoário persistir em determinados sítios

do organismo hospedeiro, mesmo após o tratamento adequado e diagnóstico clínico de

cura (Bogdan, 2008). Entretanto, num modelo matemático simplificado onde eram

inseridos casos clínicos de co-infecção HIV-1/Leishmania reportados na Sicília (Itália),

a hipótese de novas infecções pelo protozoário Leishmania prevalecia sobre a hipótese

da recidiva de infecções latentes deste tripanossomatídeo (Molina et al., 2003). Além

das reativações da infecção por Leishmania, pacientes co-infectados por espécies

viscerotrópicas apresentam manifestações clínicas não usuais, como ulcerações

disseminadas ou ulcerações cutâneas e muco-cutâneas (Alvar et al., 2008). Cabe

ressaltar que o tratamento de indivídos portadores de HIV-1 com a terapia anti-

retroviral combinada (HAART) promoveu uma drástica redução da epidemia de

leismaniose entre os indivíduos infectados com o HIV-1, pois a manutenção do número

de células T CD4+ contribui para inibir o crescimento do protozoário (Cruz et al., 2006;

Lopez-Velez et al., 2001). Porém, o diagnóstico de casos desta co-infecção ainda

permanece difícil porque algumas manifestações clínicas classicamente associadas à

leishmaniose não estão sempre presentes (Deniau et al., 2003). Por exemplo,

esplenomegalia, associada à leishmaniose visceral, é menos freqüente em pacientes

co-infectados, e 50% destes pacientes normalmente apresentam outras infecções

oportunistas, com sintomatologia semelhante à leishmaniose (Deniau et al., 2003;

Pintado et al., 2001). Os exames utilizados para o diagnóstico parasitológico da co-

infecção ainda são os rotineiros, como análise microscópica do aspirado da medula

óssea nos casos de suspeita de co-infecção; análise sorológica; detecção de antígenos

de Leishmania na urina; além de técnicas moleculares como as baseadas em Reação
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em Cadeia da Polimerase (PCR) (Alvar et al., 2008; Deniau et al., 2003; Piarroux et al.,

1994; Pintado & Lopez-Velez, 2001). As manifestações clínicas da co-infecção variam

de acordo com a espécie de Leishmania envolvida, mas, em geral, caracterizam-se por

febre, perda de peso, hepato-esplenomegalia e pancitopenia (Pintado & Lopez-Velez,

2001). A terapia contra a Leishmania é baseada em antimoniais pentavalentes,

fungicidas e antibióticos, mas tanto as formas cutâneas quanto as viscerais são mais

difíceis de serem tratadas nos pacientes co-infectados por HIV/Leishmania (Alvar et al.,

2008; Pintado & Lopez-Velez, 2001). Além disso, Mira e colaboradores (2004)

relataram uma elevada freqüência de recidivas da leishmaniose em indivíduos co-

infectados recebendo HAART (Mira et  al., 2004). Uma revisão detalhada de casos

clínicos desta co-infecção sugere que os tratamentos terapêuticos para leishmaniose

freqüentemente apresentam falhas nos pacientes co-infectados pelo HIV-1 e

Leishmania (Laguna, 2003). Em conjunto, os resultados sugerem que a presença do

HIV e/ou a imunossupressão decorrente da infecção viral pode reativar a replicação de

Leishmanias latentes em indivíduos co-infectados, promovendo um crescimento não

controlado do protozoário com subseqüente disseminação pelo organismo.

Análises da viremia em pacientes com HIV sugerem uma maior quantidade de

partículas virais em pacientes co-infectados por HIV e Leishmania, quando comparados

a pacientes infectados somente pelo HIV (Olivier et  al., 2003; Preiser et al.,  1996).  O

aumento na viremia pode ser conseqüência da ativação imunológica crônica

desencadeada pela presença de ambos os patógenos. Por exemplo, na infecção por

HIV-1 é possível verificar um aumento de marcadores de ativação em linfócitos T CD4+,

T CD8+ e linfócitos B, assim como a presença no plasma e no linfonodo das citocinas

IL-2, IL-6 e IL-1b, e das quimiocinas MIP-1a, MIP-1b e RANTES (Appay & Sauce,

2008). A infecção por Leishmania também é capaz de induzir uma ativação do sistema

imunológico, e pacientes infectados somente com este protozoário apresentam níveis

séricos elevados de IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15 e TNF-a (Nylen & Sacks, 2007).

Curiosamente, na co-infecção com HIV/Leishmania infantum podemos constatar níveis

séricos reduzidos da citocina IL-10, e níveis séricos aumentados da citocina interferon

(IFN)-g, sugerindo um desequilíbrio na polarização Th1/Th2. A influência do padrão



Introdução

33

Th1/Th2 no crescimento do HIV-1 in vivo ainda é controversa, mas a predominância de

um destes subtipos de T CD4+ é fundamental para o desfecho da leishmaniose: a

polarização da resposta para linfócitos CD4+ Th1 confere resistência contra este

tripanossomatídeo em indivíduos imunocompetentes, enquanto que a predominância

de Th2 normalmente está associada à susceptibilidade e desenvolvimento da doença.

Neste aspecto, células Th1 desempenham papel leishmanicida principalmente pela

síntese de IFN-g/TNF-a, ao passo que a resposta Th2 favorece a Leishmania pela

síntese de IL-4/IL-10/IL-1b (Kidd, 2003; Saha et al., 2006). Níveis elevados da citocina

TNF-a, um potente estimulador da produção de HIV-1, também já foram observados

em soros de pacientes co-infectados por HIV/Leishmania, correlacionando-se com o

aumento da viremia no plasma destes pacientes (Olivier et al., 2003). Cabe ressaltar

que a detecção da co-infecção HIV-1/Leishmania é mais freqüente na fase de

imunossupressão, quando a contagem de linfócitos T CD4+ é baixa (Alvar et al., 2008).

É coerente especular que a morte destas células em decorrência da infecção pelo HIV-

1 contribua para a replicação da Leishmania, uma vez que o linfócito T CD4+ é um

importante maestro na orquestra da resposta imune contra este tripanossomatídeo.

Como tanto o HIV quanto a Leishmania infectam as mesmas células (os

macrófagos), os estudos in vitro de interação entre os patógenos são muito atraentes.

Conforme anteriormente mencionado, durante o progresso da infecção pelo HIV-1, a

percentagem de macrófagos não é alterada, contrariamente ao que ocorre com a

percentagem de linfócitos T CD4+, e diversos estudos sugerem que macrófagos podem

servir como reservatórios virais (Brown et al., 2006; Verani et al., 2005). Quando

culturas de macrófagos são co-infectadas in vitro, podemos observar aumento na

replicação tanto do HIV-1 quanto da Leishmania, um fenômeno semelhante ao que

constatamos in vivo (Alvar et al., 2008; Zhao et al., 2006). A modulação do crescimento

da Leishmania pode ser explicada pela inibição de citocinas com potencial

leishmanicida (produzidas por Th1) ou pela indução de citocinas promotoras da

replicação do protozoário (produzidas por Th2). Por exemplo, Wolday e colaboradores

descreveram que a adição de HIV e Leishmania às culturas de PBMCs resulta em uma

menor produção de IFN-g (padrão Th1) quando comparada à produção pelas células
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estimuladas somente com Leishmania ou somente com mitógeno (Wolday et al., 2000).

Além disso, a análise da produção de citocinas ex vivo por PBMCs, oriundos de

pacientes co-infectados, revelou maiores níveis de IL-4 e IL-10 (padrão Th2) (Nigro et

al., 1999). Uma vez que a infecção pelo HIV induz uma maciça morte de linfócitos T

CD4+ por apoptose, é provável que o reconhecimento destas células apoptóticas por

macrófagos também atue no aumento da replicação da Leishmania e do HIV-1. De

fato, a exposição de macrófagos a células apoptóticas contribui para o aumento da

replicação do protozoário e do vírus (Afonso et al., 2008; Lima et al., 2002).

Nos modelos in vitro, a replicação de ambos os patógenos parece ser

dependente da produção de fatores solúveis liberados pelos macrófagos. Assim como

para Leishmania, o crescimento do HIV-1 também pode ser alterado por citocinas

presentes no ambiente onde o vírus está sendo produzido. Dentre os clássicos

mediadores solúveis que favorecem a produção do vírus por células infectadas in vitro

podemos destacar IL-1b, IL-7, TNF-a, IFN-g, ao passo que IFN-a, IFN-b, IL-23 e IL-27

estão associadas à redução viral (Alfano et al., 2008). Na presença do HIV-1,

macrófagos primários infectados por Leishmania infantum produzem maior quantidade

de TNF-a, IL-1a e IL-6, e o bloqueio das citocina IL-1a e IL-6 resulta em menor

produção de HIV-1 pelos macrófagos co-infectados, sugerindo uma participação direta

das citocinas na modulação da replicação do HIV-1, provavelmente via indução da

transcrição viral (Zhao et al., 2004). Outro fator que pode contribuir para a replicação

viral, também através da indução de mediadores solúveis, é a molécula

Lipofosfoglicana (LPG) oriunda de promastigotas de Leishmania.  Bernier  e

colaboradores demonstraram que a adição de LPG de L. donovani, ou do componente

intramembrana do LPG (core-PI), é capaz de aumentar a replicação de HIV-1 em

linhagens de monócitos e em linfócitos T CD4+ via um processo dependente da

translocação de NF-kB para o núcleo (Bernier et al., 1995; Bernier et al., 1998).

Curiosamente, se macrófagos forem expostos à molécula LPG ou à Leishmania

infantum antes da infecção com HIV-1, a entrada do vírus na célula é reduzida e o

aumento da replicação do vírus só é observado a partir do sexto dia de co-infecção,

embora os autores deste estudo não tenham testado o efeito do LPG em células já
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infectadas, conforme o estudo de Bernier e colaboradores (Garg et al.,  2008).  A

fisiologia de células dendríticas (DC) também parece ser influenciada pela Leishmania

e HIV-1: amastigotas de Leishmania podem se ligar a moléculas membranares DC-

SIGN, as quais também podem ser utilizadas na captura do HIV-1 por células

dendríticas (Zhao et al., 2005). Células dendríticas transferem HIV-1 para linfócitos T

CD4+ durante o processo de apresentação antigênica e, a ligação das moléculas DC-

SIGN pelos amastigotas pode interferir na captura de partículas virais e,

conseqüentemente, reduzir a transferência do HIV-1 para linfócitos T CD4+ (Garg et al.,

2007; Wu & KewalRamani, 2006). Levando-se em consideração que as DCs são

fundamentais para a ativação de linfócitos T e muito importantes na patogênese da

infecção pelo HIV-1 e pela Leishmania, a perturbação das atividades deste tipo celular

pode alterar a resposta efetora a ambos os patógenos.

A Co-Infecção HIV/Protozoários monoxênicos

Quando o indivíduo HIV-1-positivo progride para o quadro de imunossupressão,

a infecção com microorganismos não patogênicos pode ocorrer devido à dificuldade

que estes pacientes apresentam no controle do crescimento destes microorganismos

oportunistas (Karp & Auwaerter, 2007a; Karp & Auwaerter, 2007b). Dentres estes

microorganismos oportunistas podemos encontrar infecções com tripanossomatídeos

inferiores, também denominados monoxênicos ou monogenéticos (Chicharro & Alvar,

2003). Os tripanossomatídeos monoxênicos, também chamados de inferiores,

caracterizam-se por possuir todo o seu ciclo de vida em um único hospedeiro

invertebrado (normalmente insetos e aracnídeos), e pertencem a esta categoria os

gêneros Blastocrithidia, Crithidia, Herpetomonas e Leptomonas (Chicharro & Alvar,

2003). A presença de Leptomonas, Herpetomonas e, possivelmente, Crithidia, já foi

relatada em pacientes imunossuprimidos em decorrência da infecção pelo HIV-1,

porém ainda não está claro como a infecção com estes protozoários pode ter ocorrido.

Os dixênicos ou digenéticos possuem um ciclo de vida alternado entre dois
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hospedeiros (normalmente em um vertebrado e em um invertebrado), e os melhores

exemplos são os gêneros Leishmania e Trypanosoma (Chicharro & Alvar, 2003).

Um fato marcante, concernente a este tipo de co-infecção com monoxênicos,

tange à identificação de qual espécie está envolvida nos pacientes com AIDS. A

identificação é complicada e normalmente não se consegue chegar à espécie. Isto

ocorre pois os testes baseiam-se em exclusão de alguns gêneros de protozoários que

poderiam estar envolvidos. Por exemplo, Dedet et al. (1995) reportaram um caso de um

paciente da Martinica infectado pelo HIV que apresentava ulcerações cutâneas

características de infecção por tripanossomatídeo, porém a análise iso-enzimática só

pôde descartar as infecções por Leishmania, Trypanosoma e Sauroleishmania (Dedet

et al., 1995). Neste caso, a aparência microscópica revelou ser um monoxênico, mas a

possibilidade de ser Crithidia ou Blastocrithidia foi descartada por não possuir cistos

flagelares, citofaringe e formas epimastigotas e coanomastigotas. Posteriormente o

mesmo grupo sugeriu tratar-se de Leptomonas ou Herpetomonas (Dedet & Pratlong,

2000). Em 2000, Boisseau-Garsaud e colaboradores causaram espanto ao reportar um

novo caso de infecção com monoxênico (também na Martinica) em pacientes

portadores de HIV porém não imunocomprometidos (Boisseau-Garsaud et al., 2000).

Em 1996, Jiménez e colaboradores também reportaram a co-infecção HIV-

1/monoxênico em uma mulher usuária de drogas injetáveis vivendo em Madrid-

Espanha, todavia a identificação do protozoário não foi possível e os promastigotas não

eram capazes de infectar hamsters sírios ou camundongos Balb/c (Jimenez et  al.,

1996). Diversos outros casos de co-infecção entre HIV e flagelados monoxênicos, na

maioria das vezes associada a pacientes com quadro de AIDS, já foram reportados em

outras partes do Mundo, como Estados Unidos, Guiné-Bissau, Espanha e Brasil

(Chicharro & Alvar, 2003).

Ainda permanece uma incógnita como os indivíduos contraem estes

monoxênicos. Normalmente os invertebrados carreadores destes protozoários

infectam-se ao ingerirem parasitos excretados nas fezes de outros invertebrados

(Chicharro & Alvar, 2003). Um caso de co-infecção contendo monoxênico que pode
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habitar glândula salivar de pulgas já foi relatado aqui no Brasil em um paciente com

AIDS (Pacheco et al., 1998). Em outra investigação, Jiménez também relatou que uma

espécie de monoxênico não identificada pode habitar o intestino de Rhodnius prolixus

(Jimenez et  al., 1996). Estas observações podem reforçar a hipótese de infecção

através da picada de pulga canina e triatomíneo em pacientes imunocomprometidos.

Em laboratório é possível colonizar o trato digestivo de Aedes aegypti (vetor da Dengue

e Febre Amarela) por 38 dias com Blastocrithidia culicis, o que pode sugerir uma

possível via de transmissão por meio da picada deste mosquito infectado (Correa-da-

Silva et al., 2006). Em pacientes imunossuprimidos, Dedet também especula sobre

uma possível infecção através de inalação acidental de inseto parasitado por

tripanossomatídeo monoxênico, ou mesmo através de inoculação transcutânea (Dedet,

1996).

O inóculo de dois gêneros de monoxênicos (ou monogenéticos), extraídos de

indivíduos imunocompetentes e pacientes infectados com HIV, em camundongos

BALB/c demonstrou que esses protozoários podem adaptar-se a um mamífero (Garin

et al., 2001). Nos primeiros dias pós-injeção, o camundongo elimina uma grande

percentagem de protozoários, mas após 100 dias é possível verificar ocorrência dos

tripanossomatídeos no baço e linfonodos. Os monoxênicos isolados de indivíduos

imunocompetentes demonstraram menor capacidade de crescer no interior dos

camundongos, mas ambas as cepas de tripanossomatídeos foram capazes de infectar

macrófagos murinos in vitro. Porém os animais inoculados não apresentaram sinais

clínicos de infecção por protozoário, assim como nenhuma lesão tecidual, sugerindo

que estes hospedeiros vertebrados foram capazes de tolerar a presença do patógeno

(Garin et al., 2001). Porém deve-se enfatizar que a quantidade de parasitos (107)

injetados nestes animais pode ser considerada bem elevada se compararmos à

quantidade utilizada para estabelecer infecção com outros tripanossomatídeos

patogênicos, como Leishmania e Trypanosoma. Outro relato clínico também sugere

uma possível infecção de mamíferos com protozoários inferiores: tripanossomatídeo

monoxênico foi encontrado em um rato e em um cachorro no Egito (Morsy et al., 1988).

