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RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Victor Barreto de Souza Brasil Silva

Protozoarios parasitos aparecem como co-patdgenos em infecgbes pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV)-1, resultando em um aumento mutuo na replicagdo viral e parasitaria, e
facilitando a progressao clinica de ambas as doengas. Os mecanismos pelos quais o HIV-1 induz um
aumento na replicagdo do protozoério sdo desconhecidos. Neste trabalho, nés investigamos o papel do
HIV-1 e da proteina trans-ativadora (Tat) do HIV-1 no aumento da replicagao parasitaria em macrofagos
humanos primarios co-infectados ou ndo com HIV-1 e Leishmania amazonensis ou com HIV-1 e
Blastocrithidia culicis. Em alguns experimentos, macrofagos foram infectados somente com L.
amazonensis ou B. culicis e expostos a proteina Tat recombinante do HIV-1. As replicagcbes dos
protozoarios e do HIV-1 foram analisadas por indice endocitico ou ensaio imunoadsorvente ligado a
enzima (ELISA) para p24, respectivamente. A infecgao pelo HIV-1 dobrou a replicagdo da Leishmania
em macrofagos, e soro contra o Tat do HIV-1 reduziu significativamente a replicagdo exacerbada do
protozoario, indicando uma importante fungcéo desta proteina, a qual é liberada pelas células infectadas
com HIV-1, neste processo. Corroborando estes resultados, a exposicdo de macréfagos infectados
somente por Leishmania ao Tat recombinante (100 ng/mL) mimetizou a infecgdo pelo HIV-1. A
multiplicagédo do protozoario diminuiu quando células infectadas por Leishmania foram tratadas com Tat
na presenga de anticorpos neutralizantes contra o Fator de Crescimento e Transformagao (TGF)-p1,
demonstrando a participacdo desta citocina no aumento da replicagdo da L. amazonensis em
macroéfagos. O tratamento com Tat induziu a expressdo da enzima Ciclo-oxigenase (COX)-2 e a
secregdo de Prostaglandina E, (PGE;), e o bloqueio da produgdo de PGE, aboliu o aumento da
replicagao da Leishmania induzida por Tat. Adigdo exogena de PGE, estimulou o crescimento da
Leishmania em macrofagos, e a neutralizagdo imune de TGF-B1 abrandou este efeito. Analisados em
conjunto, nés concluimos que Tat estimula a replicagdo da Leishmania via indugéo da sintese de PGE; e
consequentemente secregdo de TGF-B1. Para avaliar se a infecgdo pelo HIV-1 desativa a atividade
microbicida do macréfago, células infectadas com HIV-1 foram co-infectadas com um protozoario ndo
patogénico (Blastocrithidia culicis), e nés observamos que a infecgdo pelo HIV-1 favoreceu a
sobrevivéncia deste tripanossomatideo. Por microscopia eletrdnica, nds verificamos que tanto o HIV-1
quanto a B. culicis co-habitavam um mesmo macréfago, e que formas em divisédo do protozoario podiam
ser observadas no interior de macréfagos. De forma similar aos encontrados nos experimentos com
Leishmania, o Tat ou o TGF-1 dobraram o crescimento do protozoario em macréfagos infectados
somente por Blastocrithidia. Em conclusao, nds identificamos, pela primeira vez, uma molécula do HIV-1
que promove a multiplicagdo de um protozoario patogénico (Leishmania), e permite a
sobrevivéncia/crescimento em macréfagos humanos primarios de um protozoario habitualmente nao
patogénico. Uma vez que a neutralizacdo imune do Tat tem sido estudada como uma estratégia de
vacinagéo contra o HIV-1, nossos resultados sugerem que a neutralizagcao desta proteina também pode
ser salutar no combate ao protozoario em casos de co-infecgao.
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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)-p1
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 E, (PGE,) secretion, and blockage of PGE, production abrogated the increased
Leishmania replication induced by Tat. Exogenous addition of PGE; elicited Leishmania replication in
macrophages, and immunoneutralization of TGF-1 blunted this effect. Taken together, we deciphered
that Tat stimulates Leishmania replication via induction of PGE, synthesis and consequently TGF-31
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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Lista de Abreviaturas

AIDS - Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Acquired Immunodeficiency Syndrome)
ALKs — Cinase semelhante ao receptor de Activina 5 (Activin receptor-Like Kinase 5)
AP — Proteina Ativadora (Activator Protein)

APOBEC — Enzima Catalitica da edicdo de RNA mensageiro para Apolipoproteina B (Apolipoprotein B

mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide)

Bcl-2 — Linfoma de célula B-2 (B-cell lymphoma-2)

bFGF — Fator basico para crescimento de fibroblasto (basic Fibroblast Growth Factor)
BSA — Albumina de soro bovino (Bovine Serum Albumine)

CCR — Receptores de Quimiocina do tipo CC

CD - Grupo de Diferenciacdo (Cluster of Differentiation)

CDK - cinase dependente de ciclina (Cyclin-Dependent Kinase)

cDNA - Acido Desoxi-Ribonucléico complementar (complementary Deoxyribonucleic Acid)
COX — Ciclo-oxigenase (Cyclooxygenase)

CPP - Peptideo Penetrante de Célula (Cell-Penetrating Peptides)

CRF — Formas recombinantes circulantes (Circulating Recombinant Forms)

CTD - Dominio carboxi-terminal (Carboxi-Terminal Domain)

CTL — Linfdcito T Citotoxico (Cytotoxic T Lymphocyte)

CTLA-4 — Antigeno de Linfdcito T Citotdxico-4 (Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4)
CXCR — Receptor para quimiocina do tipo CXC

CYCT1 - ciclina T1 (Cyclin T1)

D — aminoacido Aspartato
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DC — Célula Dendritica (Dendritic Cell)

DC-SIGN — Nado-integrina de captura Intercelular especifica de Célula Dendritica (Dendritic Cell-Specific

Intercellular Grabbing Non-integrin)

DMEM - Meio Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco’s modified Eagle's medium)
DNA — Acido Desoxi-Ribonucléico (Deoxyribonucleic acid)

ELISA - ensaio imunoadsorvente ligado a enzima (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
Env — Envelope

ESCRT- Complexo para separacdo do endossoma requerido para transporte (Endosomal Sorting Complex

Required for Transport)

FAK — Cinase de adesdo focal (Focal Adhesion Kinase)

Fas — Molécula de superficie celular associada ao Fibroblasto (Fibroblast-Associated cell-Surface)
FasL — Ligante da molécula Fas

g—grama

G - Gravidade

GALT - Tecido Linfdide Associado ao Instestino (Gut Associated Lymphoid Tissue)

gp — Glicoproteina

HAART — Terapia anti-retroviral altamente ativa (Highly Active Antiretroviral Therapy)

HEPES — Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazineethanesulfénico (4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid)

HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana (Human Immunodeficiency Virus)
HLA — Antigeno Leucocitario Humano (Human Leukocyte Antigen)

HMM — Alta massa molecular (High Molecular Mass)

ICAM — Molécula de adesdo intercelular (Intercellular Adhesion Molecule)

IFN — Interferon

xiii



Ig — Imunoglobulina

IL - Interleucina

iNOS — Oxido Nitrico Sintase induzida (inducible Nitric Oxide Synthase)

IP-10 — Proteina de 10 kDa indutora de Interferon (interferon inducible protein of 10 kDa)
IRF — Fator regulador do Interferon (Interferon Regulatory Factor)

JAK — Cinase Janus (Janus Kinase)

K —aminoacido Lisina

kDa — Kilo Dalton

L - litro

LAL — Lisados de Amebdcitos do Limulus (Limulus amoebocyte lysate)

LAP - Peptideo Associada a Laténcia (Latency-Associated Peptide)

LE — Endossoma Tardio (Late Endosome)

LMM — Baixa massa molecular (Low Molecular Mass)

LPG — Lipofosfoglicana

LPS — Lipopolissacarideo

LTR — Repeticdo terminal longa (Long Terminal Repeat)

M@ - Macroéfago

M — Molar

MALT - Tecido Linféide Associado a Mucosa (Mucosa Associated Lymphoid Tissue)
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O Virus da Imunodeficiéencia Humana e a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é o agente etiolégico da Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) a qual & caracterizada por uma profunda
imunossupressdo associada a infecgbes oportunistas, tumores malignos e
degeneragao do sistema nervoso central (Dybul et al., 2003; Pantaleo & Fauci, 1995).
Nas mais de duas décadas apds o aparecimento dos primeiros casos de AIDS, o
numero de individuos acometidos pela infeccdo pelo HIV alcangou proporcoes
pandémicas. Em 2007, estimou-se que aproximadamente 33 milhdes de pessoas
estavam infectadas pelo HIV em todos os locais do mundo, sendo que houve a
ocorréncia de 2,7 milhdes de novas infecgdes e dois milhdes de oObitos relacionados a
presenca do virus no ultimo ano (UNAIDS, 2008).

O HIV é classificado como membro da familia Retroviridae, subfamilia
Lentivirinae, caracterizado por possuir uma enzima denominada transcriptase reversa.
Dois tipos de HIV sao hoje identificados, o tipo 1 e o tipo 2 (HIV-1 e HIV-2), que sdo
classificados em grupos e subtipos, com distribuicdo geografica 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 distribui¢ao é irrestrita pelo mundo. O HIV-2 foi isolado em
1986 (Clavel et al., 1986) e é encontrado na Africa Ocidental e em algumas regides da
Europa e, menos freqiientemente, em outras regides do mundo, como india 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 terco de pessoas infectadas por este virus em nosso continente, e a incidéncia da
infecgdo ainda permanece elevada, com 19,5 casos por 100 mil habitantes (Ministério-
da-Saude/Brasil, 2008)
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O HIV-2 e o HIV-1 s&o virus similares, ainda assim o HIV-2 &€ menos patogénico
do que o HIV-1 (Freed & Martin, 2007). A transmissao sexual do HIV-2 é menos
frequente do que a do HIV-1 e a sua transmisséo 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 definigao clinica
de pacientes n&o-progressores, ou seja, nao foi detectado qualquer sinal de progressao
para a doenga AIDS nesses individuos (Freed & Martin, 2007)

Analises filogenéticas de sequéncias provirais do HIV-1 revelaram dois grandes
grupos geneéticos, o M (main) e o O (outlier). O raro grupo O esta concentrado no leste
Africano. No grupo M, variantes do HIV-1 s&o classificadas como subtipos, os quais
sdo denominados com letras (atualmente designados de A a 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 existéncia de um isolado viral do HIV-1 ndo 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 Lentivirus 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 trés grupos e todos seus subtipos se
originaram na Africa central (Dybul et al., 2003). O subtipo B é o mais prevalente nas
Américas (>80%), Europa e Australia, ao passo que as formas F (8%) e C (1,5%) estéao
em menor propor¢do nestas populagbes. Também ocorrem formas recombinantes
circulantes (CRFs), as quais possuem segmentos gendémicos 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-infecgdes de um mesmo individuo 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 incidéncia do subtipo C vem crescendo
rapidamente no Brasil, Africa e Asia oriental, ja atingindo perto de 8% dos casos de
pacientes infectados por HIV-1 em nosso pais (Bello et al., 2008; Dybul et al., 2003a;
Freed & Martin, 2007).
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Classificacdo

Subtipos

Sub-subtipos

Formas Recombinantes

Circulantes (CRFs)

ClassificagOes Filogenéticas do HIV-1
Definicao
Cepas de HIV-1 geneticamente relacionadas
que sdo essencialmente equidistantes

filogeneticamente

Linhagens distintas dentro de um subtipo

Cepas mosaicas com segmentos gendmicos
de diferentes subtipos. Resultado de recom-
binagcdo entre subtipos de HIV-1 em um mesmo

individuo co-infectado por subtipos distintos

Exemplos
Subtipos A, B, C, D

F,G,H,J K

A1, A2, A3, A4, F1, F2

43 fomas descritas:
CRFO1_AE, CRFO2_AG

Os recombinantes devem
ser descritos em pelo
menos 3 pessoas sem
ligacdo epidemioldgica
direta e precisam ser
transmitidos entre pes-

soas

Figura 1. Classificacbes 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 sémen e leite materno, ou por sangue/derivados contaminados com o

virus (Galvin & Cohen, 2004). Atualmente a transmissdo sexual responde pela maior
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parte dos casos de novas infeccdes e aproximadamente 30-40% de novos casos de
infecgcdo em mulheres ocorre através do coito vaginal (Hladik & McElrath, 2008). Neste
aspecto, a quantidade de virus no sangue (viremia) do individuo infectado parece ser
altamente relevante para a chance de transmissdo do HIV-1 (Galvin & Cohen, 2004).
Estima-se, por modelos matematicos e frequéncia de casos, que a chance de
transmissdao 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 evidéncias, o tratamento anti-retroviral também é
importante para reduzir a transmissdo do virus, uma vez que os medicamentos
utilizados reduzem drasticamente a quantidade de virus circulante (Galvin & Cohen,
2004). Por exemplo, a transmiss&o heterossexual do HIV-1 ndo foi observada quando a
viremia era menor do que 1.500 cépias por mililitro (Galvin & Cohen, 2004). Na
transmissao 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 intersticios entre as células epiteliais (Hladik & McElrath, 2008).
A mucosa cervico-vaginal contém um grande numero de células CD4"/CCR5" que
podem ser diretamente infectadas pelo HIV (Veazey et al., 2001). Diversos aspectos da
infeccdo por HIV-1 podem ser inferidos por analogia com o modelo de simio infectado
experimentalmente com o Virus da Imunodeficiéncia Simia (SIV). Foram encontradas
células produtivamente infectadas na mucosa vaginal de macacos rhesus expostos ao
Virus da Imunodeficiéncia Simia (SIV) por via vaginal, sugerindo que o HIV-1 pode
expandir-se durante trés dias ainda na mucosa endocervical, antes de atingir outros
sitios no corpo (Miller et al., 2005; Zhang et al., 1999). Também utilizando este modelo
experimental, verificou-se que o SIV atingia as células dendriticas da mucosa vaginal
apoés inoculagdo do virus neste sitio, o que indica um importante papel das células
dendriticas (DC) no estabelecimento da infeccdo (Hu et al., 2000). Diversas evidéncias
sugerem que o HIV é carreado para diferentes tecidos corporeos através das células
dendriticas. Um estudo in vitro demonstrou que células de Langerhans (uma sub-
populacdo de células dendriticas) presentes em explantes de epitélio vaginal escamoso
podem capturar o HIV-1 e migrar com o virus para fora do tecido (Hladik et al., 2007).
Diversos estudos demonstram que células dendriticas (DC) podem transferir o HIV-1
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diretamente para linfécitos T CD4" durante a apresentagédo antigénica ou mesmo na
interagao inespecifica entre estas células, demonstrando que a célula dendritica pode
transportar o HIV-1 para outras tecidos e promover infecgdo in trans de linfécitos T
CD4" (Cavrois et al., 2008; Hladik & McElrath, 2008). Desta forma o HIV pode atingir
um dos principais sitios de replicagao, os linfonodos. Diferentes estudos sugeriram
duas formas diferentes pelas quais as DCs sdo capazes de infectar linfécitos T CD4".
Alguns relatam que as DCs sdo capazes de endocitar o HIV-1 via ligacdo da gp120
com moléculas DC-SIGN, permanecer com os virions intactos no interior de vesiculas
endossomais e transmiti-los (via exocitose do virion) a linfocitos T CD4" durante a
sinapse entre DC e estas células. Outros relatos indicam que o HIV permanece aderido
a DC-SIGN membranar e ¢ transmitido para T CD4" sem a necessidade de
internalizac&do do virus (Cavrois et al., 2008). Algumas evidéncias também suportam
uma infecgdo 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, Minch e
colaboradores parcialmente elucidaram como a transmissdo do HIV-1 pode ser
favorecida pelo sémen: os autores demonstraram que fibrilas amieldides, presentes no
sémem humano, podem capturar o HIV e prendé-los em células alvo, facilitando em 5
ordens de magnitude o processo de infeccdo ou de captura do virus por células
dendriticas (Munch et al., 2007). Levando-se em consideragdo que apenas uma
particula 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 alcangar a célula-alvo, pode
desvendar o mecanismo pelo qual este virus consegue infectar células in vivo apos a

relacdo sexual (Roan & Greene, 2007).

O HIV-1 sé6 infecta seres humanos e tem como importante caracteristica se
manter por longo periodo replicando-se nos tecidos linféides sem induzir as tipicas
manifestagdes clinicas associadas a AIDS. A particula viral infectiva (virion) é esférica
e apresenta um envelope lipoprotéico formado por uma bicamada lipidica, 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 estdo inseridas as glicoproteinas organizadas em trimeros. Cada
mondmero glicoprotéico € formado por duas subunidades, uma glicoproteina de 41KDa
(gp 41), transmembranar, e uma glicoproteina soluvel de 120 KDa (gp 120), que esta
ancorada a gp 41 e localizada externamente a particula viral (Freed & Martin, 2007).
Ambas sao originadas de um precursor comum, a glicoproteina gp 160, de 160 KDa,
que é clivada durante a maturagao viral (Freed & Martin, 2007). Em sua porgao interna
o virion possui um core cbénico, composto pela proteina do capsideo (p24). O capsideo
alberga o genoma do HIV, que esta associado a proteinas do nucleocapsideo (p7), e
as enzimas transcriptase reversa, integrase e protease (Freed & Martin, 2007). Em
torno dessa estrutura encontra-se uma matriz protéica formada pela proteina p17
(Freed & Martin, 2007). Com o uso de ensaios de ELISA (imunoadsorventes ligados a
enzima) comercial, é possivel medir a produgdo de HIV-1 por células, através da
quantificacdo da concentracdo das proteinas p24 oriundas dos virus presentes no

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

Um dimero de Acido Ribonucléico (RNA) compde o genoma do HIV-1 (Freed,
2001). O Acido Desoxi-Ribonucléico (DNA) proviral é formado apds a transcricdo
reversa do RNA gendmico viral e apresenta, em suas extremidades, sequéncias
chamadas Repeticdes Terminais Longas (LTR) -3' e LTR-5' (Freed, 2001; Freed &
Martin, 2007). Entre as extremidades 5' e 3' do genoma s&o encontrados trés genes
comuns aos retrovirus: gag (antigeno especifico do grupo) que codifica uma poli-
proteina precursora Pr55Gag, que é clivada pela protease viral dando origem as
proteinas p17, p24, p7 e p6; pol (polimerase) que codifica também uma poli-proteina
precursora , a Pr 160 GagPol , que é clivada pela protease dando origem as enzimas
transcriptase reversa, protease e integrase; e env (envelope) que codifica a proteina do
envelope gp160 (Freed, 2001; Freed & Martin, 2007). Além desses genes, ha mais seis
outros: tat (transativador de transcrigdo), rev (regulador do virion), nef (efetor negativo),
vpu (proteina u viral), vpr (proteina r viral) e vif (fator de infectividade viral) (Peterlin &
Trono, 2003). Uma representacdo esquematica da particula viral madura esta
representada na figura 1.
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Figura 2: Representacdo esquemdtica de uma particula viral madura do HIV-1. A particula viral é cercada por uma bicamada
de membrana lipidica oriunda de membranas celulares da célula-hospedeira. No caso dos virus oriundos de linfocitos T b4’ 0
envoltério viral é derivado da membrana plasmatica, através do brotamento dos virions. Em macrdéfagos, ainda ndo estd bem
definido qual é a origem do envoltério viral. No envoltdrio viral encontramos o complexo protéico gp160, o qual é formado por
trimeros de gp120 ancorados por proteinas gp41. Este complexo protéico é comumente chamado de envelope viral ou Env. No
interior da particula madura, podemos visualizar a matriz formada por proteinas p17. Na regido mais interior encontra-se o
capsideo viral, o qual é formado primariamente por proteinas p24. No interior do capsideo encontramos o material genético do
virus, 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 proteina Tat é critica para uma eficiente produgao de transcritos virais a partir
dos LTRs do HIV-1, e € 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 nucleo para o citoplasma) de RNAs virais que sofreram poucos ou
nenhum processamento (splicing), o que permite a tradugdo de varias proteinas do
virus (Li et al., 2005b; Malim & Emerman, 2008). A Vpu aumenta a liberagdo de
particulas virais durante a replicagao viral, promove a degradag¢ado da molécula CD4 no
reticulo endoplasmatico da célula hospedeira e reduz a expressao dos Complexos
Principais de Histocompatibilidade (MHCs) classes | e Il na superficie celular. Essa
degradacgao contribui para liberagdo da gp 160 de complexos Env-CD4 no reticulo

endoplasmatico, aumentando a disponibilidade da glicoproteina Env para transporte a
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superficie celular, além de atenuar a resposta imune através da reducédo de MHC
membranar (Li ef al., 2005b; Malim & Emerman, 2008; Peterlin & Trono, 2003).
Recentemente foi proposto que a proteina Vpu promove a liberacdo do virus da
superficie celular de células T CD4" ao neutralizar o efeito de retengéo da particula viral
na membrana exercido pela proteina Teterina (CD317) (Malim & Emerman, 2008; Neil
et al., 2008). O gene vpr codifica uma proteina que é incorporada a particula viral e,
apos a transcrigdo reversa, auxilia no direcionamento do complexo pré-integracao (PIC)
para o nucleo através da interagao da proteina Vpr com microtubulos do citoesqueleto.
A proteina Vpr também parece mediar uma etapa que permite a entrada do complexo
pré-integracéo (PIC) no nucleo, além desta proteina provocar uma interrupgéo na fase
G2 do ciclo celular (Li et al., 2005b). Ainda ndo esta claro se existe alguma vantagem
neste processo de interferéncia no ciclo celular, mas um estudo sugere que a
transcricdo do HIV-1 pode ser mais ativa na fase G2 (Goh et al., 1998). A proteina Vif
aumenta a transcricdo reversa e é essencial para a replicagdo do HIV-1 em PBMCs,
macrofagos e algumas linhagens de células T (Malim & Emerman, 2008). Virus
mutantes para vif ndo se replicam em células contendo uma citidina deaminase
chamada Enzima Catalitica da edicdo de RNA mensageiro para Apolipoproteina B 3G
(APOBEC3G), a qual funciona como um fator celular anti-retroviral inato pois induz
mutagdes pontuais no genoma do HIV (Chiu & Greene, 2008; Malim & Emerman,
2008). A proteina Nef € uma das primeiras a ser detectada pods-infecgdo da célula
hospedeira. A proteina Nef aumenta a infectividade viral, além de promover a reducéo
da expressao da molécula CD4 na superficie celular (permitindo a incorporagéo de env
e o brotamento da particula viral, uma vez que CD4 inibe esse processo). Esta proteina
também é capaz de reduzir a expressdo membranar de MHC de classe | e CD28,
contribuindo para a evasé&o do virus a resposta imune do hospedeiro (Li et al., 2005b;
Malim & Emerman, 2008).