Baseados nestas evidências sobre a possível infecção de vertebrados com
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monoxênicos, Pacheco e colaboradores reportaram não ser possível infectar hamsters

com monoxênico extraído de paciente infectado com HIV, o que demonstrou a baixa

virulência do protozoário isolado (Pacheco et al., 1998). In vitro já foi possível infectar

fibroblastos dérmicos de murino com Crithidia deanei e Herpetomonas roitmani (Santos

et al., 2004). Entretanto sabe-se que fibroblastos de camundongo possuem atividade

microbicida reduzida e são capazes de permitir a sobrevivência intracelular de

Leishmania major in vivo e in vitro (Bogdan et  al., 2000). Não obstante a estes fatos,

cabe enfatizar que os estudos acima mencionados foram realizados com uma cepa de

camundongo (cepa BALB/c) a qual é altamente suscetível às infecções com vários

tipos de protozoários dixênicos, dentre os quais Leishmania (Gumy et  al.,  2004).  O

estabelecimento, ou não, de uma infecção oportunista (como a infecção por

monoxênico) ocorre em função do status imunológico do paciente, aliado ao grau de

ativação/permissividade da célula hospedeira do parasito.

A Blastocrithidia culicis (ordem Kinetoplastida; família Trypanosomatidae) é um

tripanossomatídeo de inseto que contém uma bactéria endossimbiôntica em seu

citoplasma (Chang, 1974). O protozoário Blastocrithidia culicis foi inicialmente isolado

de intestino de Triatomona infestans e descrito como um protozoário contendo uma

entidade auto-reprodutora denominada de diplossoma (mais tarde verificou-se que os

diplossomas eram os endossimbiontes) (Novey et  al., 1907). Nos últimos anos, os

endossimbiontes intracelulares de alguns tripanossomatídeos despertaram atenção

devido à sua relevância na origem de mitocôndrias e cloroplastos (Gray, 1988). A

Blastocrithidia culicis possui apenas uma bactéria endossimbiôntica por protozoário e a

eliminação do endossimbionte (referido como Blastocrithidia curada) compromete

significativamente o crescimento destes protozoários. Por exemplo, B. culicis normais

crescem normalmente em certos meios de cultura com baixos nutrientes, ao passo que

as cepas curadas com Cloranfenicol tornam-se nutricionalmente exigentes e param de

crescer nestes mesmos meios (Chang & Trager, 1974). Além disso, cepas normais não

necessitam da adição de ornitina, arginina e citrulina no meio de cultura, pois os

endossimbiontes possuem enzimas capazes de formar esses aminoácidos através da

inter-conversão de outros aminoácidos (Camargo & Freymuller, 1977). Em suma, as
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bactérias endossimbiônticas são fundamentais para o protozoário portador, pois estas

fornecem fatores de crescimento, como, por exemplo, heme, purinas, aminoácidos e

vitaminas (Menezes & Roitmanz, 1991). No caso da B. culicis, a bactéria

endossimbiôntica foi denominada Kinetoplastibacterium blastocrithidi e divide-se

sincronicamente com os protozoários (de Souza & Motta, 1999). O endossimbionte

está localizado perto do núcleo da Blastocrithidia e seu tamanho é de

aproximadamente 1,3-2,3 mm (de Souza & Motta, 1999). Como toda relação

simbiôntica, a bactéria intracelular também se favorece do metabolismo do protozoário

hospedeiro. Em Crithidia, análises citoquímicas sugerem que o endossimbionte contém

uma cadeia respiratória inativa, porém pode utilizar o ATP gerado na mitocôndria do

hospedeiro para a sua própria sobrevivência (Motta et al., 1997).

A Proteína Trans-ativadora do HIV e seus efeitos biológicos

A produção de transcritos do HIV-1 parece ser altamente dependente de sua

proteína trans-ativadora viral (Tat). Este fato pôde ser claramente ilustrado quando foi

observado que vírions defectivos de Tat, ou com a expressão de Tat altamente

controlada, tinham uma replicação deficiente em células infectadas, possuindo apenas

poucos transcritos produzidos (Jones & Peterlin, 1994; Kiselyeva et al., 2004; Verhoef

et al., 2001). A proteína Tat do HIV-1 é pequena (101 aminoácidos), codificada por dois

exons, imunogênica e conservada entre os grupos M do HIV-1 (Ensoli et  al., 2006;

Jeang et al., 1999). Usualmente a proteína Tat utilizada em experimentos contém 86

aminoácidos, e acredita-se que esta isoforma truncada tenha se originado de

sucessivas passagens do HIV-1 em cultura (Neuveut & Jeang, 1996). O resíduo do

aminoácido 87 ao 101 existe em HIV-1 replicando in vivo, porém a proteína truncada

(Tat com 86 aminoácidos) não altera a replicação do HIV-1 ex vivo e parece não

modificar nenhuma outra propriedades do Tat (Jeang et al., 1999). A imunogenicidade

natural do Tat pôde ser indiretamente comprovada através da detecção de anticorpos

contra Tat em pacientes HIV-1+ e assintomáticos (Ensoli et al., 2006).
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Sabe-se que a transcrição dos genes do HIV-1 pode iniciar-se na ausência de

Tat, porém esta proteína é fundamental na elongação da transcrição (Jones & Peterlin,

1994). A região long terminal repeat (LTR) do HIV-1 contém seqüências promotoras e

enhancers onde se ligam vários fatores de transcrição intracelulares (Peterlin & Trono,

2003). O promotor do HIV-1 encontra-se em uma região anterior do início da

transcrição (Inr) e apresenta um sítio chamado TATA box, o qual possui três motivos de

ligação ao SP1. Já nos enhancers podemos encontrar sítios capazes de interagir com o

Fator Nuclear kB (NF-kB),  com o  Fator  Nuclear  de  células  T  Ativadas  (NFAT)  e  com

AP1 (Jones & Peterlin, 1994). A transcrição de provírus do HIV-1 é caracterizada por

uma fase precoce (independente de Tat) e por uma fase tardia (dependente de Tat).

Como toda síntese de RNA em eucariotos, a transcrição é dependente de fatores que

permitam uma maior e mais longa interação da holoenzima RNA Polimerase II com o

DNA. Uma característica importante do promotor do HIV-1 é a presença de um

elemento regulador localizado logo após o sítio de início da transcrição (Brady &

Kashanchi, 2005; Peterlin & Price, 2006). Esta região é chamada de Elemento de

Resposta à Transativação (TAR) e, quando transcrito, induz a formação de uma alça

de RNA (Brady & Kashanchi, 2005; Peterlin & Price, 2006; Strebel, 2003). Nesta alça

formada no RNA viral nascente liga-se a proteína Tat, a qual, ao interagir, altera a

conformação do TAR, o que permite uma melhor associação de outras proteínas nesta

região. Para a atividade do Tat ser completa e propiciar uma transcrição eficiente dos

genes do HIV-1, o fator positivo na elongação da transcrição  b (P-TEFb) precisa ligar-

se ao TAR presente no LTR (Peterlin & Price, 2006; Strebel, 2003). O P-TEFb é

formado por um complexo protéico contendo dois componentes: ciclina T1 (CYCT1) e

cinase dependente de ciclina 9 (CDK9) (Brady & Kashanchi, 2005; Peterlin & Price,

2006; Strebel, 2003). O Tat é que permite uma interação estável do complexo P-TEFb

com o TAR, pois a CYCT1 contém uma região que interage com o Tat, um sítio que se

liga ao TAR e a região que prende a CDK9. Quando presente nos RNAs virais

nascentes, o complexo Tat-PTEFb pode fosforilar o domínio carboxi-terminal (CTD)

através da CDK9, o que permite uma maior processividade da RNA Polimerase II

(Brady & Kashanchi, 2005; Peterlin & Price, 2006; Strebel, 2003). Esta hiper-

fosforilação também promove a desassociação do complexo negativo de elongação (N-
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TEF) e converte o complexo de iniciação da transcrição em um complexo de elongação

da transcrição (Peterlin & Price, 2006; Strebel, 2003). Contrariamente ao seu efeito

recrutador no P-TEFb, o Tat do HIV-1 não é capaz de recrutar a RNA Polimerase II,

indicando a provável razão pela qual podemos verificar início da transcrição do HIV-1

na ausência de Tat (Brady & Kashanchi, 2005; Peterlin & Price, 2006). Todo esse

processo de elongação de transcritos virais é favorecido pelo fato do Tat ser uma das

primeiras proteínas produzidas pela célula infectada. Para que exista a produção do

Tat, o RNA viral deve sofrer todos os splicings possíveis, o que tradicionalmente ocorre

em todos os RNAs eucarióticos (Peterlin & Trono, 2003). Após a formação das

proteínas Tat, estas podem retornar ao núcleo celular e auxiliar na formação de

diversos transcritos do HIV-1 (Goldstein, 1996). Como a produção de muitos transcritos

do HIV-1 depende de Tat, não se observa a produção de partículas virais por células

infectadas quando a proteína Tat está reprimida (Kiselyeva et al., 2004). O

funcionamento do Tat na elongação da transcrição do HIV-1 está representado na

figura 5.
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Figura 5: Representação resumida do mecanismo de ação do Tat na produção de mRNA do HIV-1. O início da transcrição do RNA
do HIV-1 ocorre ainda no LTR 5’. Logo após o começo da transcrição, uma alça de RNA é formada (TAR) onde podemos
encontrar sítios de interação com a proteína Tat e com a proteína Cyc T. Quando o domínio de ativação do Tat interage com o
complexo Cyc T-CDK9 (também chamado de p-TEFb), a conformação do Tat altera, o que leva a um aumento de afinidade pelo
TAR.  Com  o  recrutamento  deste  complexo  para  perto  da  RNA  Polimerase  II,  o  Tat  medeia  a  hiperfosforilação  do  domínio
carboxi-terminal (CTD) através da cinase CDK9. A hiperfosforilação da RNA Pol II permite uma maior processividade desta
enzima, com conseqüente elongação da transcrição e maior síntese de mRNA viral. Esquema extraído de Freed & Martin (Freed
& Martin, 2007).

Em culturas de células infectadas produtivamente com o HIV-1 in vitro, pode-se

observar a presença do Tat no sobrenadante, um fato que também pode ser detectado

no soro de pacientes portadores do HIV-1 (Ensoli et al., 2006). Estes fenômenos

ocorrem porque o Tat do HIV-1 pode ser liberado por células infectadas vivas e com

membranas celulares íntegras (Chang et al., 1997). A saída de Tat da célula não pode

ser bloqueada por Brefeldina A ou por Metilamina, sugerindo que a liberação do Tat

independe das vias clássicas de secreção de proteínas formadas no Retículo

Endoplasmático, ou mesmo das vias de exocitose (Chang et al., 1997). Quando células

não infectadas pelo HIV-1 são pulsadas com Tat exógeno, podemos verificar a

incorporação desta proteína, sugerindo que o Tat liberado pode retornar à célula que o

exocitou (Ensoli et al., 2006; Frankel & Pabo, 1988; Goldstein, 1996). Substanciando
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estes achados, a neutralização de Tat com anticorpos específicos diminui a captura

destas proteínas que foram naturalmente liberadas pelas células infectadas. Quando a

recaptura deste Tat é bloqueada, observa-se menor produção de vírions, indicando que

o Tat extracelular pode retornar ao interior da célula infectada e contribuir para a

formação de novas partículas virais (Goldstein, 1996; Steinaa et al.,  1994).  Em

pacientes, alguns estudos indicam uma forte associação entre a presença de

anticorpos anti-Tat e uma progressão retardada para a doença AIDS, tanto em

infecções com HIV-1 quanto com o HIV-2 (Rezza et al., 2005; Rodriguez et al., 2006).

Em 2003, Lin e colaboradores construíram um camundongo transgênico contendo Tat

do HIV-1 fusionado à proteína verde fluorescente (GFP), e sob controle do promotor da

insulina. Neste sistema, o Tat era liberado na circulação sanguínea (similar à insulina) e

alcançava diversos tecidos do animal, como o cerebelo, timo, baço e coração (Lin et

al., 2003). Conforme citado anteriormente, é possível detectar Tat no soro de pacientes

infectados tanto com o HIV-1 quanto com o HIV-2, e os resultados com esses animais

geneticamente modificados sugerem que o Tat pode atingir diversos tecidos de um

indivíduo infectado pelo vírus. Também nestes camundongos, os autores observaram

que o Tat extracelular alcançava os núcleos de monócitos, linfócitos e neutrófilos, e que

não havia diferença nas percentagens das populações tímicas, nem tampouco

diferenças nos perfis basais de apoptose (Lin et al., 2003). De fato, uma propriedade

marcante é a habilidade desta proteína em atravessar a membrana plasmática através

de um domínio rico em aminoácido arginina (RKKRRQRRR) nas posições 49 a 57

(Chang et al., 1995). Este domínio também confere o direcionamento do Tat para o

núcleo celular e também participa na interação com a região TAR (Jeang et al., 1999).

Duas regiões básicas (GRKKR) presentes na proteína Tat demonstram alta afinidade

pelo núcleo celular, e, por esta razão, esta região vem sendo utilizada com intuito de

direcionar proteínas para o compartimento nuclear e nucleolar (Dang & Lee, 1989)

A proteína Tat altera funções fisiológicas de várias células, independentemente

da infecção pelo HIV-1. Embora restrito a alguns tipos celulares, o tratamento com Tat

pode induzir apoptose em linfócitos T não infectados pelo vírus (Li et al., 1995). A

indução da apoptose nestas células pode ocorrer pela liberação de citocromo C devido

à polimerização de microtúbulos (de Mareuil et al., 2005). Ainda neste contexto, a
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expressão do Tat em células hematopoiéticas resulta em diminuição da expressão do

gene anti-apoptótico Bcl-2 e aumenta a expressão do fator pró-apoptótico Bax (Sastry

et al., 1996). É oportuno relembrar que apenas alguns tipos celulares sofrem apoptose

quando expostos ao Tat do HIV-1.

Uma característica que ocorre em aproximadamente 10% das pessoas

infectadas com HIV-1 nos Estados Unidos é a presença de doenças neurológicas

(como demência e encefalite) associadas à alta carga viral no Sistema Nervoso Central

(SNC) (Albright et al., 2003). Quando o HIV-1 atinge o cérebro, o vírus é capaz de

infectar macrófagos neurais e microglia (King et  al., 2006). A histopatologia das

doenças neurais em pacientes HIV-1+ é caracterizada pela infiltração de macrófagos

no cérebro, astrogliose e por danos neuronais (Albright et al., 2003). Em pacientes

apresentando esse quadro clínico, a proteína Tat já foi relatada em fluidos cérebro-

espinhais e no cérebro (Hudson et al., 2000). Em neurônios fetais humanos, o

tratamento com a proteína Tat é capaz de induzir altos níveis de apoptose via ativação

por receptores N-metil D-aspartato (NMDAR)  (King et al., 2006). Todavia, em contraste

à indução de apoptose, Tat também pode aumentar a proliferação celular em diversas

células, incluindo neurônios (Peruzzi, 2006). Tratamento com baixíssimas

concentrações de Tat (0,05 ng/mL) é capaz de aumentar a proliferação celular de

linhagem tumoral proveniente de Sarcoma de Kaposi (Ensoli et al., 1993). A proteína

Tat também pode sinergizar com o Fator básico para Crescimento de Fibroblastos

(bFGF) e levar à indução de lesões semelhantes a Sarcoma de Kaposi em

camundongos (Ensoli et al., 1994). Dois outros estudos também observaram

desenvolvimento de hiperplasia linfóide quando o gene para Tat foi introduzido em

células germinativas de camundongo (Kundu et  al., 1999; Vellutini et  al., 1995).

Entretanto ainda não está claro como a proteína Tat pode induzir fenômenos tão

distantes como a proliferação e a morte celular, e acredita-se que pode ser devido às

condições experimentais com diferentes concentrações da proteína Tat (Barillari &

Ensoli, 2002).

O tratamento com a proteína Tat, ou mesmo a transfecção com plasmídeo

contendo o gene para Tat, induz a secreção de diferentes fatores solúveis por diversos
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tipos celulares. Adição exógena de Tat promove a secreção das citocinas TNF-a, IL-1b,

IL-6, IL-10, TGF-b, MIP-1a e MCP-1 por macrófagos (Leghmari et al., 2008; Mayne et

al., 2000; Nath et al., 1999; Reinhold et  al., 1999; Zagury et al., 1998a).