No inicio da epidemia da AIDS foi observado que as células contendo CD4 eram
suscetiveis a infeccéo pelo virus (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 retrovirus identificado
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(Dalgleish et al., 1984; Klatzmann et al., 1984; Maddon et al., 1986). Logo apos a
identificacdo da molécula CD4 como o receptor para a entrada do HIV na célula,
estudos posteriores reportaram que somente este receptor ndo respondia por todo o
processo de fusdo e entrada do virus. Essa conclusdo baseou-se em parte na
observacado de que certos isolados virais apresentavam tropismo variado por células
contendo CD4. Alguns isolados se replicavam eficientemente em macrofagos 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 responsaveis pelo tropismo diferencial de certos isolados virais
(Alkhatib et al., 1996; Choe et al., 1996; Deng et al., 1996; Doranz et al., 1996). Desde
entdo, virus com tropismo para CCRS5 ficaram conhecidos como virus R5-tropicos (ou
simplesmente RS5), e os com tropismo para CXCR4, X4-tropicos (ou simplesmente X4).
Isolados que tenham tropismo para os dois co-receptores sdo chamados de duplo-
tropicos ou R5X4-trépicos. A identificagdo dos co-receptores do HIV-1 foi antecedida
pelo achado de que as beta-quimiocinas RANTES, Proteina Inflamatoria de
Macrofagos (MIP)-1a e MIP-1B bloqueavam a infecgdo por isolados monocitotrépicos
(Cocchi et al., 1995). A importancia dos co-receptores in vivo € ilustrada por estudos
demonstrando que individuos homozigotos para o alelo mutante de CCRS, CCR5/delta
32 (ccrbA32), o qual codifica a proteina truncada e n&do expressa na membrana
plasmatica, sdo altamente resistentes a infec¢do por isolados R5-tropicos (Dean et al.,
1996; Liu et al., 1996; Samson et al., 1996).

O ciclo replicativo do HIV-1 é bastante complexo e envolve a participacdo de
diversas proteinas da célula hospedeira. Para termos idéia da complexidade das
proteinas celulares envolvidas neste ciclo, recentemente dois estudos independentes
reportaram mais de 250 genes participantes do processo de replicagdo do HIV-1 na
célula: utilizando técnicas de silenciamento génico (através de pequenos RNAs de
interferéncia — siRNA), Brass e colaboradores (2008) relataram mais de 250 fatores
celulares envolvidos na replicagdo do HIV-1, enquanto Koénig et al. (2008)

demonstraram o efeito de 213 genes atuando somente nos processos iniciais da
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infeccéo viral (Brass et al., 2008; Goff, 2008; Konig et al., 2008). A infeccdo inicia-se
pela ligagdo da gp120 viral ao CD4 de células-alvo suscetiveis, 0 que promove uma
mudancga da conformacgéo estrutural da gp120, com consequente aumento da afinidade
pelo co-receptor CCR5 (no caso dos virus R5) ou CXCR4 (no caso dos X4).
Resumidamente, o processo de ligagdo do virus a célula e a entrada na mesma
seguem as seguintes etapas: primeiro, a gp120 viral liga-se ao CD4 na superficie
celular; esta ligacdo permite a exposi¢céo de sitios que estavam cripticos os quais s&o
fundamentais para ligagdo ao co-receptor. Este complexo formado por CD4-gp120-co-
receptor sofre uma alteragdo conformacional, o que acarreta a exposigcdo da gp41. A
gp41 insere-se na membrana plasmatica, levando a fusdo do envelope viral com a
membrana celular (Freed, 2001; Greene & Peterlin, 2002; Peterlin & Trono, 2003). E
essa fusdo que permite o acesso do capsideo viral ao citoplasma, sendo a gp41,
portanto, vital ao processo infeccioso. As primeiras descrigdes da entrada do HIV na
célula sdo datadas de mais de 20 anos atras, porém alguns processos da fusdo do
envelope viral com a membrana plasmatica s&o ainda questionados (Uchil & Mothes,
2009). Neste ano, Miyauchi e colaboradores sugeriram que o HIV-1 entra na célula
primordialmente por endocitose mediada pela ligagdo da gp120 viral com o CD4 da
célula-alvo (Miyauchi et al., 2009). Ao contrario dos postulados que sugerem a fuséo
env-membrana plasmatica, Miyauchi et al. demonstraram que a fusdo do envelope viral
ocorre no endossoma, através da fusdo env-membrana endossomal, e com a
consequente liberagdo do capsideo no interior do citoplasma (Miyauchi et al., 2009;
Uchil & Mothes, 2009). Em 2001, Maréchal e colaboradores ja tinham sugerido que o
HIV-1 se ligava a membrana plasmatica de macréfagos, porém a entrada ocorria
primordialmente por endocitose (Marechal et al., 2001). Independentemente do local
onde ocorre a fusdo viral, apds essa etapa acontece o desnudamento do capsideo e
formacédo de um complexo chamado de complexo de transcricdo reversa, composto por
proteinas do capsideo, proteinas acessorias do HIV, fatores celulares do hospedeiro,
RNA viral e a transcriptase reversa do virus. A transcrigdo reversa € uma das
caracteristicas que definem os retrovirus. Em resumo, é a capacidade de converter os
genomas de RNA em DNA dupla-fita utilizando pequenos oligonucleotideos moldes
(primers) da propria célula infectada. No caso do HIV-1, primers de RNA de
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transferéncia (tRNAs) reconhecem sequéncias complementares no RNA viral,
formando um complexo RNA-RNA. A reacdo de transcricdo reversa € complexa,
envolve mudangas 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 transcricdo reversa. O cDNA é
depois transportado para o nucleo através do citoesqueleto como parte do complexo de
pré-integracdo. A transcri¢gao reversa pode introduzir erros no genoma viral a cada ciclo
de replicagdo, resultando em uma progénie viral geneticamente variada (Abbink &
Berkhout, 2008; Hottiger & Hubscher, 1996). O complexo de pré-integracdo interage
com varias enzimas presentes no citoplasma e no envoltério nuclear, o que permite que
o cDNA seja catapultado para o interior do nucleo celular. A enzima integrase cataliza a
integracdo do DNA viral (DNA dupla fita linear) no cromossoma da célula hospedeira,
através de um complexo protéico multimérico que envolve a interacdo da enzima viral
com co-fatores celulares (Delelis et al., 2008). No interior do nucleo, os DNAs n&o
integrados circularizam-se (chamados de DNA epissomal) e sao posteriormente
degradados pelas enzimas celulares (Sharkey et al., 2005). O DNA integrado, chamado
de provirus, se comporta essencialmente como um gene celular. Atualmente sabe-se
que a integragao do HIV-1 no genoma hospedeiro ndo ocorre ao acaso e exibe um
determinado perfil: ocorre maior integragcdo em regides consideradas exon de genes,
ou seja, nas regides que vao ser codificadas em proteinas (Ciuffi, 2008). Apds a
integragcdo, o provirus serve como molde para a sintese de RNAs mensageiros
(mRNAs) virais, que codificam as proteinas estruturais, regulatorias e acessorias
usadas na replicacao viral. Essa sintese ocorre pela agcao da RNA polimerase Il celular
auxiliada por fatores de transcrigdo celulares e pela proteina viral Tat (Peterlin & Trono,
2003). Como qualquer RNA eucaridtico, a tradug&o para proteina ocorre no citoplasma.
Os primeiros mRNAs formados sdo completamente processados, sofrendo os splicings
habituais de um RNA eucarioético qualquer. As primeiras proteinas regulatérias virais a
serem produzidas sdo Tat, Rev e Nef, e isto ocorre porque cddons para inicio de
tradugao sao expostos no RNA a montante da regido codificante destas trés proteinas,
caso o RNA viral sofra todos os splicings habituais (Freed & Martin, 2007; Peterlin &

Trono, 2003). Em seguida, com o auxilio da proteina Rev viral, os mRNAs n&o
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completamente processados sédo exportados para o citoplasma, pois o Rev reconhece
uma sequéncia no RNA viral chamada de elemento de resposta ao Rev (RRE) que sé
estd exposto no RNA ndo processado (non-spliced) ou parcialmente processado
(Strebel, 2003). Esse processo todo é importante, pois o RNA do HIV é policistrénico,
ou seja, uma unica fita do RNA contém a informagao para codificagcdo de uma poli-
proteina. O processamento diferencial deste RNA, com as respectivas clivagens, € que
permite que todas as informagdes sejam traduzidas para proteinas. Os mRNAs para
Env sdo traduzidos no ribossomo associado ao reticulo endoplasmatico, formando a
gp160 a qual é clivada por uma protease celular durante o trafego para a superficie
(Adamson & Freed, 2007). A clivagem da gp160 gera a glicoproteina gp120 e a gp41.
O precursor da poliproteina Gag, conhecido como Pr55°% ¢ fundamental para a
formacao da particula viral. O Pr55® é traduzido por ribossomos no citoplasma a partir
do mRNA viral e codifica para componentes internos e estruturais do virion: Matriz,
Capsideo e Nucleocapsideo. A montagem do virion, com a formagédo da estrutura
esférica, ocorre préximo ao local do brotamento (membrana plasmatica quando em T
CD4") através da multimerizagdo de mondmeros de Pr55°%. O dominio da Matriz no
Pr55%% ¢ fundamental para ligacdo do Gag na membrana plasmatica. Na formagéo da
particula viral ainda ocorre a migragdo de duas fitas simples de mRNA viral ndo
traduzidos, e o processo de montagem culmina no brotamento do virus com liberagao
de particulas virais imaturas (n&o infectivas) (Adamson & Freed, 2007; Greene &
Peterlin, 2002). O brotamento é catalisado por componentes do endossoma celular,
incluindo o Complexo para Separacao do Endossoma Requerido para o Transporte
(ESCRT)-I. Na infecgdo de linfocitos T CD4*, as novas particulas virais liberadas
tornam-se infectivas (maduras) extracelularmente apds a clivagem das proteinas
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 presenga de varias proteinas na superficie do virus, tais como ICAM-3,
CD28, CD36, CD44, CD55, CD62, CD86 (Wahl et al., 2006). Ao se ligar com seus

respectivos receptores na ceélula-alvo, estas moléculas poderiam aumentar a avidez da
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interagao virus-célula durante a adsor¢ao viral (Wahl et al., 2006). A figura 2 representa
o ciclo replicativo do HIV-1 no interior de um linfécito T CD4".
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Figura 3: Esquema representando o ciclo replicativo do HIV-1 em linfécito T CD4". A infeccio inicia-se quando as proteinas do
envelope viral (gp120; representada por Env) ligam-se a molécula CD4 na superficie da célula-alvo. Ocorre uma alteragdo
conformacional que permite a ligagdo a 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 prépria seqliéncia da gp120). Uma nova
mudanca na conformagdo da gp120 permite a exposi¢do da gp41, a qual se insere na membrana da célula-alvo, permitindo a
fusdo do virus com a membrana plasmatica ou endossomal. O capsideo atinge o citoplasma e desnuda-se, formando um
complexo para a transcrigdo reversa a partir da atividade da transcriptase reversa viral. Apds a formacgdo da dupla fita de DNA
complementar, um novo complexo protéico é originado e denominado complexo de pré-integragdo. Este complexo de pré-
integragdo (contendo o DNA e proteinas virais, além de proteinas celulares) migra para o nucleo através dos microtubulos e
atinge o interior do nucleo com o auxilio da interagdo de proteinas deste complexo com proteinas presentes nos nucleoporos
da membrana nuclear. Entdo ocorre a integragdo do DNA viral no genoma da célula hospedeira, através das regides LTR e com
auxilio da enzima integrase viral. A transcri¢do para formagdo do RNA viral ocorre a partir do LTR 5’, onde os transcritos iniciais
sdo inteiramente processados no nucleo (splicing). Ocorre a exportagdo do RNA processado para o citoplasma onde ocorre a
tradugdo das proteinas virais. Apds a formagdo da proteina viral Rev, alguns transcritos ndo processados sdo transportados para
o citoplasma. As proteinas virais sdo direcionadas para a membrana plasmdtica, assim como RNAs ndo processados (RNA do
genoma viral), onde o virus brota e é liberado. Apds a liberagdo do HIV, as proteinas do capsideo sdo formadas a partir da
clivagem Gag-Pol pela Protease viral, fomando a particula viral madura e infectiva. Esquema extraido de (Peterlin & Trono,
2003).
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Desde a identificacdo da AIDS, em 1981, sabe-se que a queda no numero de
linfocitos T CD4" &€ uma caracteristica marcante da progresséo clinica da enfermidade
(Fauci et al., 1984). Sendo assim, grandes esforgcos tém sido voltados para o
entendimento dos mecanismos pelos quais o HIV-1 causa a doenca e a apoptose de
linfécitos T CD4". A reducgdo de células T CD4" pode ser desencadeada diretamente
pela infecg&o viral ou pela presenga crénica do virus, via disturbio na homeostase da
resposta imune. Em cultura, a infecgdo de T CD4" pelo HIV-1 & citopatica, e este efeito
pode ocorrer pela alteragao da permeabilidade da membrana plasmatica dos linfécitos
infectados, ou mesmo pela indugdo de apoptose por proteinas virais (Costin, 2007).
Dentre as hipoteses que procuram explicar a linfopenia de T CD4" por mecanismos
indiretos, podemos destacar a auto-imunidade; apoptose via ligante de Fas (FasL);
ativacado crbnica do sistema imune pelo virus ou produtos bacterianos; reducdo na
producdo de linfécitos T CD4" pelo timo e alteracdo na dindmica de circulacdo dos
linfécitos (Costin, 2007; Douek, 2003; Douek et al., 2009; Dybul et al., 2003; Picker,
2006). Para exemplificar, ja foi descrito que a presenga continua do virus no corpo
induz ativacdo cronica de células T CD4" e T CD8" o que pode levar & apoptose
induzida pela ligacdo Fas-FasL, sendo que FasL soluvel ja foi descrito em elevadas
concentragdes no soro de pacientes com alta viremia (Bahr et al., 1997; Sabri et al.,
2001).

O quadro clinico da infec¢do por HIV-1 pode ser dividido didaticamente em trés
fases: Uma fase aguda, durando normalmente um a dois meses, com um pico de
viremia (podendo chegar a 10’ cépias de RNA/mL) seguido de posterior declinio da
viremia, e sintomatologias caracteristicas de uma virose; apds esse periodo, inicia-se
uma fase de laténcia caracterizada por apresentar uma viremia constante e nao
elevada (chamado de set point), podendo persistir por até dez anos (com viremia entre
103-10° copias de RNA/mL); e a ultima fase onde presenciamos um colapso das células
T CD4" sanguineas, com subseqliente imunossupresséo e elevagéo abrupta da viremia
(Dybul et al., 2003; Ribeiro, 2007). Nesta ultima fase, a AIDS é caracterizada pela
contagem de linfocitos T CD4" circulantes inferior a 200 células por microlitro de
plasma (Dybul et al., 2003; Ribeiro, 2007). Curiosamente, as trés fases da infecgcao
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pelo HIV-1 parecem ser distintas em relagdo ao conjunto de genes expressos pelas
células de linfonodos dos pacientes infectados pelo virus: neste ano, Li e colaboradores
analisaram 47.000 transcritos por microarranjo, e os autores observaram que havia
alteracao na expressao de 766 genes em linfonodos inguinais de individuos infectados
pelo HIV-1, sendo que destes, 73% eram caracteristicos de apenas uma fase (Li et al.,
2009). Em relagao a AIDS, por longos anos acreditou-se que a grave imunossupressao
que somente os pacientes com AIDS apresentam resultava de uma crénica e gradual
deplegéo dos linfocitos T CD4" com reducgdo na producédo destas células pelo timo, o
que acarretava na alteracdo 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 ativagao celular associados a proliferagdo permanente do virus (Douek, 2003). Cabe
ressaltar que a deplecdo desta populagao celular pode ndo estar associada a altas
viremias, mas parece ser diretamente influenciada pela produgdo continua de

particulas virais (Douek, 2003).

No entanto, trabalhos recentes em modelos animais vém demonstrando que a
chave para o entendimento da génese da AIDS pode estar nas primeiras semanas que
seguem a infecgdo. Nos primeiros dias apos a infecgdo, os virus e células infectadas
pelo HIV-1 atravessam a barreira da mucosa intestinal e promovem a infec¢gdo da
célula-alvo mais abundante na lamina propria, as células T CD4" de meméria/efetoras
(CD4"/CCR5") (Brenchley et al., 2006a; Douek, 2003; Mehandru et al., 2004). A sub-
populagéo de T CD4*/CCR5" pode variar de 52 a 80% dos linfocitos T CD4" em Tecido
Linféide Associado a Mucosas (MALT), como o Tecido Linféide Associado ao Intestino
(GALT) e os tecidos linfoides da mucosa vaginal (Brenchley et al., 2004; Veazey &
Lackner, 2003; Veazey et al., 2001). Em simios infectados com o Virus da
Imunodeficiéncia Simia (SIV), esta infecgdo de linfocitos T CD4"/CCR5" na lamina
propria parece independer da rota de inoculagdo do virus: Inoculag&o intravaginal ou
intravenosa promove uma infeccdo de CD4'/CCR5" em todos as superficies de
mucosas examinadas, com énfase no GALT (Li et al., 2005c; Mattapallil et al., 2005).
Ap0s o estabelecimento do HIV-1 nos tecidos linféides, um grande numero de células T
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CD4" co-expressando CCR5 ¢ infectado. Ainda na fase aguda (primeiras trés semanas
pos-infecgdo) ocorre uma explosao na produgdo viral, o que resulta em uma drastica
morte de linfocitos T CD4" de memoria em todos os tecidos linfoides (Haase, 2005). Os
linfécitos T CD4"/CCR5" do GALT sdo extremamente afetados pela infecgdo viral,
sendo que a reducao desta populacéo celular pode chegar a 90% em pacientes HIV-1+
(Brenchley et al., 2004). Ainda na fase aguda, simios inoculados com S|V 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 infec¢ao
(Mattapallil et al., 2005). Cabe ressaltar que a grande maioria de linfécitos do corpo
estdo presentes em Tecidos Linfoides Associados a Mucosas (MALT), um dos
principais locais da replicagado do HIV-1 (Douek et al., 2009). Um estudo realizado com
simios infectados com SIV sugere que o virus pode alcangcar o GALT, baco e
linfonodos periféricos ao final da primeira semana pos-inoculagéo viral na vagina (Miller
et al., 2005). No GALT, a infeccdo com SIV provoca uma queda de 80% nos niveis de
T CD4" no 14° dia ap6s a entrada do virus (Veazey et al., 1998). Ainda n&o ha
consenso sobre a razdo desta elevada perda de células CD4'/CCR5", sendo que
alguns autores sugerem que pode ser consequéncia direta da infecgdo viral ou devido
a apoptose desencadeada pela interagcdo FasL-Fas (Douek, 2003; Haase, 2005;
Veazey et al., 2001). Varios estudos ja haviam demonstrado que pacientes infectados
pelo HIV-1 apresentavam anormalidades estruturais no trato gastro-intestinal, bem
caracterizado pela observacdo de enteropatia (Brenchley & Douek, 2008; Haase,
2005). Posteriormente, Brenchley e colaboradores observaram a presenca 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 ent&o
sugeriram que a redugdo drastica nas células T CD4" do GALT compromete a
impermeabilidade da mucosa a bactérias que habitam o lumen intestinal, promovendo
um influxo de procariotos/produtos bacterianos (como o LPS) para a circulagédo e para
o tecido linfoide (Brenchley et al., 2006a; Brenchley et al., 2006b; Brenchley & Douek,
2008). O reconhecimento de patdgenos/componentes microbianos por células do
sistema imune proporciona um ambiente pré-inflamatorio no tecido linféide onde o HIV-

1 esta replicando. Ocorre entdo uma ativacdo macica de linfocitos T CD4" e indugédo de
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apoptose via Fas-FasL (Brenchley et al., 2006a; Douek et al., 2009). As células T CD4"
de memoria (co-expressando CCR5") sdo ativadas, proliferam e diferenciam-se em
linfocitos T CD4" efetores (sem perda de CCR5), o que decorre normalmente em
GALT, devido a presengca de antigenos alimentares e produtos de alguns
microorganismos (Veazey et al., 2001). E bem aceito que a propagacao sistémica do
HIV ocorre principalmente por transmissdo de uma célula a outra(s), hum processo
denominado sinapse infecciosa (Cavrois et al., 2008). Logicamente, os tecidos
inflamados apresentam maior quantidade de células, o que pode favorecer a
transferéncia viral entre células. Na fase aguda, a elevada morte de células T CD4"
ocorre em trés modelos distintos de infecgdo com SIV: infecgdo patogénica, infecgéao
persistente/ndo progressiva e infec¢ao transitéria/controlada (Pandrea et al., 2007).
Para os autores desse artigo, a fase aguda da infecgdo nao deve ser utilizada como um
padrao preditivo para o desenvolvimento da AIDS, uma vez que todos os trés grupos
experimentais apresentaram deplegdo marcante de linfocitos T CD4" durante esta fase
(Pandrea et al., 2007).