Surpreendentemente, a exposição de macrófagos humanos ao Tat por 5 minutos já é

suficiente para induzir a secreção máxima de TNF-a, IL-1b e IL-6, o que indica uma

rápida sinalização intracelular desencadeada pela presença de Tat do HIV-1 (Nath et

al., 1999). A proteína Tat também estimula a secreção de citocinas por células

dendríticas humanas imaturas: por exemplo, Izmailova e colaboradores (2003)

demonstraram que a transfecção com Tat induzia a expressão de 33 genes em células

dendríticas imaturas, sendo quatro destes genes envolvidos na produção de

quimiocinas e outras moléculas envolvidas em quimiotaxia (Izmailova et al., 2003). Em

vários modelos de estudo, o tratamento/transfecção com Tat promove a

ativação/expressão de fatores importantes envolvidos na transcrição de diversas

citocinas: e.g. em baixas doses (10 ng/mL), o Tat exógeno é capaz de levar à ativação

do fator de transcrição NF-kB em células dendríticas e macrófagos (Hsieh et al., 2009;

Kumar et al., 1999) ou mesmo ativação de PKR em monócitos (Li et al., 2005a);

enquanto a transfecção com Tat pode induzir a expressão do PKR, STAT-1 e IRF-7 em

células dendríticas (Izmailova et al., 2003). Um aspecto interessante a ser ressaltado é

o fato do Tat poder mimetizar a sinalização bioquímica produzida pela incubação de

monócitos com uma citocina. Albini et al. (1998) demonstraram que 100 ng/mL de Tat é

capaz de promover sinalizações intracelulares semelhantes às produzidas por

citocinas, caracterizado por um rápido influxo de cálcio em macrófagos (Albini et al.,

1998). Os autores também observaram que a região rica em cisteína da molécula Tat é

capaz de induzir a migração de monócitos e disparar a mobilização de cálcio,

provavelmente porque esta região é semelhante aos resíduos essenciais para

sinalização de quimiocinas CC (Albini et al., 1998). Devido a todos essas alterações

fisiológicas induzidas por Tat, e somando-se ao seu papel na patogênese da infecção

pelo HIV, acreditamos que esta molécula pode representar um alvo para investigações

em modelo de co-infecção HIV-1/Tripanossomatídeos em macrófagos humanos in vitro.
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Objetivos

Embora relevante no contexto mundial, há poucos estudos procurando identificar

a modulação da replicação da Leishmania e do HIV-1 nas co-infecções envolvendo

estes dois patógenos. Os estudos nesta área são limitados à comparação entre

indivíduos naturalmente infectados e co-infectados, normalmente com diferentes

histórias clínicas, uma vez que não existe um modelo experimental adequado para

investigações sobre a replicação in vivo destes dois agentes infecciosos em conjunto

(pois o HIV só infecta seres humanos). Os modelos in vitro apresentam a vantagem de

serem altamente controlados experimentalmente e capazes de nos informar qual é o

efeito de um patógeno sobre o outro em culturas celulares co-infectadas em

laboratório. Alguns trabalhos foram realizados utilizando L. infantum e L. donovani

(espécies viscerotrópicas) e HIV-1 para infectar macrófagos humanos primários, e os

resultados indicaram que a replicação de ambos os patógenos é aumentada em

relação aos controles contendo cada patógeno isoladamente no macrófago (Wolday et

al., 1998; Zhao et al., 2004; Zhao et al., 2006). Todavia, os trabalhos não abordaram os

mecanismos pelos quais a replicação do protozoário é exacerbada, restingindo-se a

analisar os efeitos do tripanossomatídeo sobre a produção viral (Zhao et al., 2004).

Nesta tese, nós procuramos investigar o efeito do HIV-1 na replicação intracelular da L.

amazonensis em macrófagos humanos primários co-infectados com o vírus e com o

protozoário, procurando identificar os fatores responsáveis pela modulação da

replicação parasitária. Escolhemos L. amazonensis pois não havia nenhum estudo in

vitro de co-infecção do HIV-1 com esta espécie de Leishmania, embora ocorra co-

infecção HIV-1/Leishmania no Brasil com todas as formas clínicas da leishmaniose

(cutânea, muco-cutânea e visceral) (Cruz et al., 2006). Nestes estudos, nós

focalizamos nossa atenção na proteína Tat do HIV-1, pois estudos anteriores indicaram

que o Tat pode ser liberado por células infectadas com o vírus; que o Tat induz a

secreção do Fator de Crescimento e Transformação (TGF)-b por macrófagos humanos;

e que o Tat inibe a síntese de óxido nítrico (NO) por macrófagos murinos. Estes dois
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últimos efeitos são classicamente conhecidos por favorecer o crescimento intracelular

da Leishmania. Em linhas gerais, procuramos investigar se:

- a co-infecção com HIV-1 e L. amazonensis em macrófagos humanos primários

promovia um aumento da replicação de ambos os patógenos;

- a neutralização biológica de alguma molécula do HIV-1 (a proteína Tat seria a

candidata) que poderia revelar o seu efeito modulador na proliferação intracelular da

Leishmania;

- após a identificação do fator, a sua adição exógena poderia mimetizar os

efeitos observados na co-infecção HIV-1/Leishmania in vitro.

- algum(s) mediador(es) solúvel(is), induzido(s) pela molécula do HIV-1,

poderiam atuar no crescimento da Leishmania.

- este(s) mediador(es) depende(m) diretamente da produção de algum outro

fator/proteína celular;

- a infecção in vitro de macrófagos humanos primários com HIV-1 permitiria o

crescimento/estabelecimento de um tripanossomatídeo que normalmente não se

replica em macrófagos normais (não infectados);

- o crescimento/estabelecimento de um protozoário não patogênico também

seria mediado por alguma molécula do HIV-1, e se pelos mesmos fatores solúveis que

favoreceriam o crescimento da Leishmania;

- a infecção de macrófagos primários com HIV-1 permitiria o crescimento de um

microorganismo oportunista;

- a adição de uma (ou mais) molécula(s) do HIV-1 em culturas de macrófagos

primários humanos promoveria o crescimento de um patógeno oportunista.
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CAPÍTULO 1

Artigo 1

Título: Increased Leishmania Replication in HIV-1–Infected Macrophages Is Mediated

by Tat Protein through Cyclooxygenase-2 Expression and Prostaglandin E2 Synthesis

Publicado em: The Journal of Infectious Diseases 2006; 196 (6): 846-54

Autores: Victor Barreto de Souza, Graziela Jardim Pacheco, Adriana Ribeiro Silva,

Hugo C. Castro Faria Neto, Patrícia T. Bozza, Elvira Maria Saraiva, Dumith Chequer

Bou-Habib.

Objetivos do Estudo: Neste estudo investigamos o efeito da infecção pelo HIV-1 na

replicação intracelular da Leishmania amazonensis em macrófagos humanos primários.

Identificamos que o HIV-1 incrementa a replicação intracelular da Leishmania nos

macrófagos, e que a neutralização da proteína Tat revertia este fenômeno.

Demonstramos que a adição exógena da proteína Tat recombinante em culturas

monoinfectadas por Leishmania mimetizava o efeito do HIV-1 na exacerbação do

crescimento do protozoário. Macrófagos infectados por Leishmania e expostos ao

Interferon-gama, em conjunto com o Tat, apresentaram atividade leishmanicida

reduzida quando comparado às culturas tratadas somente com o Interferon.

Verificamos que a proteína Tat recombinante induzia a expressão da enzima Ciclo-

oxigenase-2 em macrófagos primários normais, com subseqüente produção de

Prostaglandina E2 (PGE2). Através do bloqueio farmacológico da enzima COX-2, nós

observamos que a biossíntese de PGE2, induzida pela exposição ao Tat, foi

fundamental para o crescimento intracelular da Leishmania. Na presença de Tat, a

exacerbação da replicação do protozoário foi dependente da indução do Fator de

Transformação e Crescimento (TGF)-b1 pela secreção de PGE2.



Resultados

49



Resultados

50



Resultados

51



Resultados

52



Resultados

53



Resultados

54



Resultados

55



Resultados

56



Resultados

57



Resultados

58

Figuras Suplementares

Figura Suplementar 1.1

Fig S1.1. A proteína Tat recombinante induz transcrição a partir do LTR do HIV-1.  Células 1G5 (gentilmente doadas pelo
programa de reagentes para pesquisa em HIV (NIH, Bethesda), derivadas da linhagem T CD4+ Jurkat, contêm uma transfecção
estável  do  gene  para  a  Luciferase  sob  o  controle  do  LTR  do  HIV-1.  As  células  foram  cultivadas  em  meio  RPMI  (LGC)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Hyclone), a 37o C/ 5% CO2. Para o ensaio da expressão da Luciferase, as células
foram  semeadas  em  placas  de  12  poços  (1  X  106/poço) na presença de apenas meio de cultura (controle); meio de cultura

contendo 2 mg/mL de fitohemaglutinina (PHA; Sigma-Aldrich) ou meio contendo 100 ng/mL de Tat recombinante (Tat) por 18
horas, a 37oC/5% CO2. Após esse período, as células foram centrifugadas (450 g) e lavadas por 2X em salina tamponada (PBS).
Após a centrifugação, o sedimento celular  foi  lisado  em  150 mL  de  tampão  de  lise  fornecido  conjuntamente  com  o  kit  para
detecção da Luciferase (Sigma-Aldrich). A leitura foi realizada em luminômetro TD-20/20 (Turner Designs) imediatamente após

misturar 10ml do lisado com 100 mL do substrato presente no kit para detecção de Luciferase (Sigma-Aldrich). O resultado foi
normalizado,  e  expressa  o  aumento  em  relação  ao  controle  (calculado  através  da  divisão  dos  valores  absolutos  pelos  dos
controles). As barras representam média ± erro padrão da média (SEM) de 2 experimentos independentes. O detalhe (inserto)
representa um PCR representativo para o LTR do HIV-1. O DNA celular foi purificado com uso de um kit comercial (Quiagen) a
partir de diferentes concentrações da célula 1G5 (primeira linha: 5 X 105;  segunda  linha:  2,5  X  105;  terceira  linha:  1,25  x  105

células). Os primers para o LTR do HIV-1, assim como os reagentes para o PCR, foram obtidos comercialmente (Invitrogen), e a
técnica foi realizada de acordo com as instruções dos fabricantes. A PCR foi executado em um termociclador BioRad e o DNA foi

submetido à eletroforese em gel de agarose 1%, seguido por coloração com de Brometo de Etídeo (5 mg/mL).
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Figura Suplementar 1.2

Fig S1.2. Tratamento com Tat induz a ativação de NF-kB. Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de
doadores saudáveis foram obtidas através de centrifugação (400G) em gradiente de Ficoll (Hystopaque, Sigma-Aldrich) a partir
de buffy coats provenientes  de  doação  sanguínea.  Após  a  contagem  das  células  em  hemocitômetro,  as  mesmas  foram
suspensas  em  meio  DMEM  (LGC)  suplementado  com  10%  de  soro  humano  (Sigma),  semeadas  em  garrafas  de  25  cm2 (50 X
106/garrafa) e mantidas à 37o C/5%  CO2  por  6-8  dias.  Após  este  período  para  a  diferenciação  em  macrófagos  humanos,  as
células não aderentes foram removidas por lavagem com salina PBS, e meio de cultura fresco (com 10% de soro humano) foi re-
adicionado.  Após  3  dias  em  estufa  nas  condições  supra  citadas,  macrófagos  foram  tratados,  ou  não  (Controle),  com  Tat
recombinante por 1 hora, ou infectados com L. amazonensis a 37o C/5% CO2.  Após 18 horas de infecção com L. amazonensis
(Leish 18h), ou após 1 hora de tratamento com Tat (Tat 1h), as células foram lavadas em salina tamponada (PBS) e os pellets

lisados  com  100 mL  de  tampão  de  lise  (10  mM  Tris  –  pH  8;  60  mM  NaCl;   1  mM  EDTA;  1  mM  DTT;  1  mM  PMSF;  0,1%  do
detergente NP-40) durante 5 minutos em gelo. Os núcleos celulares foram sedimentados por centrifugação a 3000G por 10
minutos e ressuspensos no tampão descrito (porém sem o detergente NP-40). Os extratos nucleares foram produzidos por
congelamento e descongelamento (3X) seguidos de homogeneização em vortex.  A  concentração  de  proteínas  nucleares  foi

determinada por um kit de quantificação protéica (BioRad) seguindo instruções do fabricante. Então, 5 mg  de  proteína  do
extrato nuclear foi incubada com oligonucleotídeos (dupla-fita) marcados com 32P,  os  quais  contêm  a  região  consenso  de

ligação ao NF-kB (Santa Cruz Biotechnologies).  O tampão de ligação (10mM HEPES - pH 7,9; 4% glycerol; 1mM DTT; 1mM EDTA;

0.1mg BSA) também continha 1 mg de Poli (dI-dC): Poli (dI-dC). Extratos nucleares do tratamento com Tat, ou da infecção com
Leishmania, também foram incubados com oligonucleotídeos marcados contendo uma mutação (Mut), o que os tornam

incapazes de ligar-se ao NF-kB. Para o ensaio de mudança de mobilidade eletroforética (EMSA), o complexo DNA-proteína foi
separado por eletroforese em gel de poliacrilamida 4%, secados e visualizados pelo analisador PhospoImage (Molecular
Dynamics). A seta indica o complexo Proteína-DNA radioativo, e os oligonucleotídeos não ligados podem ser visualizados, como
manchas, no final do gel.
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Figura Suplementar 1.3
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Fig S1.3. Produção de TGF-b1 por macrófagos não infectados expostos ao Tat. Células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) de doadores saudáveis foram obtidas através de centrifugação (400g) em gradiente de Ficoll (Hystopaque, Sigma-
Aldrich) a partir de buffy coats provenientes de doação sanguínea. Após a contagem das células em hemocitômetro, as mesmas
foram suspensas em meio DMEM (LGC) suplementado com 10% de soro humano (Sigma), semeadas em placas de 12 poços (2,5
X 106/poço)  e  mantidas  à  37o C/5%  CO2  por  6-8  dias.  Após  este  período  para  a  diferenciação  em  macrófagos  humanos,  as
células não aderentes foram removidas por lavagem com salina PBS, e meio de cultura fresco (com 10% de soro humano) foi re-
adicionado. Após 3 dias em estufa nas condições supra citadas, macrófagos humanos primários foram expostos, ou não
(controle), à 100 ngmL de Tat recombinante (Tat) por 48 horas. Ao término deste período, sobrenadantes foram recolhidos e o
TGF-b1 latente foi ativado por tratamento dos sobrenadantes com HCl 1N por 10 minutos, seguido de neutralização com 1,2N de

NaOH. A concentração da citocina TGF-b1 foi determinada por ELISA comercial (R&D Systems) seguindo as recomendações do
fabricante, e utilizando um espectrofotômetro para leitura de placas (Molecular Devices). O resultado foi normalizado, e
expressa o aumento em relação ao controle (calculado através da divisão dos valores absolutos pelos dos controles). As barras
representam média ± erro padrão da média (SEM) de 4 doadores (* p<0,002).
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Figura Suplementar 1.4
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Fig S1.4. Produção de TGF-b1 por macrófagos não infectados expostos ao Tat, Celecoxib ou Tat na presença de Celecoxib.
Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de doadores saudáveis foram obtidas através de centrifugação (400G) em
gradiente de Ficoll (Hystopaque, Sigma-Aldrich) a partir de buffy coats provenientes de doação sanguínea. Após a contagem das
células em hemocitômetro, as mesmas foram suspensas em meio DMEM (LGC) suplementado com 10% de soro humano
(Sigma), semeadas em placas de 12 poços (2,5 X 106/poço) e mantidas à 37o C/5% CO2 por 6-8 dias. Após este período para a
diferenciação em macrófagos humanos, as células não aderentes foram removidas por lavagem com salina PBS, e meio de
cultura fresco (com 10% de soro humano) foi  re-adicionado. Após 3 dias em estufa nas condições supra citadas,  macrófagos
humanos primários não infectados foram tratados, ou não (controle), com 100 ng/mL de Tat recombinante (Tat), Tat na
presença de 10mM de Celecoxib (Tat + Celecoxib)  ou somente 10 mM de Celecoxib (Celecoxib),  por 48 horas à 37o C/5% CO2.
Após o término deste período, sobrenadantes foram coletados e tratados com 1N de HCl por 10 minutos seguido de
neutralização com 1,2N NaOH. A concentração da citocina TGF-b1 foi determinada por ELISA comercial (R&D Systems) seguindo
as instruções do fabricante, e utilizando um espectrofotômetro para leitura de placas (Molecular Devices). O resultado foi
normalizado,  e  expressa  o  aumento  em  relação  ao  controle  (calculado  através  da  divisão  dos  valores  absolutos  pelos  dos
controles). As barras representam média ± erro padrão da média (SEM) de 4 doadores (* p<0,002).
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CAPÍTULO 2

Artigo 2: HIV-1 infection and HIV-1 Ta t protein permit the surviva l and replication of a

non-pathogenic trypanosomatid in macrophages through TGF-b 1 production

Autores: Victor Barreto de Souza, Thalyta Xavier Medeiros, Maria Cristina Machado

Motta, Dumith Chequer Bou-Habib, Elvira Maria Saraiva

Publicado em: Microbes and Infection 2008 10(6):642-40

Objetivos do estudo: Neste trabalho, nós investigamos se a infecção pelo HIV-1, ou

se a exposição à proteína Tat do HIV-1, permitiria o estabelecimento/crescimento

intracelular de um protozoário não patogênico em macrófagos humanos primários.