Ainda nos primeiros dias de infeccado (fase aguda), um controle parcial dos
virions circulantes correlaciona-se temporalmente com a emergéncia de Linfécitos T
Citotoxicos (CTLs) especificos contra o HIV-1 (Letvin & Walker, 2003). A importancia
real da resposta das CTLs contra células-alvo que expressam antigenos do HIV-1 foi
claramente elucidada em simio infectado com SIV: a deplecdo in vivo de células T
CD8" promove uma rapida e acentuada elevagéo na viremia, além de uma pronunciada
deplegdo de T CD4'/CCR5" em comparagdo com os animais controles (Letvin &
Walker, 2003; Schmitz et al., 1999; Veazey et al., 2008). Cabe ressaltar que elevadas
percentagens de células T CD8" especificas para o HIV-1 sdo encontradas em diversos
compartimentos anatdémicos na infecgdo tanto por HIV-1 quanto por SIV, incluindo
sangue, espagos brdonquio-alveolares, linfonodos, bacgo, pele, fluido cérebro-espinhal,
sémen, vagina e MALT (Letvin & Walker, 2003). In vitro, células T CD8" podem inibir a
replicagao 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 ativacdo cronica do sistema imune correlaciona-se com a alta viremia, e pacientes
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apresentando esse quadro possuem percentagens elevadas de linfocitos T CD8"
incapazes de responder a antigenos do HIV-1, fenbmeno que pode ser parcialmente
revertido pelo bloqueio da ligagdo 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 ligagdo da molécula CTLA-4
presente em linfocitos T CD4" também pode reverter o quadro de anergia deste subtipo
celular, aumentando as fungdes das células T CD4" especificas para o HIV-1
(Kaufmann et al., 2007). Porém o bloqueio da ligagdo de CTLA-4 favorece a ativagéo
plena e replicagdo das células T CD4", promovendo expansio clonal destas
populagdes com consequente favorecimento da replicagcdo do virus, uma vez que as
células T CD4" ativadas permitem uma excelente replicagdo viral (Cecchinato et al.,
2008). Em 2008, Migueles et al. reforgaram a relevancia das T CD8" no controle da
infecgdo: os autores compararam controladores de elite (pacientes que controlam a
replicagédo viral, com viremia média indetectavel mesmo apds dez anos de infecgéo)
com progressores normais da doenga e verificaram que controladores de elite
apresentam mais células T CD8" ativadas e especificas para o HIV-1, além destas
células apresentarem maior capacidade individual para destruir linfécitos T CD4"
infectados (Blankson & Siliciano, 2008; Migueles et al., 2008). Esta premissa pode ser
fortalecida pela evidéncia de que existe HIV-1 plenamente infectivo em controladores
de elite (controladores de elite representam 0,5% da populagéo infectada pelo HIV-1)
(Blankson et al., 2007; Blankson & Siliciano, 2008). Além disso, células T CD8" também
podem inibir a replicagdo do HIV-1 através da secrecdo de fatores soluveis, como
RANTES, MIP-1a e MIP-1B3, um fendbmeno independente da citotoxidade (DeVico &
Gallo, 2004). Acredita-se que este primeiro momento da infecgdo seja decisivo na
progressdo da doencga (Pilcher et al., 2004). Em parte, essa teoria é sustentada pela
idéia de que em dois dias o HIV pode estabelecer a infec¢do na mucosa, em trés dias o
virion pode chegar aos linfonodos drenantes e circulagdo sanguinea, e em vinte e cinco
dias atingir diversos tecidos, tais como bago, GALT, diversos linfonodos, tratos genito-
urinarios e cérebro (Pilcher et al., 2004). Nesse curto periodo de tempo diversos virus
geneticamente distintos sdo produzidos, tanto por erros no processo de transcricdo
reversa quanto por recombinagdo entre virus distintos (Letvin & Walker, 2003). A
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formagao de diversos virions geneticamente distintos através do tempo (quasispecie) é
uma caracteristica da infec¢ao pelo HIV-1, e este fendmeno torna ainda mais dificil a
producéo de vacinas (Letvin, 2006). Varios dos virions mutantes sao resistentes a agéo
de anticorpos neutralizantes, e outros a atividade de células T citotoxicas, o que foi
claramente reforgado por alguns testes com vacinas para SIV em simios, no qual o
desafio viral em simios vacinados contra SIV demonstrou a aquisicao de uma mutagao
no virus capaz de promover um escape das CTL, permitindo a replicagdo
descontrolada do virion e a subsequente predominancia da quasispecie resistente no
macaco infectado (Letvin & Walker, 2003; Letvin, 2006). A dificuldade para
neutralizagdo do virus por anticorpos deve-se ao fato do sitio de ligagdo da gp120 com
o CD4 ser protegido por regides glicosiladas, além de também incluir algas protéicas
(algas V) altamente variaveis entre subtipos virais (Letvin & Walker, 2003; Letvin,
2006).

Ja na fase crénica da infecgéo verificamos ativagdo generalizada de células do
sistema imune, com frequéncias elevadas de células T expressando marcadores de
ativagdo, produ¢cdo aumentada de citocinas e quimiocinas proé-inflamatorias, ativagéo
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
ativacado nao ocorre apenas em células especificas contra o HIV, ou o SIV em simios, e
sim em diversas células com as mais diferentes especificidades. Porém em infeccdes
nao patogénicas com SIV em hospedeiros naturais, os simios Sooty mangabeys, a
ativagdo imunologica crénica observada na fase aguda € rapidamente atenuada na
fase crbnica, sugerindo que a ativagao sistémica de células do sistema imune pode ser
critica na progresséao para a doenga AIDS (Douek et al., 2008). Varios autores sugerem
que essa ativagdo generalizada se dé por uma recorrente estimulagdo antigénica
associada a resposta inflamatoria, além da presenga ja discutida de componentes
microbianos (Appay & Sauce, 2008; Douek et al., 2008; Dybul et al., 2003; Picker,
2006). Essa ativagao sistémica e cronica levaria a regeneracéo insuficiente de células
T de memdria central; morte das células associadas a infeccdo e destruicdo da
arquitetura dos linfonodos devido a inflamacgao crénica; perda de células T virgens pela
excessiva diferenciacdo em células de memoria e perda da fungao timica (Douek et al.,
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2008; Dybul et al., 2003; Picker, 2006). Porém ainda é preciso descortinar o papel
exato desses fatores individualmente, ou em combinagéo, na patogénese da AIDS.

Como todos os retrovirus, o HIV-1 precisa integrar-se ao genoma da célula
hospedeira (Ciuffi, 2008). Como consequéncia, o provirus € influenciado pelo estado
metabolico e de ativagio celular (Pierson et al., 2000). Em uma célula T CD4" ativada,
a replicagao € rapida, eficiente e citopatica (Stevenson, 2003). Os LTRs virais possuem
sitios de ligacdo para fatores celulares, os quais podem regular positivamente a
transcricdo do HIV-1, como o fator de transcricdo NF-kB (Stevenson, 2003). Neste
contexto, o efeito de citocinas na replicacdo do HIV-1 torna-se evidente, tanto
favorecendo quanto inibindo, pois as sinalizacbes celulares conferidas por estas

moléculas culminam na ativagéo de diversos fatores de transcrigédo.

A situagdo é diferente em células T CD4" quiescentes (virgens ou de memoria).
Essas células sé&o refratarias a produgao do HIV-1 in vitro, embora sejam permissivas a
entrada do virus e possam manter a infecgdo em estagio latente (Pierson et al., 2000).
De fato, provirus integrado e latente ja foi detectado in vivo em células T CD4" em
repouso (Chun et al., 1995). Ha nove anos sabe-se que este quadro de laténcia viral
em T CD4" quiescentes pode ser parcialmente revertido pela adicdo de IL-2, IL-4, IL-7
e IL-15 (Pierson et al., 2000). Achados de quatro anos atras indicam que as células T
CD4" virgens, ou em repouso, ndo permitem a replicagéo viral devido a alta expresséo
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 adicao de IL-2, IL-7 e IL-15 as células T virgens
induzem uma alteracdo do LMM para o complexo de alto peso molecular (HMM)
contendo moléculas de APOBEC3G incapazes de restringir a replicagédo viral (Stopak
et al., 2007). Curiosamente, as citocinas IL-2 e IL-15 estdo elevadas em linfonodos
infectados por HIV-1 (Lederman & Margolis, 2008), e talvez a expressdo elevada
destas citocinas, juntamente com seus efeitos na converséo para a forma inativa HMM,
possa explicar um estudo sugerindo a replicagdo de HIV-1 em células T CD4" virgens
presentes em explantes de tecidos linféides (Eckstein et al., 2001). Porém este estudo

merece maiores analises uma vez que a proépria infecgdo pelo HIV-1 gera um ambiente
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permissivo para ativagdo de linfocitos T CD4" em tecidos linfoides, e a produgdo do
virus ocorre basicamente pelas células T CD4" ativadas nestes tecidos (Biancotto et
al., 2008; Lederman & Margolis, 2008). De fato o estado de laténcia celular viral sempre
ganhou enfoque nos estudos da patogénese do HIV-1, uma vez que este quadro pode
comprometer a terapéutica da infecgao, pois as células latentes permanecem vivas
mesmo apos uma replicagéo viral reduzida por uso de terapia com drogas combinadas
(Han et al., 2007). Um fato marcante é o decréscimo lento dos reservatérios 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 individuos respondendo satisfatoriamente a terapia (Finzi et al., 1999;
Siliciano et al., 2003). Surpreendentemente, a interrup¢do do tratamento com anti-
retrovirais ocasiona um ressalto da carga viral, com niveis similares aos encontrados
antes do tratamento (Han et al., 2007; Ho & Zhang, 2000). Apos a interrupgao da
administracdo dos farmacos, este retorno para os valores da viremia pré-terapia
(terapéutica) pode refletir a reativagdo dos provirus latentes nas células outrora

quiescentes (Joos et al., 2008).

A Infeccao de Macréfagos pelo HIV-1

A replicagdo do HIV-1 ocorre basicamente em linfocitos T CD4" ativados e em
fagocitos mononucleares tissulares, particularmente em tecidos linféides secundarios
como linfonodos e Tecido Linfoide Associado ao intestino (GALT). In vitro, a infecgéo
de linfocitos T CD4" ativados resulta em elevada producéo viral mesmo sendo este
subtipo celular altamente susceptivel aos efeitos citopaticos induzidos diretamente pelo
HIV-1 (Cossarizza, 2008; Hoxie et al., 1986). In vivo, a infecgdo pelo HIV-1 promove
uma redugdo nos niveis de linfocitos T CD4" circulantes e de linfonodos periféricos,
sendo que a subpopulagdo T CD4*/CCR5" de tecidos linfoides do trato gastrointestinal
pode sofrer decréscimo superior a 90% (Brenchley et al., 2004). Ao contrario dos
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linfocitos T CD4, macrofagos sdo altamente resistentes aos efeitos citopaticos
induzidos pela infecgdo viral in vitro, embora possam produzir um numero elevado de
particulas virais por até dois meses poés-infeccdo (Brown et al., 2006; Cassol et al.,
2006). Em pacientes, o HIV-1 pode ser detectado em diferentes popula¢des de
macrofagos em fases iniciais e avangadas da infecgdo (Embretson et al., 1993; Lewin
et al., 1998). Macrofagos séo células mononucleares distribuidas em todos os tecidos e
orgaos, incluindo cérebro e testiculos (Gordon, 2003; van Furth, 1989). A maior parte
destas células é originada da diferenciagdo de monocitos produzidos na medula 6ssea
e liberados na circulagdo sanguinea (Gordon, 2003; van Furth, 1989). A meia-vida de
um monacito circulante € de aproximadamente 71 horas em humanos e um aumento
da percentagem de macrofagos tissulares € diretamente acompanhado por um
acréscimo de mondcitos circulantes (van Furth, 1989; Whitelaw, 1972). Macrofagos
podem sobreviver por longos periodos 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, macrofagos alveolares
infectados com HIV-1 podem sobreviver por até dois meses enquanto microglia
infectada pode sobreviver por alguns anos (Cassol et al., 2006). Os macrofagos
também s&o reconhecidos como reservatorios do HIV-1, pois particulas virais podem
ser acumuladas em vesiculas intracelulares sem perda da infectividade, mesmo em
pacientes recebendo terapia anti-retroviral combinada (HAART) (Sharova et al., 2005).
Nao existem evidéncias de uma deplecéo significativa de macrofagos tissulares em
pacientes infectados com o HIV. Recentemente, Hasegawa e colaboradores (2009)
relataram que o numero de macr6fagos que migraram para o linfonodo de animal
infectado pelo SIV é quinze vezes maior do que 0 numero em animais controles
(Hasegawa et al., 2009). Aléem disso, mondcitos provenientes de individuos infectados
apresentam aumento na transcricdo de genes anti-apoptoticos e sdo mais resistentes a
inducdo de apoptose mediada por FasL, o que sugere que estas células podem
sobreviver mais tempo num individuo infectado (Giri et al., 2009).

Na inoculacéo intravenosa de simios com SIV, a presengca do virus ja foi
relatada em macréfagos da lamina propria intestinal apos sete dias de infecgéo,
sugerindo uma infecgdo bem precoce deste tipo celular (Veazey et al., 1998). Porém,
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uma clara elucidagao do papel de macrofagos como reservatérios do HIV-1 in vivo s6
foi possivel quando em 1997 Shibata e colaboradores construiram um virus quimérico
altamente citopatico para linfécitos T CD4" (Shibata et al., 1997). Esta quimera,
denominada de SHIV, contém os genes do envelope viral de um virus HIV-1 duplo-
tropico inserido no genoma do SIV (Shibata et al., 1997). Apés infeccdo de simios com
o SHIV, Igarashi et al. (2001) observaram que ocorria produgdo de particulas virais
mesmo nos animais onde os linfocitos T CD4" tinham sido completamente eliminados
pela presencga viral (Igarashi et al., 2001). Neste modelo, os estudos com hibridizagéo
in situ provaram que os macrofagos tissulares (linfonodo, pulméao, cerebelo e figado)
eram os grandes responsaveis pela produgdo continuada do SHIV (lgarashi et al.,
2001; Igarashi et al., 2003). Esta fase de replicagdo do virus na auséncia de linfécitos T
CD4", denominada de fase M@ pelo grupo de autores, caracterizava-se pela presenca
de delegcbes em aminoacidos da regidao 164 e 165 da alga V2 da gp120, e estes virus
eram capazes de infectar macrofagos alveolares do macaco, fato que n&o ocorria com
os virus isolados da fase de replicagdo em linfécitos T (lgarashi et al., 2003).
Analisados em conjunto, os resultados obtidos por Igarashi et al. sugerem uma grande
produgao viral por macréfagos in vivo, e que os virus da fase M@ apresentam maior
infectividade para macréfagos quando comparados aos virus inoculados no animal.
Apesar de ndo ocorrer expressiva alteragao de receptores envolvidos em migragao de
macrofagos durante a infeccdo in vitro pelo HIV-1, Westhorpe e colaboradores
reportaram uma redugao na emigragao trans-endotelial (do tecido para o sangue) de
macrofagos infectados in vitro com o virus por sete dias, ao passo que a migragéo de
monacitos ndo infectados permanecia inalterada nos dois sentidos (tanto a imigragéo
quanto a emigracéo), o que sugere que mondcitos infectados podem entrar no tecido,
diferenciar-se em macréfagos e ficar retidos no ambiente, servindo de reservatorios e
aumentando a propagacgao do virus em ceélulas vizinhas (Westhorpe et al., 2009). Em
2001, Ruibal-Ares e colaboradores obtiveram PBMCs de pacientes em diferentes
estagios clinicos da infeccédo pelo HIV-1, e analisaram a produgdo de HIV-1 por
linfécitos e macréfagos ex vivo (Ruibal-Ares et al., 2001). Apds o cultivo destes PBMCs
em placas de cultura, os autores observaram que a maior parte da produgao de HIV-1
(mensurada por p24 intracelular ou no sobrenadante) provinha de macrofagos,
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principalmente quando a detec¢do do HIV-1 no sobrenadante era tardia (apos 15 dias
em cultura). Os autores também verificaram que somente os macréfagos estavam
replicando o HIV-1 em 44% dos pacientes, sendo que a percentagem de macrofagos
produtores de HIV-1 (CD64+/p24+) variava de 55 a 70%, o que indica que grande
parcela de macréfagos 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 a dificuldade em se
obter macréfagos isolados de tecidos humanos, os estudos envolvendo infecgbes
destas células com HIV-1 sdo, em sua maior parte, realizados in vitro utilizando-se
Macrofagos Derivados de Mondcitos do sangue periférico (MDM). Estes modelos com
MDM in vitro permitem dissecar peculiaridades morfologicas e funcionais da infec¢ao
produtiva e latente do HIV nesta populagao celular.

A infeccdo de macréfagos humanos ocorre por virus R5, embora existam
rarissimos artigos relatando a infecgdo por virus X4 ou mesmo a infeccdo de
macrofagos em individuos cujas células ndo expressam CCRS5 na superficie (ccrbA32)
(Mikulak et al., 2009; Samson et al., 1996; Verani et al., 1998). Embora a infec¢do de
mondcitos CD16" circulante ja tenha sido relatada in vivo, estas células apresentam
caracteristicas fenotipicas e funcionais semelhantes a macrofagos tissulares, o que
sugere um estagio mais avangado na diferenciacéo destas células (Crowe et al., 2003).
Por exemplo, mais de 85% dos mondcitos circulantes apresentam baixissima
expressé@o de CCR5 e elevada presenga de CD14, ao passo que mondcitos CD16" (5-
15% da populacdo de mondcitos periféricos) caracterizam-se por possuir altas
percentagens da molécula membranar CCRS5 (Crowe et al., 2003). Durante o processo
de diferenciagdo de mondcitos para macrofagos in vitro, a expressdo de CD16 aumenta
acompanhando a expressao de CCRS, enquanto ocorre reducdo da expressao de
CD14 (Crowe et al., 2003). Embora a percentagem de mondcitos circulantes CD16"
seja maior em pacientes portadores do HIV-1 quando comparados a individuos
normais, esta subpopulagdo encontra-se pouco infectada (<1%) in vivo (Crowe et al.,
2003; McElrath et al., 1989). A migragcdo de mondcitos infectados para outros tecidos
(e.g. cérebro) parece influenciar a distribuigdo corpérea do virion (Crowe et al., 2003;
Kim et al., 2003). Quando cultivados in vitro, a replicagdo do HIV-1 em macrofagos

pode ser modulada por diversos fatores endogenos e exdgenos: Interleucina -1, IL-6,
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IL-8, IL-10, IL-12, Fator de Necrose de Tumor (TNF)-a, Fator estimulante de Colbdnias
de Macrofagos (M-CSF) e Prostaglandina E, (PGE;) estimulam a replicagéo viral, ao
passo que Lipopolissacarideo bacteriano (LPS), IL-27, Interferon (IFN)-a, IFN-B, inibem
a produgéo (Alfano et al., 2008; Kedzierska & Crowe, 2001).

Células que suportam infeccdo e replicagdo produtiva do HIV-1 (como
macrofagos e linfocitos T CD4" ativados) contém baixos niveis de APOBEC3G
intracelular, e a proteina Vif do HIV-1 é capaz de ubiquitinar estas baixas
concentragbes de APOBEC3G, direcionando-o para degradac&o pelos proteassomas
celulares (Chiu & Greene, 2008). O APOBEC3G pode ser modulado por diversas
citocinas e varios estudos que utilizam silenciamento génico especifico para esta
enzima (com o uso de RNA de interferéncia) comprovam a importancia deste fator na
restricdo do crescimento viral. O APOBEC3G quando em altas concentracdes
citoplasmaticas, ou na auséncia de Vif, se incorpora a particula viral e causa
hipermutagdo somatica no genoma do HIV-1 (troca de Guanosina por Adenosina)
durante o processo de transcrigao reversa, reduzindo a capacidade de integrar-se no
genoma da célula ou, no caso da integragdo ocorrer, a produgéo viral € menor e os
virus produzidos possuem menor infectividade (Chiu & Greene, 2008). O mecanismo
de agdo mais conhecido do APOBEC3G na restricdo do HIV-1 é através de sua
atividade enzimatica (ligagdo da fita do RNA e deaminagdo da citidina, levando a
formagao de Uracila), porém sabe-se que esta proteina também pode funcionar quando
a atividade enzimatica é perdida, provavelmente pelo fato da proteina ligar-se com alta
afinidade ao RNA e, consequentemente, dificultar a acdo da Transcriptase Reversa do
HIV-1 (Chiu & Greene, 2008). Em macréfagos ha baixissima expressédo do
APOBEC3G, sendo que grande parte desta enzima esta sob a forma do complexo
inativo (HMM) (Chiu et al., 2005; Peng et al., 2007). Ja em mondcitos, os quais ndo
produzem particulas de HIV-1, podemos detectar a proteina APOBEC3G e o complexo
ativo da enzima (LMM) (Chiu et al., 2005; Peng et al., 2007).

As etapas de infecgdo dos macréfagos sdo semelhantes as dos linfécitos T
CD4". Em macrofagos infectados com HIV-1 in vitro, a intensidade da produgdo de

particulas virais varia entre culturas celulares de diferentes individuos (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 produgao viral entre macréfagos de 429 individuos
infectados in vitro, e reportaram que a producao de HIV-1 por estas células variava em
até trés unidades logaritmicas em valores de p24 normalizados (Bol et al., 2009). A
intensidade da replicagdo do HIV-1 parece ser uma caracteristica genética de cada
doador, e Bol e colaboradores observaram que este fato parece ndo estar envolvido
com a entrada do HIV-1 na célula, pois continua ocorrendo variagdo na replicacdo do
virus mesmo quando a sua gp120 €& substituida pela glicoproteina do virus da
estomatite vesicular (chamado de HIV-1 pseudotipado com o envelope do VSV; este
virus entra na célula por endocitose e independe de CD4 e CCRS5) (Bol et al., 2009;
Loeuillet et al., 2008; Naif et al., 1999). Neste aspecto, cabe ressaltar que a produgéo
de particulas virais também é heterogénea entre linfécitos 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 diferenga concernente a formagao do HIV-1
entre linfocitos e macrofagos. Em linfocitos T CD4" ativados, a organizagdo das
proteinas virais ocorre perto da membrana plasmatica, sdo empacotadas em um pré-
capsideo e as particulas imaturas brotam da membrana plasmatica num processo
chamado brotamento plasmalemal (Adamson & Freed, 2007). Nestes casos, o
amadurecimento completo da particula viral ocorre extracelularmente, quando o
capsideo viral € completamente formado por agcdo das proteases virais (Adamson &
Freed, 2007). Contrariamente aos linfécitos T CD4", em macrofagos as particulas ja
maduras do HIV-1 acumulam-se em vacuolos citoplasmaticos chamadas de
endossomas tardios/corpos multivesiculares (LEs/MVBs) cuja origem parece ser do
reticulo endoplasmatico (Carter & Ehrlich, 2008). Estes LEs/MVBs podem trafegar até a
superficie celular, fusionar-se com a membrana plasmatica e liberar o conteudo no
exterior celular, em uma via denominada exossomal (Carter & Ehrlich, 2008). Por esta
razao, a expressao de proteinas no HIV-1 difere entre virus produzidos por macrofagos
e os produzidos por linfocitos T CD4". Através de uma analise protedmica e bioquimica,
Chertova et al. identificaram 253 proteinas celulares que estavam presentes no HIV-1
produzido por macréfagos, sendo que muitas destas proteinas sao tipicamente
encontradas em reticulo ou fazendo parte do complexo de transporte de vesiculas,
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como Antigeno Leucocitario Humano (HLA) classe Il, CD9, CD53, CD81, CD82,
Anexina 2, Proteina Vacuolar de Separagéao (VPS) 28, Vps29, Vps35 e CD63 (Chertova
et al., 2006). Varias das proteinas observadas nos virus originados de macrofagos néo
estdo presentes nos virus originados de linfécitos (Carter & Ehrlich, 2008; Chertova et
al., 2006). Recentemente foi sugerido que estas vesiculas ndo sdo endossomais, e sim
um dominio sequestrado da membrana plasmatica. 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 esta ligado ou foi
originado da membrana plasmatica (Deneka et al., 2007). Considerando-se que
resultados semelhantes também foram descritos por outro grupo (Welsch et al., 2007),
nos podemos concluir que novos estudos ainda s&o necessarios para elucidar se o
HIV-1 brota da membrana plasmatica em macrofagos ou se brota ja no interior do
endossoma. O fato € que o HIV-1 em macrofagos pode ser sempre visualizado em
vesiculas intracelulares cercadas de membrana. Como macrofagos e células
dendriticas sdo capazes de transferir diretamente o HIV-1 a um outro macréfago ou
mesmo a um linfocito T CD4" através da exocitose de virions infectivos, varios autores
formularam o conceito de Cavalo de Troéia para a transmissdo do HIV-1 entre células
(Cavrois et al., 2008; Gousset et al., 2008). Este conceito baseia-se no fato dos
macrofagos (ou mesmo células dendriticas) “esconderem” o HIV-1 no interior da célula,
e quando a interagdo com as células T CD4" ocorre, o virus “emerge” do interior celular

diretamente para a superficie do linfécito-alvo.
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Figura 4: Replicagdo do HIV em Macrdfagos. A infecgdo dos macréfagos pelo HIV ocorre de maneira semelhante a infecgdo de
linfécitos T CD4". Porém, durante a produgdo do HIV, particulas virais maduras acumulam-se em vesiculas intracelulares,
denominadas corpusculos Multivesiculares (MVB). Os MVBs ndo sdo observados na infecgdo de linfocitos por HIV e parecem ser
caracteristicos de infecgdo de macroéfagos. Adaptado de Stevenson (Stevenson, 2003)