Contrariamente ao que ocorre em macrófagos primários normais, observamos que a

Blastocrithidia culicis crescia em macrófagos infectados pelo vírus. A

sobrevivência/replicação intracelular do protozoário era reduzida quando culturas co-

infectadas eram tratadas com anticorpos contra a proteína Tat, sugerindo que o Tat

poderia desempenhar um importante papel neste fenômeno. Corroboramos estes

resultados em culturas de macrófagos monoinfectados por B. culicis, utilizando

somente a proteína recombinante Tat do HIV-1. Por microscopia eletrônica de

transmissão, nós verificamos que tanto o HIV-1 quanto a B. culicis poderiam co-habitar

um mesmo macrófago, e que formas em divisão do protozoário podiam ser

visualizadas no interior de macrófagos. Em culturas de macrófagos infectados somente

com B. culicis, a exposição à citocina TGF-b1 aumentou a replicação intracelular do

protozoário, ao passo que o uso de anticorpos neutralizantes para esta mesma citocina

também reduziu o incremento replicativo induzido pelo Tat.
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Figura Suplementar

Figura Suplementar 2.1
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Fig S2.1. Macrófagos eliminam grande percentagem de  Blastocrithidia culicis intracelular através dos dias. Células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de doadores saudáveis foram obtidas através de centrifugação (400G) em
gradiente de Ficoll (Hystopaque, Sigma-Aldrich) a partir de buffy coats provenientes de doação sanguínea. Após a contagem das
células em hemocitômetro, as mesmas foram suspensas em meio DMEM (LGC) suplementado com 10% de soro humano
(Sigma), semeadas em lâminas providas de câmaras (1 X 106/câmara; Labtek, Nalge) e mantidas à 37o C/5% CO2 por 6-8 dias.
Após este período para a diferenciação em macrófagos humanos, as células não aderentes foram removidas por lavagem com
salina PBS, e meio de cultura fresco (com 10% de soro humano) foi re-adicionado. Passados 3 dias em estufa nas condições
supra citadas, macrófagos foram expostos à epimastigotas de B. culicis em fase estacionária, à 35o C/5% CO2, na proporção de
10 protozoários/macrófago. Após 4 horas, os protozoários não internalizados foram removidos por lavagem com PBS, seguido
de tratamento com 30% de soro humano não inativado (lise por complemento), por 5 minutos. Algumas lâminas foram fixadas
com metanol  justamente após o término do período de infecção (dia 0).  Outras foram mantidas por 3 ou 6 dias,  à 35o C/5%
CO2, e depois fixadas para avaliação da sobrevivência intracelular da B. culicis. As lâminas foram coradas por 30 minutos com
Giemsa comercial e a contagem dos tripanossomatídeos foi realizada sob microscopia ótica. O resultado apresenta a
percentagem de índice endocítico (= % de macrófagos infectados X média de protozoário/macrófago), considerando-se como
100% os valores determinados nos experimentos fixados logo após a infecção. Os pontos representam médias ± erro padrão da
média (SEM) de dois doadores feitos em duplicata.
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Discussão

Em países tropicais, a alta incidência de patógenos possibilita que indivíduos

infectados por HIV-1 possam ser acometidos por co-infecções que normalmente não

seriam observadas em regiões de clima temperado (Karp & Neva, 1999). No Brasil o

clima quente permite a sobrevivência de diversos insetos vetores de doença, dentre os

quais flebotomíneos, triatomíneos e culicídeos (Karp & Neva, 1999). Segundo a

Organização Mundial da Saúde (OMS), a co-infecção HIV-1/protozoários vem

emergindo progressivamente e pode prejudicar a terapêutica da infecção pelo HIV-1

(Karp & Auwaerter, 2007b; WHO, 2007). Depois da toxoplasmose, a co-infecção HIV-

1/Leishmania representa a maior percentagem de casos relatados entre as co-

infecções HIV-1/protozoários observadas no mundo (Karp & Auwaerter, 2007b). O

advento da terapia anti-retroviral provocou um decréscimo marcante na freqüência

desta co-infecção, porém algumas complicações devem ser ressaltadas (Alvar et al.,

2008). Por exemplo, na co-infecção HIV-1/Leishmania em pacientes, a replicação de

ambos os patógenos pode aumentar, o que acelera o desenvolvimento da AIDS e da

leishmaniose (Alvar et al., 2008). Além disso, uma resposta imune efetiva contra o

protozoário requer níveis altos de linfócitos T CD4+, o que não ocorre na AIDS (Alvar et

al., 2008). A imunossupressão provocada pela infecção com HIV-1 pode promover a

disseminação da Leishmania ou mesmo reativar infecções latentes (Alvar et al., 2008).

Por exemplo, em seis pacientes africanos co-infectados por HIV-1/L. major, cinco deles

apresentaram baixíssima contagem de T CD4+ (<10 células/ml), o que resultou no

aparecimento de leishmaniose cutânea difusa (Foulet et al., 2006). Mais relevante é o

fato do HIV-1 e a Leishmania poderem co-habitar a mesma célula (os macrófagos) e

poderem coexistir no mesmo tecido (linfonodo). Em 1997, Orenstein e colaboradores

reportaram HIV-1 e bacilos de Mycobacterium avium co-habitando um mesmo

macrófago de linfonodo de pacientes co-infectados por estes patógenos (Orenstein et

al., 1997). Posteriormente, Wahl e colaboradores demonstraram que os linfonodos de

pacientes co-infectados por HIV-1 e Mycobacterium avium apresentavam um ambiente

permissivo para a replicação do HIV-1, visto que a infecção com esses bacilos induzia
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TNF-a e aumento de co-receptores CCR5 em macrófagos do linfonodo (Wahl et al.,

1998). Nos últimos anos diversos estudos têm demonstrado que diferentes patógenos

podem alterar a replicação do HIV-1 em culturas celulares e vice-versa. Por exemplo,

Mycobacterium avium, Mycobacterium tuberculosis e Leishmania infantum podem

exacerbar a replicação do HIV-1 em macrófagos co-infectados por estes agentes

infecciosos (Goletti et al., 1996; Nakata et al., 1997; Wahl et al., 1998; Wahl et al.,

1999; Zhao et al., 2004). Portanto, a investigação de modelos de co-infecção in vitro

pode ser útil quando pretendemos analisar a interferência recíproca no crescimento de

dois patógenos capazes de multiplicar-se nas mesmas células. Também cabe ressaltar

o fato de não existirem bons modelos experimentais que nos permitem avaliar a

replicação in vivo de agentes infecciosos em co-infecções com HIV-1 (pois HIV-1 só

infecta humanos).

Inicialmente, nós estabelecemos um modelo de co-infecção in vitro com HIV-

1/Leishmania amazonensis em macrófagos primários humanos, os quais foram obtidos

através da diferenciação de monócitos primários de doadores saudáveis. Infectamos

macrófagos com o HIV-1, isolado BaL (um vírus R5, subtipo B) e aguardamos sete dias

antes de proceder com a infecção por Leishmania, uma vez que neste intervalo de

tempo podem ser detectadas concentrações bem significativas do vírus no

sobrenadante das culturas (Brown et al., 2006). Após esse período, nós co-infectamos

estes macrófagos com Leishmania amazonensis, na proporção de três parasitos por

macrófago e a avaliação da produção de HIV-1 e da Leishmania foi  feita  cinco  dias

após esta segunda infecção. Já foi claramente reportado que a co-infecção in vitro com

HIV-1/Leishmania infantum promove um aumento na replicação tanto do HIV-1 quanto

da L. infantum (Zhao et  al., 2004; Zhao et al., 2006). Embora as espécies

viscerotrópicas predominem nos casos de co-infecções HIV-1/Leishmania reportados

nos países europeus, cabe destacar que as dermotrópicas também já foram relatadas

em nosso país, sendo 43% de casos envolvendo HIV-1 e leishmaniose muco-cutânea

(Alvar et al., 2008; Cruz et al., 2006). A análise da literatura sobre o progresso clínico

da co-infecção HIV-1 com leishmaniose cutânea e muco-cutânea aponta a presença de

ulcerações e lesões não usuais nestes pacientes, assim como visceralização do

tripanossomatídeo (Alvar et al., 2008). Por esta razão, muitas vezes o diagnóstico
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clínico é prejudicado, principalmente os baseados em patognomonia. Todavia, não há

nenhum estudo investigando se a co-infecção in vitro de macrófagos por HIV-1 com a

forma dermotrópica Leishmania amazonensis pode modular reciprocamente os dois

patógenos. A L. amazonensis é endêmica em vários países da América do Sul e

Central, e está presente principalmente em florestas tropicais da Bacia Amazônica

(Osorio y Fortea et al., 2007). Esta espécie de Leishmania causa formas cutâneas da

leishmaniose, porém pode agravar em um vasto espectro de doenças, oscilando entre

manifestações tegumentares, lesões cutâneas e muco-cutâneas difusas, ou mesmo

visceralização (Barral et al., 1991). Como observado na figura 1A do primeiro artigo

(capítulo 1), a co-infecção HIV-1/L. amazonensis promoveu um aumento tanto na

replicação do vírus quanto do tripanossomatídeo, quando comparados com a

replicação nas infecções com os patógenos isoladamente. Esses resultados

corroboram os achados descritos com L. infantum, porém demonstram que uma

espécie diferente de Leishmania também é capaz de produzir efeitos similares aos

anteriormente descritos (Zhao et al., 2004; Zhao et  al., 2006). Assim como para a L.

infantum, a multiplicação da L. amazonensis também parece ser beneficiada pela

presença do vírus na cultura. Uma vez que a replicação viral também é aumentada,

podemos pensar que os dois patógenos beneficiam-se quando estão co-existindo no

ambiente. Neste ponto, nós nos perguntamos se bastaria o vírus no sobrenadante, ou/e

se um componente viral (por vias diretas ou indiretas) poderia ser responsável por esta

exacerbação no crescimento do flagelado.

A infecção produtiva de células pelo HIV-1 acarreta em liberação ativa da

proteína Tat do HIV-1, independente de morte celular ou alteração na permeabilidade

de membrana (Chang et  al., 1997). Em células transfectadas com Tat, a liberação da

proteína só ocorre em células viáveis e o bloqueio de vias secretórias através de

tratamento com Brefeldina A e Metilamina não inibem a saída do Tat, o que indica uma

via de egresso independente de endossomas (Chang et al., 1997). Uma vez no exterior

da célula, a molécula Tat pode atingir a circulação sanguínea e distribuir-se por

diversos tecidos. Este fato pôde ser exemplificado quando Lin et al. observaram  um

alcance sistêmico do Tat em camundongo transgênico que liberava esta proteína

diretamente na circulação sanguínea. Nestes animais, Tat foi detectado em diversos
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tecidos, incluindo Pâncreas, Cerebelo, Timo, Baço e Coração (Lin et al., 2003). É

provável que este modelo murino possa ser comparado ao que ocorre em pacientes

infectados com HIV, uma vez que estes indivíduos também apresentam Tat circulante

(Ensoli et al., 2006; Goldstein, 1996). Além disso, a presença de anticorpos contra Tat

parece exercer um papel protetor contra a replicação viral. Estes anticorpos podem ser

encontrados em altas concentrações em pacientes infectados pelo HIV e

assintomáticos, se comparados aos progressores para a doença AIDS (Re et al., 1995;

Re et al., 2001; Rodriguez et al., 2006; Zagury et al., 1998b). Diversos estudos têm

enfatizado que o Tat exógeno pode exercer uma série de efeitos na fisiologia celular,

mesmo na ausência do HIV-1. Em particular, macrófagos não infectados e expostos ao

Tat podem secretar TGF-b, ter a produção de Óxido Nítrico inibida, e liberar IL-10

(Barton et al., 1996; Leghmari et al., 2008; Reinhold et al., 1999). Curiosamente, todos

esses efeitos fisiológicos sobre os macrófagos podem favorecer a replicação

intracelular de protozoários, o que nos levou a criar uma hipótese sobre um possível

papel da proteína Tat na exacerbação da replicação de tripanossomatídeos no interior

de macrófagos. Conforme demonstrado na figura 1B do artigo 1 (capítulo 1), a adição

de soro anti-Tat em culturas co-infectadas reduziu o crescimento da Leishmania (região

direita do gráfico) que normalmente acontece na ausência do antissoro, ao passo que o

anti-Tat não alterou a replicação do protozoário na cultura monoinfectada (região

esquerda do gráfico). Em conjunto, esses resultados sugerem que o Tat do HIV-1

influencia a replicação da Leishmania no interior de macrófagos primários humanos. No

entanto, até este momento, era impossível discriminar se o efeito do Tat poderia ser

direto ou indireto, pois a neutralização desta molécula também reduz a replicação viral.

Para elucidar esta questão, procedemos aos estudos com macrófagos infectados

somente por Leishmania e expostos à molécula Tat recombinante do HIV-1BaL (vírus

trópico para CCR5, subtipo B)

Como demonstrado na figura 2, a exposição ao Tat mimetiza o efeito da

infecção viral na replicação da L. amazonensis em macrófagos infectados somente

com este protozoário. Baseado neste resultado, nós podemos inferir que o Tat

amplifica a replicação da L. amazonensis independentemente da presença do HIV-1.

Escolhemos fazer uma curva com o limite superior de 100 ng/mL, pois essa
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concentração é suficiente para induzir alguns efeitos biológicos, incluindo secreção de

citocinas (Chen et al., 1997; Nath et al., 1999; Zauli et al., 1992). Nossa próxima etapa

foi verificar se a concentração de 100 ng/mL de Tat seria capaz de favorecer a

produção de mRNA a partir do LTR do HIV-1. Com este intuito, nós utilizamos uma

linhagem de linfócitos T CD4+ (Jurkat) transfectada estavelmente com o LTR do HIV-1

na presença do gene repórter Luciferase. Estas células contendo a construção LTR-

Luciferase foram denominadas de 1G5 e selecionadas para uma elevada resposta ao

Tat e à excitação de receptores de células T (Aguilar-Cordova et  al., 1994). Como

podemos verificar na figura suplementar S1.1, a adição de Tat (100 ng/mL) ou PHA (2

mg/mL) permitiu a síntese da luciferase a partir do LTR do HIV-1. Este fato sugere que,

em uma mesma concentração, o Tat poderia amplificar a replicação do HIV-1 e da

Leishmania, permitindo um agravamento de ambas as infecções. Curiosamente, o Tat

pode ser endocitado rapidamente pelas células, uma vez que a proteína apresenta uma

região capaz de atravessar a membrana plasmática (Ensoli et al., 2006). Por exemplo,

baixas concentrações de Tat extracelular (0,1 ng/mL) podem ser endocitadas por

células dendríticas humanas em apenas cinco minutos de tratamento (Fanales-Belasio

et al., 2002). Em apenas 5 minutos, o tratamento com Tat também dispara sinalizações

intracelulares: por exemplo, a exposição de monócitos humanos a 100 ng/mL de Tat

neste curto período de tempo culminou na produção de IL-1b, IL-6, e de TNF-a após 3

horas (Nath et al., 1999). Portanto, acreditamos ser possível que o Tat estimule o

crescimento da Leishmania e a produção do HIV-1 pela entrada direta na célula, com

conseqüente desfecho de uma sinalização bioquímica. Nós também observamos que o

Tat pode induzir a ativação precoce de NF-kB em macrófagos (apenas uma hora;

figura suplementar S1.2, capítulo 1) e a relevância deste efeito será discutida

posteriormente no texto.