A co-infecgao HIV-1/Leishmania

Devido ao comprometimento do sistema imune e a um progresso clinico croénico
da infeccgao, individuos portadores do HIV-1 podem ser acometidos por infecgdes com
uma pletora de microorganismos oportunistas ou nao, particularmente em regides
tropicais do planeta, onde a variedade de patdgenos € maior (Karp & Neva, 1999).
Dentre estes patogenos, a co-infeccdo com Leishmania vem atingindo relevancia
devido a grande incidéncia de casos, sendo recentemente classificada como a segunda
co-infeccdo HIV/protozoarios com maior ocorréncia no mundo (Karp & Auwaerter,
2007b). A sobreposicdo de areas endémicas para Leishmania e HIV tem aumentado
principalmente devido a migragdo de individuos infectados pelo HIV para regides com

elevada incidéncia de Leishmania, e também pela urbanizagdo da leishmaniose
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(Desjeux, 2001). Em 1998, um estudo conduzido por Kubar e colaboradores indicou
que aproximadamente 10% dos individuos portadores do HIV-1 contém infeccbes
assintomaticas por Leishmania em uma area epidémica no sul da Franga (Kubar et al.,
1998). Infelizmente, a frequéncia desta co-infeccdo ainda € subestimada devido a
escassez de notificagbes clinicas para os 6rgéos responsaveis pela vigilancia (Cruz et
al., 2006). De acordo com notificagdes oficiais, em 2006 estimou-se a existéncia de 465
casos no Brasil (incluindo as cutaneas e viscerais), centenas na Africa (em particular
Etiépia, Kenia, Uganda, Somalia, Burquina Faso e Suddo) e na Asia, enquanto na
Europa ja foram descritos casos clinicos em paises Mediterraneos, como Portugal (257
casos), Espanha (1229 casos), Franga (347 casos), assim como relatos esporadicos na
Grécia, Reino Unido, Suica e Alemanha (Alvar et al., 2008).

A leishmaniose é um espectro de doencas causadas pela infeccdo de um
hospedeiro vertebrado por protozoarios do género Leishmania, pertencentes a familia
Trypanossomatidae (Chappuis et al., 2007; Desjeux, 2004; Liese et al., 2008). No ciclo
natural da doencga, este patdbgeno somente € transmitido se dipteros pertencentes a
subfamilia Phlebotominae estiverem infectados com o protozoario e forem capaz de
picar um hospedeiro vertebrado (Chappuis et al., 2007; Desjeux, 2004). Existem
aproximadamente 30 espécies ja identificadas como vetores no Novo e Velho Mundo,
sendo as do género Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo
(Chappuis et al., 2007; Desjeux, 2004). No interior do hospedeiro vertebrado, o
protozoario replica-se obrigatoriamente no interior dos macréfagos, sob a forma
amastigota (Chappuis et al., 2007; Desjeux, 2004; Liese et al., 2008). A medida que as
formas amastigotas vao multiplicando-se intracelularmente, os macrofagos rompem-se
e liberam parasitos, os quais serdo fagocitados por macrofagos vizinhos (Chappuis et
al., 2007). A leishmaniose foi reconhecida pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
como sendo uma das mais importantes doengas negligenciadas em paises tropicais,
com mais de 12 milhdes de pessoas infectadas com este protozoario, dois milhdes de
novos casos reportados a cada ano, e 350 milhées de pessoas vivendo em areas de
transmissao ativa do protozoario (Alvar et al., 2008; WHO, 2007). Embora ndo usual em

pacientes imunocompetentes, a ocorréncia da forma amastigota no sangue periférico ja
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foi relatada em diversos casos de co-infeccéo HIV/Leishmania na Europa, onde a maior
incidéncia desta co-infecgdo ocorre entre usuarios de drogas injetaveis que
compartilham seringas (Cruz et al., 2006). Além disso, amastigotas ja foram
encontrados no interior de agulhas oriundas de seringas compartilhadas por usuarios
de drogas injetaveis, sugerindo uma via de transmissdo entre individuos, a qual
também é chamada de antropondtica (Cruz et al., 2002). Também cabe mencionar que
Molina e colaboradores (2003) relataram que havia maior transmisséo de protozoarios
para o flebétomo vetor quando estes dipteros eram expostos ao sangue de pacientes
co-infectados por HIV-1 e L. infantum (Molina et al., 2003). Mais de 25 espécies de
Leishmania sao capazes de provocar doengas em seres humanos, e as principais
formas clinicas da leishmaniose (cutanea, muco-cutanea, visceral e difusa) dependem
basicamente da espécie do parasito envolvida na infecgdo, uma vez que existem
diferengas em relagéo ao tropismo tissular entre as espécies do protozoario (Chappuis
et al., 2007; Desjeux, 2004; Liese et al, 2008). A quantidade de o&bitos por
leishmaniose visceral atinge cerca de 59.000 por ano, um valor que so é ultrapassado
pela malaria (Chappuis et al., 2007). Enquanto na Europa a forma viscerotropica
predomina sobre as demais em casos de co-infecgdo HIV/Leishmania, no Brasil ja
foram descritas todas as quatro formas clinicas da leishmaniose associadas ao HIV-1,
provavelmente devido a elevada ocorréncia de diferentes espécies de Leishmania e de
seus respectivos flebotomineos vetores em diversas areas do nosso territorio (Alvar et
al., 2008; Cruz et al., 2006). Nos dias atuais, o uso da terapia anti-retroviral combinada
(HAART) alterou drasticamente o curso clinico da infeccdo pelo HIV e,
consequentemente, diminuiu a susceptibilidade a patdgenos oportunistas. Entretanto,
varios enigmas envolvendo este tipo de co-infecgdo permanecem por ser elucidados, e
a interagéo entre estes dois patégenos no interior do organismo, ou mesmo no interior

da mesma célula (macrofago), merece investigagbes minuciosas.

O primeiro caso de co-infecgao HIV/Leishmania foi reportado em 1985 por um
grupo espanhol (de la Loma et al., 1985). Até o momento, analises 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, Franca, Italia
e Portugal (Alvar et al., 2008). Na Europa, o maior numero de casos desta co-infecgao
foi detectado na Espanha e pode estar relacionado a reativacdo da leishmaniose em
um organismo previamente infectado por este tripanossomatideo (Alvar et al., 2008).
Por exemplo, investigagbes moleculares em pacientes espanhdis co-infectados com a
forma visceralizante da Leishmania apontam para uma grande ocorréncia de recidivas
da infecgdo (aproximadamente 90% dos casos), sugerindo que a infecgdo pelo HIV
promove a replicagdo acentuada da Leishmania que ja infectava o individuo (Alvar et
al., 2008). A recidiva deve-se ao fato deste protozoario persistir em determinados sitios
do organismo hospedeiro, mesmo apoés o tratamento adequado e diagndstico clinico de
cura (Bogdan, 2008). Entretanto, num modelo matematico simplificado onde eram
inseridos casos clinicos de co-infec¢gdo HIV-1/Leishmania reportados na Sicilia (Italia),
a hipdtese de novas infecgdes pelo protozoario Leishmania prevalecia sobre a hipdtese
da recidiva de infecgbes latentes deste tripanossomatideo (Molina et al., 2003). Além
das reativacbes da infecgdo por Leishmania, pacientes co-infectados por espécies
viscerotropicas apresentam manifestagbes clinicas ndo usuais, como ulceragdes
disseminadas ou ulceragdes cutédneas e muco-cutaneas (Alvar et al., 2008). Cabe
ressaltar que o tratamento de individos portadores de HIV-1 com a terapia anti-
retroviral combinada (HAART) promoveu uma drastica redugdo da epidemia de
leismaniose entre os individuos infectados com o HIV-1, pois a manutengdo do numero
de células T CD4" contribui para inibir o crescimento do protozoario (Cruz et al., 2006;
Lopez-Velez et al., 2001). Porém, o diagndstico de casos desta co-infecgdo ainda
permanece dificil porque algumas manifestagcdes clinicas classicamente associadas a
leishmaniose nédo estdo sempre presentes (Deniau et al., 2003). Por exemplo,
esplenomegalia, associada a leishmaniose visceral, € menos frequente em pacientes
co-infectados, e 50% destes pacientes normalmente apresentam outras infeccbes
oportunistas, com sintomatologia semelhante a leishmaniose (Deniau et al., 2003;
Pintado et al.,, 2001). Os exames utilizados para o diagndstico parasitologico da co-
infeccdo ainda s&o os rotineiros, como analise microscopica do aspirado da medula
0ssea nos casos de suspeita de co-infecgdo; analise sorolégica; detecgao de antigenos

de Leishmania na urina; além de técnicas moleculares como as baseadas em Reacgéao
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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 manifestagdes clinicas da co-infec¢do 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 antibidticos, mas tanto as formas cutdneas quanto as viscerais sdo mais
dificeis 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 frequéncia de recidivas da leishmaniose em individuos co-
infectados recebendo HAART (Mira et al., 2004). Uma revisao detalhada de casos
clinicos desta co-infecgdo sugere que os tratamentos terapéuticos para leishmaniose
frequentemente apresentam falhas nos pacientes co-infectados pelo HIV-1 e
Leishmania (Laguna, 2003). Em conjunto, os resultados sugerem que a presenga do
HIV e/ou a imunossupressao decorrente da infeccao viral pode reativar a replicagao de
Leishmanias latentes em individuos co-infectados, promovendo um crescimento nao

controlado do protozoario com subsequente disseminac&o pelo organismo.

Analises da viremia em pacientes com HIV sugerem uma maior quantidade de
particulas 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 consequéncia da ativagdo imunoldgica crbnica
desencadeada pela presenga de ambos os patdogenos. Por exemplo, na infeccdo por
HIV-1 é possivel verificar um aumento de marcadores de ativagéo em linfécitos T CD4",
T CD8" e linfocitos B, assim como a presenca no plasma e no linfonodo das citocinas
IL-2, IL-6 e IL-1B, e das quimiocinas MIP-1a, MIP-13 e RANTES (Appay & Sauce,
2008). A infecgao por Leishmania também é capaz de induzir uma ativagéo do sistema
imunologico, e pacientes infectados somente com este protozoario apresentam niveis
séricos elevados de IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15 e TNF-a (Nylen & Sacks, 2007).
Curiosamente, na co-infecgao com HIV/Leishmania infantum podemos constatar niveis
séricos reduzidos da citocina IL-10, e niveis séricos aumentados da citocina interferon

(IFN)-y, sugerindo um desequilibrio na polarizagcao Th1/Th2. A influéncia do padréo
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Th1/Th2 no crescimento do HIV-1 in vivo ainda € controversa, mas a predominancia de
um destes subtipos de T CD4" é fundamental para o desfecho da leishmaniose: a
polarizagdo da resposta para linfocitos CD4™ Th1 confere resisténcia contra este
tripanossomatideo em individuos imunocompetentes, enquanto que a predominancia
de Th2 normalmente esta associada a susceptibilidade e desenvolvimento da doenca.
Neste aspecto, células Th1 desempenham papel leishmanicida principalmente pela
sintese de IFN-y/TNF-a, ao passo que a resposta Th2 favorece a Leishmania pela
sintese de IL-4/IL-10/IL-1B3 (Kidd, 2003; Saha et al., 2006). Niveis elevados da citocina
TNF-a, um potente estimulador da producédo de HIV-1, também ja 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 deteccdo da co-infecgdo HIV-1/Leishmania € mais frequente na fase de
imunossupresséo, quando a contagem de linfécitos T CD4" é baixa (Alvar et al., 2008).
E coerente especular que a morte destas células em decorréncia da infecgdo pelo HIV-
1 contribua para a replicagdo da Leishmania, uma vez que o linfocito T CD4" é um

importante maestro na orquestra da resposta imune contra este tripanossomatideo.