Alguns estudos relatam que o Tat exógeno desencadeia apoptose em neurônios

e linfócitos T (Peruzzi, 2006), e que o reconhecimento de células apoptóticas por

macrófagos favorece a replicação intracelular do próprio HIV-1 (Lima et al., 2002),

assim como de diversos protozoários, incluindo Leishmania (Afonso et al., 2008; Freire-

de-Lima et al., 2000). Por esta razão, decidimos avaliar se a exposição de macrófagos



Discussão

77

ao Tat é capaz de promover a apoptose nestas culturas. Por citometria de fluxo,

observamos que o tratamento com 100 ng/mL de Tat por 16 horas não alterou

significativamente a percentagem basal de células expressando Anexina V (Controle:

2%; Tat 100 ng/mL: 2,4%). Portanto, nós não acreditamos que o reconhecimento de

macrófagos, que eventualmente tenham sofrido apotose, pelas células vivas

remanescentes seja o motivo do aumento na replicação da Leishmania. Dois estudos

anteriores sugerem um efeito anti-apoptótico induzido por Tat adicionado à cultura de

macrófagos primários. Por exemplo, Zhang e colaboradores demonstraram que o Tat

poderia proteger macrófagos primários humanos da apoptose através da expressão de

mRNA e da proteína anti-apoptótica Bcl-2 (Zhang et al., 2002). Neste mesmo estudo,

quando macrófagos eram infectados com HIV-1BaL, também ocorria aumento protéico

de Bcl-2 (Zhang et al., 2002). Resultado similar foi observado em um estudo conduzido

por Zheng, no qual o tratamento com Tat reverteu a apoptose de monócitos em 70%

quando esta foi induzida por estimulação do Ligante que Induz Apoptose Relacionada

ao TNF (TRAIL) (Zheng et al., 2007). Os autores também demonstraram que o

tratamento com Tat por pouco tempo (2h) suscita a produção de mRNA para a proteína

anti-apoptótica Bcl-2 (Zheng et al., 2007). Outros estudos demonstram que monócitos e

macrófagos podem ser resistentes à apoptose em decorrência da interação do

envelope viral com receptores presentes na superfície desta célula. Dentro deste

argumento, Swingler e colaboradores (2007) observaram que o envelope viral era

capaz de induzir o Fator Estimulador de Colônias de Macrófagos (M-CSF), o qual

protegia macrófagos infectados da apoptose induzida por TRAIL (Swingler et al., 2007).

Recentemente, Giri et al. demonstraram que monócitos oriundos de pacientes com

HIV-1 eram resistentes à apoptose induzida por estimulação de FasL, e que a proteção

da apoptose também passava por uma interação do envelope viral com receptores

expressos nos monócitos (Giri et  al., 2009). Em conjunto, esses resultados sugerem

que proteínas do HIV-1 (proteínas do Envelope e o Tat) exercem atividades anti-

apoptóticas em macrófagos, infectados ou não. Em nosso modelo, a avaliação de

apoptose por citometria de fluxo confirmou que a proteína Tat não tem atividade pró-

apoptótica em macrófagos primários humanos.
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Na próxima etapa analisamos se a ação do Tat poderia reverter o efeito

leishmanicida induzido pelo tratamento dos macrófagos com IFN-g. O IFN-g produzido

por clones específicos de linfócitos T CD4+ Th1 ativados exerce importante papel no

combate natural à Leishmania e aos outros patógenos intracelulares. Este fato é

melhor exemplificado em camundongos e humanos deficientes do gene para esta

citocina ou para o receptor desta citocina: humanos são altamente susceptíveis a

doenças oriundas de infecção por micobactérias pouco virulentas, enquanto

camundongos deficientes apresentam resistência natural reduzida a infecções virais,

bacterianas e parasíticas, incluindo a Leishmania (Schroder et al., 2004; Zhang et al.,

2008). O IFN-g também pode ser liberado por células Natural Killers (NK) quando

ocorre produção local de IL-12, o que pode ocorrer na presença de patógenos ou

moléculas de patógenos (Schroder et al., 2004). Exposição de macrófagos ao IFN-g

induz a síntese da enzima Óxido Nítrico Sintase induzida (iNOS ou NOS2), levando a

produção de radicais reativos de oxigênio, o que culmina na eliminação parcial do

parasita intracelular (Bogdan, 2001). Utilizando IFN-g em uma dose capaz de matar

50% das Leishmanias intracelulares, verificamos que o Tat anulou o efeito

leishmanicida estimulado pela adição do IFN-g. Em 1996, Barton et al reportaram que

ocorria inibição da expressão de iNOS por IFN-g em uma linhagem de macrófagos

murinos (linhagem RAW264.7) transfectadas estavelmente com Tat do HIV-1 (Barton et

al., 1996). Entretanto os autores não demonstraram os mecanismos deste efeito. Neste

ano, Cheng e colaboradores reportaram que o Tat extracelular (10 nM ou ~143ng/mL)

interfere na sinalização do receptor para IFN-g em monócitos primários humanos,

através da indução da atividade do Supressor da Sinalização de Citocina-2 (SOCS-2)

(Cheng et al., 2009). Em relação a este estudo, os autores verificaram uma redução da

fosforilação de STAT-1, a qual é fundamental para a transcrição de genes induzidos

pelo tratamento com IFN-g (Cheng et al., 2009). Curiosamente, as proteínas da família

SOCS são caracterizadas por inibir a atividade de fosforilação das Cinases Janus

(JAK), o que normalmente acarreta uma atenuação das sinalizações bioquímicas

induzidas por diversas citocinas (Yoshimura et al., 2007). O fato do tratamento com Tat

induzir SOCS-2 indica que esta proteína do HIV-1 poderia neutralizar diretamente o

efeito do IFN-g, dificultando a eliminação do protozoário in vivo. É importante ressaltar
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que tanto a concentração de Tat (143ng/mL) quanto a de IFN-g (100 U/mL) são iguais

ou bem próximas à utilizada em nosso trabalho, o que sugere que a indução de SOCS-

2 possa estar ocorrendo em nosso modelo. Uma vez que o desfecho do tratamento

com IFN-g é a destruição do protozoário pela indução da Óxido Nítrico Sintase induzida

(iNOS) e produção de óxido nítrico (NO), acreditamos ser coerente especular que a

exposição ao Tat iniba a produção macrofágica de NO induzida pelo IFN-g. Portanto,

em nosso modelo, é bem provável que o Tat esteja favorecendo o crescimento da

Leishmania através da inibição da sinalização desencadeada pelo IFN-g. A indução da

proteína SOCS pelo Tat parece ser uma boa estratégia para que o HIV-1 evada os

mecanismos anti-virais. Os IFNs do tipo I (a e b) reduzem drasticamente a replicação

do HIV-1 e o SOCS-1 é um importante inibidor da sinalização elicitada por IFN dos

tipos I e II (Kedzierska & Crowe, 2001; Yoshimura et al., 2007). Logo, a presença de

Tat durante a infecção pelo HIV-1 pode abolir a sinalização estimulada pelos IFNs do

tipo I, favorecendo a produção viral. Também é importante mencionar que o

Toxoplasma gondii, Leishmania donovani e Mycobacterium avium, todos patógenos

intracelulares, estimulam a produção de SOCS por macrófagos, o que permite uma

maior sobrevivência destes parasitos quando as células hospedeiras são elicitadas

pelo IFN-g (Bertholet et al., 2003; Vazquez et  al., 2006; Zimmermann et  al., 2006).

Interessante mencionar que Vazquez e colaboradores (2006) reportaram que ocorre

maior expressão de SOCS em macrófagos de linfonodos de pacientes co-infectados

com M. avium e HIV-1 (Vazquez et al., 2006), o que suscita o pensamento deste

mesmo efeito em linfonodos de pacientes co-infectados por HIV-1 e Leishmania. Para

verificar a inibição da sinalização promovida por IFN-g,  uma  estratégia  é  verificar  a

atividade de iNOS, uma vez que essa enzima é induzida por IFN-g. Tentamos avaliar a

síntese de NO (produto da iNOS) em nossos macrófagos normais expostos ao IFN-

g sozinho ou combinado ao Tat, porém não obtivemos sucesso. Em macrófagos

primários humanos, a avaliação da produção de radicais reativos de oxigênio é

complexa (Fang & Vazquez-Torres, 2002; Panaro et al., 2003). Alguns autores já

falharam ao tentarem detectar Óxido Nítrico em macrófagos primários humanos
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tratados com IFN-g na presença de LPS, embora a enzima NOS2 (também conhecida

como iNOS) tenha sido detectada (Fang & Vazquez-Torres, 2002).

A indução do Fator de Crescimento e Transformação (TGF)-b1 não deve ser

descartada como explicação plausível para a reversão da ação do IFN-g quando na

presença do Tat. Sabe-se que Tat recombinante induz a secreção de TGF-b1 por

macrófagos humanos, e que a produção de óxido nítrico (NO), em resposta ao IFN-g,

pode ser suprimida quando o TGF-b1 encontra-se presente (Vodovotz, 1997; Zauli et

al., 1992). Diversos estudos dissecaram os mecanismos pelos quais o TGF-b inibe a

síntese celular de NO desencadeada por IFN-g. A ação ocorre em múltiplas etapas e

envolve o decréscimo da transcrição do gene para iNOS, assim como redução da

estabilidade do mRNA para esta enzima, acarretando baixa síntese protéica deste que

é o principal fator responsável pela produção de radicais reativos de oxigênio

(Vodovotz, 1997). Em macrófagos murinos, a produção de NO é instigada por IFN-g e

reduz após atingir uma determinada concentração, porém este fenômeno não é

observado em camundongos deficientes para os alelos de TGF-b1 (TGF-b1-/-)

(Vodovotz, 1997). Entretanto há redução da produção de NO quando o TGF-b1  é

adicionado nestas culturas de macrófagos oriundos dos camundongos TGF-b1-/-,

corroborando a importância desta citocina no decréscimo da produção deste radical

reativo de oxigênio (Vodovotz, 1997). Portanto é admissível pensarmos que a presença

do TGF-b pode reduzir o efeito leishmanicida promovido pelo IFN-g. Logo, nossa

próxima etapa foi comprovar a secreção da citocina TGF-b1 por macrófagos

estimulados com Tat recombinante, e analisar se o efeito do Tat na replicação do

protozoário deve-se à secreção desta citocina.

Para verificar a secreção de TGF-b1, nós expusemos macrófagos não

infectados ao Tat recombinante por 48 horas, onde os sobrenadantes foram recolhidos

e a citocina total foi quantificada por ELISA comercial. Pudemos notar um aumento

significativo, porém não elevado, na concentração do TGF-b1 nos sobrenadantes dos

macrófagos tratados com o Tat, quando comparados aos sobrenadantes dos controles

não expostos à proteína (figura suplementar S1.3). O TGF-b pertence a uma família de
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citocinas reguladoras as quais possuem funções pleiotrópicos em uma variedade de

células (Li et al., 2006). Em mamíferos três isoformas da molécula já foram

identificadas: TGF-b1, TGF-b2, TGF-b3, codificadas por diferentes genes e sendo

predominante a forma TGF-b1 em células do sistema imune (Li et al., 2006). O TGF- b

é secretado como um complexo formado por um homodímero da citocina madura não-

covalentemente associado a outro homodímero de uma proteína denominada Peptídeo

Associado à Latência (LAP) (Li et  al., 2006). No exterior celular, este complexo

(também chamado de TGF-b latente) deve dissociar-se da LAP para que a citocina

ativa interaja com o seu respectivo receptor (Li et al., 2006). Este processo pode ser

obtido in vitro pela acidificação do meio onde a citocina está presente ou por aumento

de temperatura, enquanto os mecanismos in vivo ainda não estão muito claros, mas

parecem envolver proteólise da LAP ou mudança conformacional que permita a

dissociação da LAP (Li et al., 2006). Neste aspecto, duas proteínas fisiológicas podem

remover o LAP com conseqüente ativação do TGF-b1: trombospondina 1 secretada

(Schultz-Cherry & Murphy-Ullrich, 1993) assim como integrinas avb6 e avb8 em células

que expressam estas moléculas (Munger et al., 1999; Sheppard, 2005). Em algumas

infecções, certos parasitos também possuem a habilidade de induzir a ativação de

TGF-b, particularmente através de proteases de membrana ou mesmo secretadas (Li et

al., 2006). Depois de ativo, esta citocina pode ligar-se basicamente a dois receptores

transmembranares (TGFbRI e TGFbRII) e a sinalização celular ocorre quando dímeros

de TGF-b ativo ligam-se principalmente a um complexo tetramérico contendo o

receptor do tipo II (TGFbRII) associado a uma Cinase Semelhante ao Receptor de

Activina 5 (ALK5) (Li et al., 2006; Shi & Massagué, 2003). A presença desta citocina no

tecido pode alterar a proliferação, diferenciação, migração e sobrevivência celulares, de

acordo com o tipo celular envolvido e as condições do ambiente (Li et  al., 2006). Em

contrapartida, a ausência total de TGF-b pode comprometer o desenvolvimento

embriogênico e de alguns tipos celulares; alterar drasticamente respostas imunológicas

e mecanismos de cicatrização; desencadear fibrose, doenças autoimunes e câncer (Li

et al., 2006; Shi & Massagué, 2003). Os estímulos para secreção de TGF-b são

variáveis: Em linfócitos T CD4+, as principais células produtoras de TGF-b, ocorre
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liberação espontânea por células morrendo por apoptose além da estimulação de

CD69 e do Antígeno Associado ao Linfócito T Citotóxico 4 (CTLA-4) também poderem

induzir a secreção em situações particulares (Li et al., 2006; Shi & Massagué, 2003). Já

em Linfócitos B, verifica-se a produção da citocina após estímulos policlonais como

anti-IgM ou LPS e, em células Natural Killer (NK) a secreção pode ser mediada por

estimulação de CD2 ou de CD69, embora já ocorra uma produção basal tanto da forma

ativa quanto da inativa (Li et al., 2006).

Já está bem descrito que o TGF-b1 promove o crescimento intracelular de vários

patógenos, inclusive alguns protozoários (Li et  al., 2006; Reed, 1999). Leishmania,

Trypanosoma e Toxoplasma são exemplos de protozoários cujo crescimento em

macrófagos é favorecido pelo tratamento com o TGF-b1 (Li et al., 2006; Reed, 1999).

Assim sendo, resolvemos investigar se a imuno-neutralização do TGF-b1 poderia

reverter o efeito do Tat no crescimento intracelular da Leishmania. O bloqueio do TGF-

b1 extracelular reduziu em 50% o efeito do Tat no crescimento da Leishmania, em

relação à cultura tratada somente com o Tat recombinante (figura 4 do artigo 1, capítulo

1). Em macrófagos humanos e murinos, alguns autores observaram que cepas

virulentas de Leishmania são capazes de estimular a produção de TGF-b1 ativo, o que

favoreceria o crescimento intracelular deste patógeno (Li et al., 2006; Reed, 1999).

Quando macrófagos infectados com Leishmania foram tratados com o anticorpo

neutralizante anti-TGF-b1, nós não verificamos nenhuma alteração no crescimento da

Leishmania (última barra da figura 4 do artigo 1, capítulo 1). Este resultado indica que

se tiver ocorrido produção do TGF-b1, este não foi capaz de promover o crescimento

do parasito. Também é possível inferir que a presença do anticorpo não modifica o

crescimento intracelular do tripanossomatídeo. Após a interpretação deste resultado,

nós nos questionamos se o Tat poderia estimular a secreção de algum fator solúvel

que favoreceria a liberação do TGF-b1. Neste ponto, nós tínhamos confirmado alguns

estudos demonstrando que o Tat do HIV-1 pode ativar o NF-kB em macrófagos

humanos primários (figura suplementar S1.2). Uma vez ativado, este fator pode

estimular a síntese da Ciclo-oxigenase 2 (COX-2) com subseqüente produção da

Prostaglandina E2 (PGE2) (Smith et al., 2000). Anteriormente, alguns estudos sugeriram
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que a PGE2 poderia atuar como um mediador da produção de TGF-b1 por macrófagos

humanos ou murinos (Fadok et al., 1998; Freire-de-Lima et al., 2000). Portanto, nós

decidimos avaliar se o Tat seria capaz de induzir a expressão de COX-2; síntese de

PGE2; e se este fator lipídico estaria estimulando a secreção de TGF-b1 nos

macrófagos infectados somente com L. amazonensis.

Ciclo-oxigenase (COX) é a nomenclatura genérica para a enzima Prostaglandina

Endoperóxido H Sintase (PGHS) cuja função é a catálise de uma etapa fundamental na

síntese de prostanóides (Rao & Knaus, 2008; Smith et al., 2000). Os prostanóides

pertencem a um grupo coletivamente chamados de eicosanóides os quais possuem

ácidos graxos oxigenados nos carbonos C18, C20 e C22 de sua estrutura molecular (Rao

& Knaus, 2008; Smith et al., 2000). O principal precursor para a síntese de

prostanóides é o ácido aracdônico oriundo da hidrólise de glicerofosfolipídeos pela

ação de fosfolipases A2 secretadas ou citosólicas. Os principais prostanóides são

prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxano A2. A biossíntese das prostaglandinas

(PGs) segue didaticamente essa ordem: 1º) ação das COXs no ácido aracdônico

gerando a PGG2; 2º) COX converte a PGG2 em  PGH2; 3º) atuação de diferentes

enzimas sintases na PGH2 com conseqüente formação das diversas classes de PGs

(e.g. PGE Sintase, para formação da PGE2) (Narumiya et al., 1999). Todas as PGs

possuem um anel ciclopentano, no qual são encontradas modificações de acordo com

o tipo de PG (são classificadas de A ao I; e.g. PGD2, PGE2.  Os  tips  A,  B  e  C  não

ocorrem naturalmente) (Narumiya et al., 1999). O número 2 subscrito significa que

estas prostaglandinas possuem duas ligações duplas nas duas cadeias laterais da

molécula (uma dupla em cada cadeia). As prostaglandinas oriundas do ácido

aracdônico sempre apresentarão duas cadeias laterais com duas ligações duplas (logo

estas PGs sempre terão o 2 subscrito) (Narumiya et al., 1999). Como as enzimas ciclo-

oxigenases (COX) são fundamentais para as moléculas precursoras de todas as PGs,

a expressão destas enzimas sempre repercute na formação das PGs. As COXs podem

ser divididas em duas isoformas: COX-1, as quais são constitutivamente expressas, ou

COX-2, a forma induzida (Rao & Knaus, 2008; Smith et al., 2000). As diferenças são

muito pequenas, particularmente no sítio catalítico, e ambas podem participar da

produção de PGE2 (Rao & Knaus, 2008; Smith et al., 2000). Os receptores para
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prostaglandinas recebem uma denominação particular: o nome do receptor é precedido

pela letra inicial do ligante agonista, e depois representa-se a letra P (e.g. receptor EP,

para a prostaglandina E, ou DP para a prostaglandina D) (Narumiya et al., 1999).

Existem quatro subtipos de receptores EP para a PGE2, e são chamados de EP1, EP2,

EP3 e EP4. Receptores para PGs são distribuídos por todos os tecidos do corpo,

embora a expressão membranar seja variada entre diferentes células (Narumiya et al.,

1999). Em murinos, receptores EP3 e EP4 estão disseminados em todos os tecidos

examinados, sendo que esta expressão pode ser aumentada quando células são

expostas a estímulos (Narumiya et al., 1999). Por exemplo, a quantidade de receptores

EP2 membranares pode aumentar em macrófagos após estimulação com

Lipopolissacarídeo (LPS) bacteriano (Narumiya et al., 1999). Em relação à expressão

das enzimas COX, a COX-1 é constitutivamente expressa em vários tecidos enquanto

a síntese de COX-2 é induzida por diversos estímulos, sendo os principais:

Interleucina-1, Fator de Necrose de Tumor (TNF)-a, LPS e o éster de forbol 13-acetato

de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) (Rao & Knaus, 2008; Smith et  al., 2000). Todas as

duas isoformas de COX dependem do heme como cofator, apresentam pesos

moleculares semelhantes (70 KDa), porém os genes possuem tamanhos distintos e

estão localizados em cromossomos diferentes (Rao & Knaus, 2008). A COX-1 está

relacionada a citoproteção do estômago e agregação plaquetária, ao passo que a

COX-2 está envolvida em processos patológicos como estados inflamatórios agudos e

crônicos (Rao & Knaus, 2008). Uma terceira isoforma, denominada COX-3, já foi

descrita em roedores e cães, porém a presença desta variante em humanos continua

sendo questionada (Rao & Knaus, 2008). É importante ressaltar que, contrariamente ao

que ocorre com a expressão de COX-2, os níveis de COX-1 não são alterados durante

a inflamação, e que inibidores específicos de alta afinidade para COX-2 foram

desenvolvidos ao longo dos anos com o objetivo de interromper a síntese de

prostaglandinas decorrentes destes processos inflamatórios. Dois desses inibidores

específicos para COX-2, Celecoxib e Rofecoxib, foram farmacologicamente utilizados

com intuito analgésico durante a inflamação, pois as prostaglandinas inflamatórias

desencadeiam uma hiperalgesia central (Barro-Traore et al., 2008). Atualmente a

comercialização de vários inibidores da COX-2 foi proibida em diversos países uma vez
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que o bloqueio catalítico da enzima inibe a síntese de prostaciclina, a qual é importante

para efeitos vaso-protetores no endotélio (Barro-Traore et al., 2008).

A incubação de macrófagos primários normais (não infectados) com Tat por 18

horas revelou a presença da enzima COX-2 e aumento da produção de PGE2 (figura

5A, artigo 1). Em conjunto, esses resultados indicam que a proteína Tat do HIV-1 é

capaz de induzir a expressão de COX-2 e PGE2. Até onde sabemos, este foi o primeiro

relato demonstrando a indução de COX-2 e PGE2 pelo Tat. No mesmo mês da

publicação do nosso artigo, um outro estudo conduzido por Flora  e colaboradores

(2006) também demonstrou que Tat é capaz de promover a transcrição de COX-2

quando inoculado no hipocampo de camundongos C57BL/6 (Flora et  al., 2006). No

mesmo estudo, os autores reportaram que a proteína COX-2 localizava-se em uma

subpopulação de macrófagos, as células microgliais (Flora et al., 2006). Outros dois

estudos apontam para uma indução de COX-2 mediada pelo Tat solúvel: Pu e

colaboradores em 2007 demonstraram que a injeção de 25 mg de Tat solúvel na veia

caudal de camundongos C57BL/6 pode induzir a expressão do mRNA para COX-2,

assim como a expressão da própria proteína, em tecidos do cérebro (Pu et al., 2007);

em 2008, Blanco et al. reportaram que o tratamento da linhagem U-87, um astrocitoma

humano, com 50 ng/mL de Tat extracelular por 16 horas também induz mRNA e a

proteína COX-2, com subseqüente secreção de PGE2, um fenômeno que parece

depender do envolvimento dos fatores de transcrição NFAT e AP-1 (Blanco et al.,

2008). Em conjunto, esses três últimos trabalhos acima mencionados fortalecem

nossos resultados de que o Tat recombinante induz diretamente a expressão de COX-2

e PGE2. É fundamental ressaltarmos que nós descartamos a indução de COX-2 e

PGE2 por uma contaminação da proteína Tat com lipopolissacarídeo (LPS) bacteriano.

O teste comercial com lisado de amebócitos do Limulus (LAL) demonstrou níveis

menores do que 0,015 ng de LPS por mg de Tat, o qual pode ser considerado como um

valor negativo para LPS. Nós observamos valores basais na produção de PGE2

(embora tenhamos verificado que nenhum dos reagentes estavam contaminados por

LPS). Uma razão para esta presença de PGE2 basal nos sobrenadantes dos controles

experimentais (“macrófagos em repouso”) pode ser o fato de macrófagos humanos já

expressarem constitutivamente a COX-1 . Algumas investigações relatam que a PGE2
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pode contribuir para a replicação de Leishmania no interior de macrófagos, ou mesmo

agravar as lesões decorrentes da infecção por este protozoário (Farrell & Kirkpatrick,

1987; Ribeiro-Gomes et al., 2004). Desta forma, nossa próxima etapa foi avaliar o

efeito da PGE2 na ação do Tat sobre a replicação parasitária.

Quando incubamos macrófagos infectados somente com Leishmania na

presença de Tat e Celecoxib (um inibidor farmacológico específico para a COX-2), nós

observamos a abolição do efeito do Tat sobre a multiplicação protozoária, indicando

que a atividade da enzima COX-2 desempenha elevada importância para o efeito que o

Tat desempenha na amplificação do crescimento do tripanossomatídeo no interior da

célula hospedeira (figura 5B, artigo 1). Portanto, nós conseguimos desvendar um

importante fator que instiga a multiplicação do protozoário em macrófagos expostos ao

Tat do HIV-1. Já está bem relatado que a concentração de Celecoxib utilizada em

nosso estudo é capaz de inibir em 100% a produção de PGE2 em vários tipos celulares

(Rao & Knaus, 2008), o que nos motivou a avaliar o efeito da PGE2 na replicação da

Leishmania. Para complementar, decidimos investigar se a ação da PGE2 dependeria

de uma prévia secreção de TGF-b1, conforme especulamos a partir de estudos já

publicados sobre reconhecimento de células apoptóticas por macrófagos (Fadok et al.,

1998; Freire-de-Lima et al., 2000). Conforme observado na figura 6, a adição de PGE2

favoreceu o crescimento da Leishmania, ao passo que este resultado foi abolido

quando anti-TGF-b1 estava presente. A análise deste resultado indica que a

amplificação da replicação parasitária, decorrente da adição da PGE2, deve-se à

secreção de TGF-b1. Se interpretarmos em conjunto os resultados das figuras 5 e 6, é

coerente supor que o Tat induz TGF-b1 via uma indução prévia de COX-2 e PGE2. O

promotor para COX-2 humano contém dois acentuadores (enhancers) de ligação ao

NF-kB, e corroboramos investigações anteriores que demonstravam ativação deste

fator pelo Tat (Flora et al., 2006; Kumar et al., 1999; Smith et al., 2000). Neste aspecto,

dois estudos contrastantes com Tat recombinante sugerem que a síntese de COX-2

pode ou não ser dependente de NF-kB. Flora et al. (2006) observaram a expressão da

sub-unidade p65 do NF-kB em núcleos celulares de tecidos de cérebros inoculados

com Tat (Flora et al., 2006). O NF-kB contém múltiplas sub-unidades e a p65 é a
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responsável pela regulação da transcrição de genes inflamatórios (Flora et  al., 2006).

Como nos animais controles (injetados somente com BSA) a subunidade p65 aparecia

somente na região perinuclear (extranuclear), os autores sugerem que a translocação

do NF-kB para o núcleo foi induzida pelo Tat do HIV-1 (Flora et al., 2006). Para

comprovar se o NF-kB seria o responsável pela indução da COX-2 nos animais

inoculados com o Tat, os autores usaram um inibidor de NF-kB na presença do Tat e

constataram uma redução nos níveis do mRNA e da proteína COX-2 (Flora et  al.,

2006). Contudo, Blanco e colaboradores relataram que NF-kB é dispensável para a

indução de COX-2 pelo Tat extracelular (Blanco et al., 2008). No estudo, os autores

avaliaram as regiões promotoras da COX-2 responsáveis pela inducibilidade do Tat e

observaram que continuava ocorrendo indução de COX-2 em células transfectadas

com um promotor da COX-2 onde as regiões de ligação ao NF-kB estavam ausentes

(Blanco et al., 2008). Este resultado indica que a região de ligação ao NF-kB  é

dispensável para a produção da COX-2 no sistema experimental destes autores.

Quando a depleção ocorria nas regiões de ligação ao NFAT ou AP-1 do promotor para

a COX-2, a síntese protéica era reduzida, indicando que a presença das regiões de

ligação ao NFAT e AP-1 é fundamental para a produção da COX-2 promovida pelo Tat

exógeno (Blanco et al., 2008). Curiosamente, as células utilizadas nos dois estudos

provêm da glia, embora os resultados sejam contrastantes em relação ao fator

responsável pela transcrição da COX-2. Em nossos estudos, nós não investigamos se

a síntese da COX-2 instigada pelo Tat pode ser dependente de NF-kB ou não. Em

relação a PGE2, cabe mencionar que dois estudos independentes já relataram níveis

aumentados de PGE2 em diversos pacientes portadores do HIV-1 (Chougnet et  al.,

1996; Griffin et al., 1994). Todavia ainda não existem investigações correlacionando os

níveis de Tat circulante com os níveis de PGE2 em tecidos, o que seria interessante

para especularmos sobre a contribuição do Tat na produção de PGE2 em pacientes

infectados pelo vírus.

A cascata de eventos biológicos, cujo desfecho é o aumento da replicação da

Leishmania e do HIV-1 pelo Tat, foi didaticamente ilustrada na figura a seguir. As

sinalizações bioquímicas intracelulares podem ser interconectadas em uma seqüência
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lógica, e parecem depender do estímulo inicial provido pela proteína Tat do HIV-1.

Estudos anteriores de nosso laboratório demonstraram que alguns fatores induzidos

pelo Tat, como a PGE2 e o TGF-b1, podem aumentar a replicação do HIV-1. Por

exemplo, adição de TGF-b1 ou  PGE2 aumenta a produção de HIV-1 por macrófagos

infectados por este vírus (Lima et al., 2002; Lima et al., 2006). Logo, podemos construir

um modelo no qual a produção do HIV-1 seja favorecida diretamente pelo Tat ou

indiretamente pela liberação de TGF-b1 e PGE2. Em nosso estudo, a seqüência de

sinalizações desencadeadas pelo Tat culmina na liberação de TGF-b1 e este aparece

como o último fator na promoção do crescimento intracelular do tripanossomatídeo,

pelo menos em nosso modelo. Em macrófagos, a liberação de TGF-b pode ocorrer

após o reconhecimento de células apoptóticas; através da infecção por certos

patógenos; estimulação do receptor de Vitronectina (VnR); ou mesmo por IL-9 atuando

em conjunto com LPS (Freire-de-Lima et al., 2000; Li et  al., 2006; Lima et  al., 2002).

Em 1993, Vogel et al. foram os primeiros a relatar que a região RGD do Tat era capaz

de se ligar a receptores de vitronectina presentes em uma linhagem celular proveniente

de músculo esquelético de rato (Vogel et al., 1993). Em 2005, Urbinati e colaboradores

descreveram que o Tat poderia se ligar com alta afinidade ao Receptor de Vitronectina

avb3 em células endoteliais, resultando em sinalização bioquímica intracelular (Urbinati

et al., 2005). Neste referido estudo, os autores verificaram que o Tat promovia a

ativação de células endoteliais através do domínio RGD, e que este efeito dependia da

ativação da Cinase de Adesão Focal (FAK) e do NF-kB (Urbinati et al., 2005). Uma vez

que a ligação do receptor de Vitronectina pode induzir TGF-b, e que o Tat pode

interagir com este receptor acarretando a ativação de NF-kB, não podemos descartar

que o aumento da replicação do protozoário seja dependente da interação Tat-VnR na

superfície dos macrófagos. É consenso que o Tat penetre na célula e elicite

sinalizações bioquímicas, todavia ainda é contraditório se a afinidade do Tat pelo VnR

é suficiente para resultar em ativação/sinalização celular.
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Figura 6: Esquema que ilustra como o Tat estimula uma seqüência de etapas de sinalização interconectadas cujo desfecho é o aumento na replicação da Leishmania e do HIV-1. Um macrófago infectado pelo HIV-1 ou co-
infectado por HIV/Leishmania libera  partículas  virais  conjuntamente  com a  proteína  Tat  viral.  O  Tat  pode penetrar  diretamente  na  célula  (nº1  circundado em vermelho)  ou  interagir  com o  receptor  de  integrina  VnR (n  1
circundado em vermelho). Esta interação da proteína Tat com VnR, ou sua direta internalização, induz a expressão de COX-2 (nº2 circundado em vermelho) com conseqüente produção de PGE2 (nº3 circundado em vermelho).
A PGE2 é liberada podendo atuar autocrinamente ou paracrinamente através de ligação com o receptor para PGE2.  A ligação da PGE2 com seu respectivo receptor dispara uma sinalização bioquímica (nº4 circundado em
vermelho) que chega ao núcleo celular e leva à síntese de TGF-b (nº5 circundado em vermelho). Assim como para PGE2, o TGF-b pode atuar autocrinamente ou paracrinamente através da ligação com o seu receptor. A ligação
do TGF-b com seu  respectivo  receptor  gera  uma sinalização  intracelular  (n  6  circundado em vermelho)  a  qual  acarreta  em produção de  algum(s)  fator(s)  que  propicia(Deniau et  al.) uma maior replicação da Leishmania.
Reavaliando o  esquema por  uma outra  ótica,  o  Tat  pode penetrar  na  célula  diretamente  ou  se  ligar  ao  receptor  de  integrina  VnR (n  1  circundado em azul).  Ao  entrar  diretamente  na  célula,  o  Tat  é  capaz  de  promover  a
replicação viral através da transativação do LTR do HIV-1 (nº2 circundado em azul). A interação do Tat com VnR, ou mesmo a sua entrada direta na célula, induz a síntese de COX-2 e PGE2. Quando a PGE2  liga-se ao seu
respectivo receptor, desencadeia uma sinalização que atinge o núcleo (nº3 circundado em azul) e promove a replicação do HIV-1 (nº4 circundado em azul). Porém a sinalização também pode induzir a secreção de TGF-b que,
ao se ligar com o seu receptor, promove uma sinalização (nº5 circundado em azul) que chega ao núcleo e leva à produção de mais partículas virais (nº6 circundado em azul).
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Para macrófagos, TGF-b parece atuar como um fator anti-inflamatório, se

considerarmos a secreção de citocinas pró-inflamatórias como um paradigma sobre

inflamação. Neste contexto, TGF-b inibe a secreção de IL-1b, TNF-a,  GM-CSF e IL-8

mesmo na presença de LPS (Li et al., 2006). Se utilizarmos a ocorrência de migração

celular como um dogma do processo pró-inflamatório, a citocina TGF-b tem uma

potente atuação quimiotática para monócitos e neutrófilos, seja pela atuação direta

através da indução de moléculas de adesão ou através da estimulação para a liberação

de Metaloproteinases (MMPs), as quais permitem um aumento da permeabilidade

vascular (Li et al., 2006; Nathan, 2002). Neste aspecto, dois estudos sugerem que o

tratamento com o 100 ng/mL de Tat pode induzir a expressão de metaloproteinase-9

(MMP-9) por monócitos, e que o fenômeno é mediado pela ativação de NF-kB (Kumar

et al., 1999; Lafrenie et al., 1996). É importante frisar que MMP-9 aumenta a

permissividade à entrada de monócitos infectados pelo HIV-1 no local inflamado

(Vaishnav & Wong-Staal, 1991). Como o Tat estimula a liberação tanto do TGF-b

quanto da MMP-9, isto nos remete a imaginar sobre a possibilidade do Tat potencializar

o recrutamento de monócitos para o local onde o HIV-1 está replicando. Reforçando

este pensamento está o fato do Tat estimular a produção de quimiocinas por células

dendríticas (Izmailova et al., 2003). No trabalho conduzido por Izmailova, os autores

demonstraram que sobrenadantes de culturas de células dendríticas transfectadas com

Tat eram capazes de recrutar monócitos e linfócitos T ativados (Izmailova et al., 2003).

Através da imunohistoquímica em linfonodos de símios infectados com SIV, estes

autores verificaram que as células dendríticas produziam bastante Proteína

Quimiotática para Macrófago (MCP)-2, a qual também era secretada in vitro por células

dendríticas transfectadas com Tat (Izmailova et al., 2003). Outros trabalhos também

revigoram o pensamento de que Tat pode instigar a atração celular: por exemplo, o

tratamento com o Tat também induz um fenótipo migratório em microglia fetal humana,

via um mecanismo que parece depender da liberação de MCP-1 e MCP-2; tratamento

com Tat é capaz de induzir a quimiocina IP-10 por células dendríticas e por astrócitos

humanos (D'Aversa et al., 2004; Eugenin et al., 2005; Izmailova et al., 2003; Williams et

al., 2009). Em 1998 e em 2000, três grupos reportaram independentemente que a

proteína Tat per se é um potente quimio-atraente para monócitos, células dendríticas e
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mastócitos, pois o Tat apresenta elevada homologia com b-quimiocinas (Albini et al.,

1998; Benelli et al., 1998; de Paulis et al., 2000). Surpreendente também é o fato do

Tat compartilhar receptores com as quimiocinas MCP-1, MCP-3 e eotaxina, e que o Tat

também é capaz de deslocar a ligação de b-quimiocinas dos receptores CCR2 e CCR3

(Albini et al., 1998). Quando camundongos foram implantados subcutâneamente com

esponja de Matrigel (composição química semelhante à matriz extracelular) embebida

em Tat, Benelli e colaboradores verificaram alta concentração de monócitos aderidos a

esta esponja, sugerindo que o Tat promove migração de monócitos in vivo (Benelli et

al., 1998). Nestes estudos supracitados, assim como os realizados por nós, o Tat

utilizado foi sempre o do subtipo B (que é o subtipo prevalente nas Américas, Europa

Ocidental, Austrália e Japão) (Geretti, 2006). Contudo, o Tat viral de variantes do

subtipo C (com alta incidência na África, Índia e China) freqüentemente apresenta uma

mutação no aminoácido cisteína da posição 31 (substituição por serina), o que torna

esta proteína incapaz de exercer sua propriedade quimioatrativa (Campbell et al.,

2007). Logo, nós podemos visualizar um sistema coerente em que a infecção celular

pelo HIV-1 (do subtipo B) resulte em liberação contínua da proteína Tat para a matriz

tissular, acarretando em recrutamento de monócitos (normais ou mesmo infectados

com o HIV-1) para o local (e.g. linfonodo) onde está ocorrendo a multiplicação do HIV-1

e da Leishmania. Com  a chegada destes monócitos, o HIV-1 e a Leishmania poderiam

infectar novas células hospedeiras e, conseqüentemente, continuar replicando

ativamente. Altos níveis da citocina TGF-b1 e da quimiocina MCP-1 já foram reportados

na circulação de indivíduos infectados pelo HIV-1 ou em  tecidos linfáticos de macaco

rhesus infectado com SIV (Estes et al., 2007; Floris-Moore et al., 2009; Izmailova et al.,

2003; Wiercinska-Drapalo et al., 2004), o que nos faz acreditar que a replicação de

tripanossomatídeos pode ser favorecida diretamente (através da presença de TGF-b no

tecido), ou mesmo indiretamente (via recrutamento de monócitos), quando o HIV-1 e o

protozoário estão replicando no linfonodo de pacientes co-infectados.

Nossos resultados apontam para a citocina TGF-b1 como sendo o promotor final

para o crescimento intracelular da Leishmania. Diversos relatos indicam que esta

citocina pode alterar o metabolismo do macrófago a favor do patógeno intracelular,
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fornecendo as condições bioquímicas ideais para o crescimento do microorganismo

(Reed, 1999). Este conjunto de fatores nos fez especular sobre um possível efeito do

Tat na desativação dos mecanismos microbicidas do macrófago, via um desvio para

uma rota bioquímica favorável ao crescimento de protozoários. Com o objetivo de

verificar se macrófagos humanos poderiam eliminar naturalmente um protozoário não

adaptado à vida intracelular, nós incubamos macrófagos com Blastocrithidia culicis (10

protozoários/macrófago) por quatro horas, e o crescimento do tripanossomatídeo foi

avaliado no dia 0 (logo após o término do período de incubação), terceiro e sexto dia

pós-entrada do flagelado. Verificamos que em seis dias, macrófagos normais (não

infectados/tratados) eram capazes de eliminar 75% da entrada (input) inicial do

protozoário Blastocrithidia culicis (figura suplementar S2.1, capítulo 2; os protozoários

não endocitados foram eliminados por lise com soro humano durante 5 minutos (Tuan

& Chang, 1975). A análise microscópica das células coradas para a presença do

protozoário indicou que a percentagem de células infectadas caiu drasticamente,

indicando que o macrófago foi capaz de eliminar os flagelados intracelulares (a

percentagem de células infectadas não está mostrada). Uma razão para isto é o fato do

ciclo de vida da B. culicis desenvolver-se inteiramente em insetos (hospedeiro

invertebrado) e a ausência do crescimento em macrófagos humanos sugere que este

protozoário não está adaptado à vida no interior celular de hospedeiros vertebrados.

Portanto, a infecção de macrófagos com este protozoário nos parece um bom modelo

para o estudo das funções microbicidas desempenhadas naturalmente pelos

macrófagos. Nos experimentos que serão discutidos a seguir, nós escolhemos avaliar o

crescimento do protozoário no terceiro dia pós-infecção, pois neste ponto o macrófago

normal elimina 50% dos parasitas endocitados.

Seguindo uma ordem semelhante ao racional para os estudos com Leishmania,

fomos verificar se macrófagos co-infectados com HIV-1 e B. culicis permitiam o

crescimento/sobrevivência intracelular deste flagelado. Como podemos verificar na

figura 1 do artigo 2 (capítulo 2), o crescimento/sobrevivência intracelular das B. culicis

em culturas de macrófagos infectados pelo HIV-1 triplica em relação ao crescimento do

protozoário em macrófagos não infetados por este vírus. Nestas culturas celulares co-

infectadas, a replicação viral também está amplificada em relação ao macrófago
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infectado somente com o HIV-1, o que sugere uma interferência mútua na replicação

dos patógenos. Este resultado sugere que a capacidade tripanomicida natural está

reduzida nas células co-infectadas, e que a co-infecção determina um ambiente

intracelular mais permissivo à replicação do HIV-1. Nossa próxima etapa foi analisar,

por microscopia eletrônica de transmissão, duas questões fundamentais: se os dois

patógenos podem co-habitar o mesmo macrófago; e se a identificação morfológica do

comportamento da Blastocrithidia permite inferir se o protozoário está sofrendo divisões

binárias. Conforme previamente mencionado na introdução, a B. culicis contém uma

bactéria endossimbionte em seu interior, assim como uma estrutura flagelar apenas.

Para que ocorra a divisão celular, o protozoário é obrigado a duplicar estas estruturas

para posteriormente as repartir igualmente entre as células originadas.

Conforme podemos notar nas micrografias (figura 2, artigo 2, capítulo 2),

macrófagos previamente infectados com HIV-1 (7 dias de infecção) foram expostos a

B. culicis, e o interior celular foi visualizado por microscopia eletrônica de transmissão.

Foi possível identificar os dois patógenos co-existindo na mesma célula hospedeira

(painel A e painel B). A presença de vacúolos contendo elevada quantidade de vírus

também indicou que a célula estava produtivamente infectada pelo vírus (painel A;

setas indicam partículas virais no interior de vacúolos). Contrariamente ao que ocorre

em linfócitos, o HIV-1 produzido por macrófagos apresenta-se maduro, ou seja,

estruturalmente pronto e infectivo (Freed & Martin, 2007). No caso dos linfócitos,

partículas virais brotam sem a formação completa do capsídeo (denominado de

partícula imatura), e a formação completa da estrutura ocorre no meio extracelular

(Freed & Martin, 2007). Em nosso trabalho, a visualização de capsídeos virais (mancha

eletrodensa no interior do vírus) sugere que as partículas virais estão maduras, o que

reforça estudos anteriores sugerindo que macrófagos liberam vírus infectivos (Carter &

Ehrlich, 2008). Também foi possível detectar tripanossomatídeos com estruturas

celulares duplicadas (painel C e D), sugerindo fortemente que o protozoário está

sofrendo divisões. No painel D, podemos visualizar dois endossimbiontes (indicado

pela letra E) diametralmente opostos, assim como duas estruturas flagelares (indicado

pela letra F). Ainda nesta micrografia, é possível observar uma constrição da

membrana, sugerindo uma citocinese, cujas células derivadas teriam um
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endossimbionte e um flagelo cada. Em microscopia de campo claro, pudemos observar

que as B. culicis não assumem formas morfológicas diferentes das que existiam no

início da infecção (dado não mostrado). Na micrografia C, foi possível identificar formas

alongadas do protozoário (forma epimastigota), semelhantes às observadas antes da

infecção. Em conjunto, todos esses dados sugerem que macrófagos podem co-habitar

a B. culicis e o HIV-1, e que o protozoário pode multiplicar-se no interior dos

macrófagos co-infectados.

Na próxima etapa fomos avaliar se o Tat, liberado naturalmente pelas células

infectadas com o vírus, poderia contribuir para o aumento da multiplicação protozoária

nas culturas co-infectadas. Utilizando o modelo do artigo anterior, células foram

infectadas com HIV-1 e após sete dias foram expostas à B. culicis por 4 horas. Após a

remoção das B. culicis não internalizadas pela lise com complemento, anticorpos

policlonais contra a proteína Tat foram adicionados às culturas co-infectadas ou

infectadas com um só patógeno. Após três dias, a análise do índice endocítico indicou

que a neutralização do Tat inibiu fortemente o crescimento do protozoário que

normalmente ocorre em culturas co-infectadas onde não há neutralização desta

proteína. Isto sugere que a multiplicação intracelular do flagelado é devida à presença

do Tat liberado pelas células infectadas com o vírus. Contudo, não era possível

discriminar se o efeito poderia ser promovido diretamente pelo Tat, ou se pela redução

da produção de HIV-1 decorrente da neutralização do Tat. Também não era possível

afirmar se o crescimento da B. culicis dependia do vírus. O próximo passo foi analisar

se a proteína Tat adicionada seria capaz de induzir o crescimento intracelular da B.

culicis em macrófagos infectados somente com este microorganismo.

Como demonstrado na figura 3B (artigo 2, capítulo 2), a exposição ao Tat

permitiu o crescimento da B. culicis, assim como potencializou a replicação observada

para a L. amazonensis. Como controle negativo, nós oxidamos o Tat com peróxido de

hidrogênio, pois este tratamento inativa os efeitos biológicos desta proteína (Badou et

al., 2000; Ensoli et al., 2006; Fanales-Belasio et al., 2002). Este resultado sugere que a

proteína Tat é capaz de promover a multiplicação intracelular de dois patógenos os

quais apresentam ciclos de vida bem distintos. A Leishmania é dixênica e precisa
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crescer no interior de macrófagos quando se encontra dentro do hospedeiro

vertebrado. Porém a Blastocrithidia não cresce em células de organismos vertebrados

e o ciclo de vida está restrito ao inseto hospedeiro. Curiosamente, o Tat é capaz de

promover a replicação de um protozoário que não co-evoluiu para o crescimento em

células de hospedeiros vertebrados. Portanto, é coerente especular que o Tat induza

fatores que beneficiem a replicação intracelular destes monoxênicos. Um destes

fatores poderia ser as poliaminas Putrescina, Espermidina e Espermina, as quais são

essenciais para o crescimento e sobrevivência intracelular de Leishmania e

Trypanosoma (Heby et al., 2007). Por exemplo, a inibição da síntese de putrescina

inibe o crescimento de T. brucei, L. donovani e L. infantum (Heby et al.,  2007).  A

enzima fundamental para a síntese de poliaminas é a Ornitina Descarboxilase (ODC).

Existem duas enzimas importantes para a síntese da Putrescina: a L-Arginase que

converte a L-arginina em Ornitina e a ODC que converte a Ornitina em Putrescina. A

Espermidina e Espermina são formadas a partir da Putrescina (Heby et  al., 2007).

Neste contexto, a atividade da ODC também parece ser importante em

tripanossomatídeos que albergam um endossimbionte: cepas aposimbióticas (onde o

endossimbionte é eliminado por tratamento com antibiótico) de Crithidia deanei, um

tripanossomatídeo pertencente à mesma família da Blastocrithidia, apresentam baixa

atividade da ODC e possuem crescimento ínfimo em meio de cultura, se comparados

às cepas com o endossimbionte intracelular (Frossard et al., 2006). A Arginase, a qual

é fundamental para a produção do substrato para a ODC, pode ser induzida por TGF-b

em macrófagos murinos, resultando em produção acentuada de Putrescina (Boutard et

al., 1995). Logo, é coerente pensarmos que o Tat pode instigar a síntese de poliaminas

via TGF-b. Sabendo da importância da ODC no crescimento tanto da Leishmania

quanto da Blastocrithidia, tentamos analisar a atividade desta enzima em macrófagos

expostos ao Tat ou ao TGF-b, porém não obtivemos êxito nesta empreitada.

Na próxima etapa, incubamos macrófagos infectados com B. culicis na presença

de TGF-b, e analisamos o efeito desta citocina sobre a sobrevivência/replicação

intracelular do protozoário. Conforme observado na figura 4A do segundo artigo, o

tratamento com TGF-b1 promoveu o crescimento intracelular da B. culicis em
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macrófagos primários normais. Como demonstrado na figura 4B, houve uma redução

significativa do crescimento da B. culicis quando as células foram incubadas com Tat

na presença de anticorpos neutralizantes para TGF-b1. Assim como para a

Leishmania, somente a presença do anticorpo não alterou o crescimento do

protozoário, indicando que a redução da proliferação do parasito não se deve a uma

atividade inespecífica do anticorpo. Quando todos os resultados são analisados em

conjunto, podemos constatar que o Tat do HIV-1 desempenha um papel fundamental

para o crescimento intracelular da Leishmania e da Blastocrithidia, e que este efeito

intrínseco do Tat é co-relacionado com a indução de TGF-b1.

Nosso estudo, juntamente com dois outros, sugere que PGE2 induz a secreção

de TGF-b1 (Fadok et al., 1998; Freire-de-Lima et al., 2000). Entretanto diversas

investigações demonstram que o tratamento com TGF-b induz a expressão de COX-2

com conseqüente liberação de PGE2 em macrófagos murinos, em astrócitos, em

neurônios e em células musculares (Freire-de-Lima et al., 2006; Luo et al., 1998; Shen

et al., 2008). Logo, é possível especular que ocorra um ciclo na indução de TGF-b e

PGE2, no qual a presença de um fator controla a síntese do outro, e vice-versa. É muito

provável que a infecção pelo HIV-1 induza diversos fatores endógenos que contribuam

para a secreção de PGE2 e TGF-b. Além do Tat, a produção de PGE2 ou TGF-b

também pode ser estimulada por fatores solúveis, os quais apresentam-se elevados

em linfonodos infectados por HIV-1. Por exemplo, IL-1b é produzido em tecidos

linfóides infectados ex vivo por HIV-1 e pode induzir a expressão de COX-2 com

produção de PGE2 (Dinarello, 2002; Lederman & Margolis, 2008). Já o TGF-b1 pode

ser liberado por macrófagos que reconhecem células apoptóticas, e é inquestionável

que a infecção pelo HIV-1 induz uma apoptose acentuada de linfócitos T CD4+ em

tecidos linfóides (Alimonti et al., 2003; Fadok et al., 1998). Recentemente observamos

que o Fator Inibidor da Migração de Macrófagos (MIF), sabidamente um indutor de

PGE2 (Calandra & Roger, 2003), também está presente em concentrações elevadas

em indivíduos infectados pelo HIV-1, e pode ser liberado por linfócitos infectados com o

vírus in vitro (Regis et al., submetido para publicação). Portanto é possível que Tat, IL-

1b, MIF e reconhecimento de células apoptóticas estejam contribuindo (ou mesmo
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sinergizando) para os elevados níveis de TGF-b e PGE2 observados na circulação de

indivíduos infectados pelo HIV-1 (Griffin et al., 1994; Wiercinska-Drapalo et al., 2004).

Além do grave comprometimento do sistema imune em decorrência da infecção

pelo HIV-1, a presença contínua de um co-patógeno pode reativar células com

infecções latentes pelo HIV-1. Infecção latente pelo HIV-1 já foi descrita em diversos

estudos e ocorre principalmente em células T CD4+ quiescentes e de memória (Han et

al., 2007). As células de memória em repouso, contendo o provirus integrado, podem

sobreviver por um longo período no organismo (Han et al., 2007). Quando estas células

são re-ativadas, diversos fatores de transcrição são novamente expressos, e o

resultado é o retorno da produção viral (Han et al., 2007). Logicamente, a persistência

de um co-patógeno nestes indivíduos portadores de HIV-1 possibilita a ativação e

também re-ativação de uma percentagem elevada de células T CD4+.  A  ativação  de

linfócitos T CD4+ pode culminar em novos alvos celulares para o HIV-1, ou mesmo em

aumento na produção viral quando células T CD4+ de memórias (com provirus no seu

cromossoma) forem reativadas. Neste ano, Nishimura e colaboradores reportaram que

macacos rhesus infectados experimentalmente com SIV apresentam provirus integrado

no genoma de linfócitos T CD4+ virgens (Nishimura et al., 2009). Sabe-se que a

infecção por Leishmania desencadeia uma resposta imunológica intensa, a qual passa

pela ativação de linfócitos T CD4+ e reativação de células de memória (Bogdan, 2008).

Por exemplo, sabe-se que a Leishmania pode permanecer latente em um organismo

infectado (Bogdan, 2008), e a análise de pacientes europeus co-infectados por HIV-1 e

Leishmania revelou que a recidiva da leishmaniose ocorre em maior freqüência do que

novas infecções com o protozoário (Alvar et al.,  2008).  Portanto,  o  retorno  da

proliferação do protozoário, em pacientes co-infectados com os dois agentes

patogênicos, pode promover reativação maciça de células de memória CD4+CCR5+, o

que cria um ambiente altamente permissivo à replicação do HIV-1. Este nosso trabalho

gerou uma série de perspectivas, as quais serão comentadas na seção “perspectivas”

(após a seção “conclusão”).

Os resultados que integram este estudo são os primeiros a demonstrar que uma

proteína do HIV-1 é capaz de aumentar a proliferação intracelular de Leishmania
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amazonensis e Blastocrithidia culicis em macrófagos humanos primários. Este trabalho

é pioneiro na investigação de moléculas do HIV-1 que estimulam a proliferação de

possíveis co-patógenos, e aponta para a necessidade de estudos envolvendo outras

possíveis moléculas do HIV-1. Por exemplo, proteínas gp120 também podem ser

encontradas na circulação de pacientes infectados pelo HIV-1 e modulam a expressão

de certas citocinas (Klasse & Moore, 2004), tornando atrativo o estudo desta molécula

do HIV. Logo podemos sugerir que estratégias que visem neutralizar os efeitos do Tat

(como imunização contra a proteína Tat) podem reduzir a proliferação do vírus e do

tripanossomatídeo em indivíduos co-infectados com HIV-1/Leishmania ou HIV-

1/Blastocrithidia. De fato, diversos autores acreditam que o Tat representa um alvo

potencial para vacina contra o HIV (Ensoli et al., 2006; Ensoli et al., 2008). Este

silogismo baseia-se nas seguintes premissas: seqüências imunogênicas conservadas

entre diferentes subtipos do HIV-1; detecção de Tat na circulação sanguínea, e,

portanto passível de neutralização por anticorpos; indução da secreção de citocinas por

células dendríticas, com potencial polarização para Th1; o papel central na replicação

do vírus (Ensoli et al., 2006). Testes clínicos de imunização contra a proteína Tat

recombinante estão sendo conduzidos por Ensoli e colaboradores (Ensoli et al., 2008).

Resultados preliminares em 27 pacientes portadores do HIV-1, os quais estavam

clinicamente assintomáticos e sem tratamento com HAART, demonstraram que a

injeção de Tat é segura e bem tolerada pelos indivíduos inoculados (Ensoli et  al.,

2008). Além disso, a vacinação instigou uma resposta Th2 em todos os participantes,

inclusive com a formação bem significativa de imunoglobulinas M, G e A contra o Tat

(Ensoli et al., 2008). Atualmente os estudos da estrutura do Tat também têm

despertado interesse na área de endereçamento de nanopartículas para o interior

celular (Berry, 2008; Torchilin, 2008). A proteína Tat do HIV-1 contém uma região

denominada Peptídeo Penetrante de Célula (CPP), constituído do domínio

compreendido entre os aminoácidos 47 ao 57 (Torchilin, 2008). Após a entrada, o Tat

migra para o núcleo, embora ainda não esteja claro como a região peptídica CPP

possibilite a entrada da molécula na célula (Berry, 2008; Torchilin, 2008). Esta

propriedade do Tat permite o endereçamento de compostos farmacológicos para o

interior celular, através da ligação do CPP com o composto de interesse (Berry, 2008;
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Torchilin, 2008). Interessante mencionar que o CPP do Tat conjugado a b-

galactosidase permite que esta enzima atinja diferentes tecidos in vivo, como coração,

fígado, baço, pulmão e músculo esquelético (Torchilin, 2008). Nesta conjuntura,

acreditamos que a interface entre pesquisas clínicas e básicas seja tênue, uma vez que

estratégias terapêuticas necessitam de um embasamento teórico. Embora não existam

bons modelos experimentais para o estudo da infecção pelo HIV-1 in vivo (o modelo

animal com SIV é comparado ao HIV-1 por analogia), acreditamos que os modelos in

vitro possam fornecer algumas evidências para o que acontece no organismo humano

infectado pelo vírus. Um longo caminho ainda precisa ser descortinado para que

possamos compreender os fatores que modulam mutuamente o crescimento do HIV-1

e de um patógeno clássico (Leishmania), ou mesmo de um possível patógeno

(Blastocrithidia). Esta tese representa o primeiro passo nesta iniciativa.
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Conclusões

- A infecção pelo HIV-1 aumenta a replicação intracelular do protozoário L.

amazonensis e permite a replicação do tripanossomatídeo B. culicis em macrófagos

humanos primários co-infectados;

- A neutralização imune do Tat reduz significativamente o incremento da

replicação protozoária instigada pela co-infecção com HIV-1 em macrófagos;

- A adição exógena da proteína Tat recombinante estimula o crescimento

intracelular dos tripanossomatídeos Leishmania e Blastocrithidia;

- A proteína Tat estimula a síntese da COX-2, com conseqüente produção de

PGE2, em macrófagos humanos não infectados;

- A neutralização do TGF-b1, ou da produção de PGE2, reduz a replicação

pronunciada dos tripanossomatídeos em macrófagos expostos à proteína Tat do HIV-1;

- A PGE2 é capaz de promover o crescimento intracelular da Leishmania em

macrófagos humanos, e este efeito depende da liberação de TGF-b1;



Conclusões

101

- Adição de TGF-b1 estimula a replicação intracelular da B. culicis em

macrófagos humanos normais;

- O efeito que o Tat possui na exacerbação da replicação dos protozoários

Leishmania e Blastocrithidia é dependente de TGF-b1.
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Perspectivas

Embora existam relatos clínicos de co-infecção HIV-1 e Leishmania major

(Foulet et al., 2006; Guiguemde et al., 2003), nenhum estudo in vitro procurou

correlacionar a replicação destes dois patógenos em macrófagos co-infectados. Em

2007, nós iniciamos um estudo em colaboração com a Dra Sharon Wahl (National

Institutes of Health, MD, EUA) visando investigar a modulação da enzima APOBEC (um

conhecido fator de restrição à infecção pelo HIV-1) em macrófagos infectador por

Leishmania major ou expostos à molécula Lipofosfoglicana (LPG) da L. major.

Surpreendemo-nos ao verificar que a infecção por L. major era  capaz  de  inibir  a

produção de HIV-1 em culturas de macrófagos humanos co-infectados in vitro. Em

macrófagos humanos primários, o protozoário Leishmania major era capaz de estimular

a síntese de RNA mensageiro para um subtipo de APOBEC (APOBEC3A), sem alterar

a produção dos demais subtipos. A produção de mRNA para APOBEC3A era

transitória, e atingia o pico após 24h da infecção pela Leishmania. Porém a inibição da

produção do HIV-1 era mais precoce, ocorrendo poucas horas após a infecção com L.

major.  Promastigotas de Leishmania interagem com moléculas presentes na

membrana plasmática de macrófagos durante a entrada nestas células hospedeiras, o

que confere uma amplitude de sinalizações intracelulares (Olivier et al., 2005). Baseado

nestas premissas, nós passamos a inferir que a infecção por L. major seria capaz de

reduzir a replicação do HIV-1 em um período bem precoce, provavelmente durante o

processo de invasão do macrófago. Para iniciar a investigação desta hipótese,

decidimos padronizar uma curva em que a Leishmania major fosse exposta ao

macrófago em diferentes momentos: concomitantemente com a infecção pelo vírus; ou

dois dias após a entrada do HIV-1.

Conforme pode ser verificado na figura A (apresentada abaixo), a co-infecção

com L. major acarretou em redução na replicação do HIV-1 em macrófagos que já

estavam produzindo a partícula viral. Quando a L. major foi adicionada no mesmo

momento do HIV-1, nós observamos uma inibição marcante da produção do HIV-1 por

macrófagos infectados há sete dias com o vírus (Figura B). Porém a maior intensidade
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de inibição (~90%) foi verificada quando os macrófagos eram expostos à Leishmania

major no segundo dia pós-entrada do HIV-1 (48 horas). Considerando que já ocorre

integração do HIV-1 no 2º dia pós-infecção viral, ou mesmo pelo fato da L. major inibir a

produção viral em macrófagos que já estavam produzindo HIV-1, nós acreditamos que

a interação da L. major com o macrófago não altera a integração do cDNA viral no

genoma celular.

Figura A                                                     Figura B
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Inibição da replicação do HIV-1 pela L. major. (Fig A) Macrófagos humanos primários (oriundos de monócitos do
sangue)  foram  infectados  com  HIV-1  por  2  horas  e,  após  sete  dias,  as  células  foram  infectadas  com L. major (3
parasitos/macrófago). As culturas foram lavadas com PBS por 2X, meio fresco foi re-adicionado e alguns poços foram tratados
com IFN-a à 10ng/mL. Após 24 horas, os sobrenadantes da cultura foram recolhidos e a produção do HIV-1 foi quantificada por
ELISA comercial para o p24. Barras representam média ± erro padrão da média de 2 doadores; (Fig B) Culturas de Macrófagos
humanos foram infectadas com HIV-1 por 2 horas, lavadas com PBS por 2X, e meio fresco foi re-adicionado. Algumas culturas
foram co-infectadas com Leishmania major (3 parasitos/macrófago) logo após as 2 horas de interação das células com o HIV-1
(primeira barra) ou mesmo após 48 horas da infecção com o vírus (segunda barra). A replicação do HIV-1 foi avaliada por ELISA
após 7 dias da infecção pelo vírus. Os dados representam as médias ± erro padrão da média (n=2) de percentagens de inibição
da replicação do vírus em relação aos valores absolutos de p24 dos macrófagos infectados somente com HIV-1.

Conforme citado no parágrafo anterior, promastigotas de Leishmania disparam

uma cascata de sinalizações intracelulares quando se ligam a certas moléculas
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presentes na membrana de macrófagos. Uma destas moléculas é o receptor do tipo

Toll (TLR) – 2, o qual pode interagir com formas promastigotas de Leishmania major ou

mesmo com moléculas de Lipofosfoglicana (LPG) presentes na membrana destas

espécies de parasitos (de Veer et al., 2003). Nosso laboratório tem resultados

demonstrando que o Zymosan, um carboidrato proveniente da parede de fungo, é

capaz de inibir a replicação do HIV-1 em macrófagos. Assim como o LPG, Zymosan

também é reconhecido pelo TLR-2, o que nos faz hipotetizar que a inibição da

replicação do HIV-1 em macrófagos expostos à Leishmania major seja decorrente da

interação do LPG do protozoário com o TLR-2 na membrana plasmática do macrófago.

Nós procederemos com experimentos utilizando LPG purificado, ou com LPG

purificado na presença de anticorpos antagonistas para TLR-2 humano, com intuito de

avaliar se ocorre inibição da replicação do HIV-1. Em paralelo, nós realizaremos estas

mesmas condições em L. amazonensis, pois esta espécie de Leishmania promove um

incremento da replicação viral. Uma vez que as moléculas LPGs variam entre espécies

de Leishmania (a variação ocorre principalmente no domínio glicídico da molécula)

(Beverley & Turco, 1998), é plausível especular que moléculas LPGs de L.

amazonensis possam não ser reconhecidas por TLR-2, ou mesmo por outro receptor

na membrana do macrófago. Partindo do pressuposto que a proteína adaptadora

MyD88 é fundamental para a sinalização de TLR-2, e de que desempenha um

importante papel quando a Leishmania é reconhecida por TLR-2 (de Veer et al., 2003),

também pretendemos investigar a participação do MyD88 no processo de inibição da

replicação do HIV-1 em macrófagos expostos à forma promastigota de Leishmania, ou

tratados com LPGs provenientes de L. major ou L. amazonensis.

Em 1890, Robert Koch foi o primeiro a definir patogenicidade quando formulou o

postulado sobre microorganismos causadores de doenças (Falkow, 1988). Segundo

Koch, o inóculo destes microorganismos em um animal saudável deve causar doença

(s). Entretanto, o quadro clínico de imunossupressão permite o estabelecimento de

patógenos oportunistas os quais não se encaixam neste postulado de Koch. Desde a

identificação da AIDS no início dos anos 80, os médicos e pesquisadores sempre

reconheceram que infecções oportunistas podem agravar o quadro clínico da infecção

pelo HIV-1. Por esta razão, as co-infecções entre HIV-1 e outros patógenos (ou
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possíveis patógenos) jamais perderão enfoque ao longo dos anos. Nós acreditamos

que o estudo das co-infecções HIV-1/protozoários mereça destaque, principalmente em

nosso país onde a presença destes patógenos é elevada e endêmica. Estudar como

um tripanossomatídeo interfere na replicação do HIV-1, e vice versa, contribui para a

formulação de possíveis estratégias terapêuticas para a co-infecção, ou mesmo para

as infecções isoladas. Por exemplo, o estudo de como a L. major promove uma

sinalização intracelular capaz de reduzir a replicação do HIV-1 em macrófagos pode

ser interessante no desenvolvimento de compostos com atividade anti-retroviral. Por

fim, nós acreditamos que a infecção pelo HIV-1, e a respectiva repercussão no sistema

imune, pode levar ao surgimento de doenças nunca vistas, tornando difícil prever quais

são os microorganismos potencialmente perigosos para o ser humano.
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Co-autoria de trabalho realizado durante a tese

Título: Interaction of Macrophages with Apoptotic Cells Enhances HIV Type 1

Replication Through PGE2, PAF, and Vitronectin Receptor.

Publicado em: AIDS Research and Human Retroviruses 2006, 22(8):763-69

Autores: Rosângela Gomes Lima, Letícia Moreira, Joana Paes Leme, Victor Barreto de

Souza, Hugo Caire Castro Faria Neto, Patrícia Torres Bozza, Dumith Chequer Bou-

Habib.

Objetivos do Estudo: Neste estudo investigamos a participação de Prostaglandina E2

(PGE2), do Fator de Ativação Plaquetária (PAF) e do receptor de Vitronectina no

aumento da replicação do HIV-1 em conseqüência do reconhecimento de células

apoptóticas por macrófagos humanos primários. Demonstramos que a adição de PGE2

e de PAF foi capaz de aumentar a produção de HIV-1 por macrófagos, e que o

antagonista do receptor de PAF, assim como o inibidor farmacológico da Ciclo-

oxigenase (COX-2), reverteram o aumento da replicação viral instigada pelo

reconhecimento de células apoptóticas por macrófagos. Também reportamos que o

receptor de Vitronectina é importante para a fagocitose de células apoptóticas neste

modelo, e que a estimulação deste receptor induz o aumento da produção viral.
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