Como tanto o HIV quanto a Leishmania infectam as mesmas células (os
macrofagos), os estudos in vitro de interagcado entre os patdégenos s&o muito atraentes.
Conforme anteriormente mencionado, durante o progresso da infecgcédo pelo HIV-1, a
percentagem de macréfagos ndo é alterada, contrariamente ao que ocorre com a
percentagem de linfocitos T CD4", e diversos estudos sugerem que macrofagos podem
servir como reservatorios virais (Brown et al., 2006; Verani et al., 2005). Quando
culturas de macrofagos sé&o co-infectadas in vitro, podemos observar aumento na
replicacdo tanto do HIV-1 quanto da Leishmania, um fenbmeno semelhante ao que
constatamos in vivo (Alvar et al., 2008; Zhao et al., 2006). A modulagao do crescimento
da Leishmania pode ser explicada pela inibicao de citocinas com potencial
leishmanicida (produzidas por Th1) ou pela indugdo de citocinas promotoras da
replicagao do protozoario (produzidas por Th2). Por exemplo, Wolday e colaboradores
descreveram que a adicao de HIV e Leishmania as culturas de PBMCs resulta em uma

menor producéo de IFN-y (padrédo Th1) quando comparada a produgéo pelas células
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estimuladas somente com Leishmania ou somente com mitégeno (Wolday et al., 2000).
Além disso, a anadlise da producdo de citocinas ex vivo por PBMCs, oriundos de
pacientes co-infectados, revelou maiores niveis de IL-4 e IL-10 (padrdo Th2) (Nigro et
al., 1999). Uma vez que a infecgdo pelo HIV induz uma maciga morte de linfocitos T
CD4" por apoptose, é provavel que o reconhecimento destas células apoptoticas por
macrofagos também atue no aumento da replicagdo da Leishmania e do HIV-1. De
fato, a exposicdo de macréfagos a células apoptoticas contribui para o aumento da
replicagdo do protozoario e do virus (Afonso et al., 2008; Lima et al., 2002).

Nos modelos in vitro, a replicagdo de ambos os patdogenos parece ser
dependente da producéo de fatores soluveis liberados pelos macréfagos. Assim como
para Leishmania, o crescimento do HIV-1 também pode ser alterado por citocinas
presentes no ambiente onde o virus estd sendo produzido. Dentre os classicos
mediadores soluveis que favorecem a producao do virus por células infectadas in vitro
podemos destacar IL-13, IL-7, TNF-a, IFN-y, ao passo que IFN-a, IFN-B, IL-23 e IL-27
estdo associadas a redugado viral (Alfano et al., 2008). Na presenca do HIV-1,
macrofagos primarios infectados por Leishmania infantum produzem maior quantidade
de TNF-a, IL-1a e IL-6, € 0 bloqueio das citocina IL-1a e IL-6 resulta em menor
producéo de HIV-1 pelos macréfagos co-infectados, sugerindo uma participacao direta
das citocinas na modulagdo da replicacdo do HIV-1, provavelmente via inducdo da
transcri¢cao viral (Zhao et al., 2004). Outro fator que pode contribuir para a replicagao
viral, também através da indug¢do de mediadores soluveis, é a molécula
Lipofosfoglicana (LPG) oriunda de promastigotas de Leishmania. Bernier e
colaboradores demonstraram que a adigao de LPG de L. donovani, ou do componente
intramembrana do LPG (core-Pl), € capaz de aumentar a replicagdao de HIV-1 em
linhagens de mondcitos e em linfocitos T CD4" via um processo dependente da
translocacédo de NF-kB para o nucleo (Bernier et al., 1995; Bernier et al., 1998).
Curiosamente, se macréfagos forem expostos a molécula LPG ou a Leishmania
infantum antes da infec¢do com HIV-1, a entrada do virus na célula é reduzida e o
aumento da replicagéo do virus so6 é observado a partir do sexto dia de co-infecgao,
embora os autores deste estudo n&do tenham testado o efeito do LPG em células ja
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infectadas, conforme o estudo de Bernier e colaboradores (Garg et al., 2008). A
fisiologia de células dendriticas (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
dendriticas (Zhao et al., 2005). Células dendriticas transferem HIV-1 para linfocitos T
CD4" durante o processo de apresentagdo antigénica e, a ligagdo das moléculas DC-
SIGN pelos amastigotas pode interferir na captura de particulas virais e,
conseqlientemente, reduzir a transferéncia do HIV-1 para linfocitos T CD4" (Garg et al.,
2007; Wu & KewalRamani, 2006). Levando-se em consideragdo que as DCs séao
fundamentais para a ativacédo de linfécitos T e muito importantes na patogénese da
infeccédo pelo HIV-1 e pela Leishmania, a perturbagdo das atividades deste tipo celular

pode alterar a resposta efetora a ambos os patdgenos.

A Co-Infecgao HIV/Protozoarios monoxénicos

Quando o individuo HIV-1-positivo progride para o quadro de imunossupressao,
a infecgdo com microorganismos nao patogénicos pode ocorrer devido a dificuldade
que estes pacientes apresentam no controle do crescimento destes microorganismos
oportunistas (Karp & Auwaerter, 2007a; Karp & Auwaerter, 2007b). Dentres estes
microorganismos oportunistas podemos encontrar infecgdes com tripanossomatideos
inferiores, também denominados monoxénicos ou monogenéticos (Chicharro & Alvar,
2003). Os tripanossomatideos monoxénicos, também chamados de inferiores,
caracterizam-se por possuir todo o seu ciclo de vida em um uUnico hospedeiro
invertebrado (normalmente insetos e aracnideos), e pertencem a esta categoria os
géneros Blastocrithidia, Crithidia, Herpetomonas e Leptomonas (Chicharro & Alvar,
2003). A presenca de Leptomonas, Herpetomonas e, possivelmente, Crithidia, ja foi
relatada em pacientes imunossuprimidos em decorréncia da infecgcdo pelo HIV-1,
porém ainda nao esta claro como a infecgao com estes protozoarios pode ter ocorrido.

Os dixénicos 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 s&o os géneros Leishmania e Trypanosoma (Chicharro & Alvar, 2003).

Um fato marcante, concernente a este tipo de co-infecgdo com monoxénicos,
tange a identificagdo de qual espécie esta envolvida nos pacientes com AIDS. A
identificagcdo € complicada e normalmente n&o se consegue chegar a espécie. Isto
ocorre pois os testes baseiam-se em exclusdo de alguns géneros de protozoarios que
poderiam estar envolvidos. Por exemplo, Dedet et al. (1995) reportaram um caso de um
paciente da Martinica infectado pelo HIV que apresentava ulceragbes cutaneas
caracteristicas de infeccdo por tripanossomatideo, porém a analise iso-enzimatica sé
pdde descartar as infec¢des por Leishmania, Trypanosoma e Sauroleishmania (Dedet
et al., 1995). Neste caso, a aparéncia microscopica revelou ser um monoxénico, mas a
possibilidade de ser Crithidia ou Blastocrithidia foi descartada por ndo 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 infecgdo com monoxénico (também na Martinica) em pacientes
portadores de HIV porém n&do imunocomprometidos (Boisseau-Garsaud et al., 2000).
Em 1996, Jiménez e colaboradores também reportaram a co-infeccdo HIV-
1/monoxénico em uma mulher usuaria de drogas injetaveis vivendo em Madrid-
Espanha, todavia a identificagdo do protozoario nao foi possivel e os promastigotas nao
eram capazes de infectar hamsters sirios ou camundongos Balb/c (Jimenez et al.,
1996). Diversos outros casos de co-infeccao entre HIV e flagelados monoxénicos, na
maioria das vezes associada a pacientes com quadro de AIDS, ja foram reportados em
outras partes do Mundo, como Estados Unidos, Guiné-Bissau, Espanha e Brasil
(Chicharro & Alvar, 2003).

Ainda permanece uma incognita como os individuos contraem estes
monoxénicos. Normalmente os invertebrados carreadores destes protozoarios
infectam-se ao ingerirem parasitos excretados nas fezes de outros invertebrados

(Chicharro & Alvar, 2003). Um caso de co-infeccdo contendo monoxénico que pode
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habitar glandula salivar de pulgas ja foi relatado aqui no Brasil em um paciente com
AIDS (Pacheco et al., 1998). Em outra investigac&o, Jiménez também relatou que uma
espéecie de monoxénico nao identificada pode habitar o intestino de Rhodnius prolixus
(Jimenez et al., 1996). Estas observagbes podem reforgar a hipotese de infecgéo
através da picada de pulga canina e triatomineo em pacientes imunocomprometidos.
Em laboratério é possivel colonizar o trato digestivo de Aedes aegypti (vetor da Dengue
e Febre Amarela) por 38 dias com Blastocrithidia culicis, o que pode sugerir uma
possivel via de transmissao por meio da picada deste mosquito infectado (Correa-da-
Silva et al., 2006). Em pacientes imunossuprimidos, Dedet também especula sobre
uma possivel infeccdo através de inalagdo acidental de inseto parasitado por
tripanossomatideo monoxénico, ou mesmo através de inoculagao transcutéanea (Dedet,
1996).

O in6culo de dois géneros de monoxénicos (ou monogenéticos), extraidos de
individuos imunocompetentes e pacientes infectados com HIV, em camundongos
BALB/c demonstrou que esses protozoarios podem adaptar-se a um mamifero (Garin
et al., 2001). Nos primeiros dias pdés-injecdo, o camundongo elimina uma grande
percentagem de protozoarios, mas apos 100 dias € possivel verificar ocorréncia dos
tripanossomatideos no bago e linfonodos. Os monoxénicos isolados de individuos
imunocompetentes demonstraram menor capacidade de crescer no interior dos
camundongos, mas ambas as cepas de tripanossomatideos foram capazes de infectar
macrofagos murinos in vitro. Porém os animais inoculados n&o apresentaram sinais
clinicos de infecgdo por protozoario, assim como nenhuma les&o tecidual, sugerindo
que estes hospedeiros vertebrados foram capazes de tolerar a presenga do patégeno
(Garin et al., 2001). Porém deve-se enfatizar que a quantidade de parasitos (107)
injetados nestes animais pode ser considerada bem elevada se compararmos a
quantidade utilizada para estabelecer infeccdo com outros tripanossomatideos
patogénicos, como Leishmania e Trypanosoma. Outro relato clinico também sugere
uma possivel infeccdo de mamiferos com protozoarios inferiores: tripanossomatideo
monoxénico foi encontrado em um rato e em um cachorro no Egito (Morsy et al., 1988).

Baseados nestas evidéncias sobre a possivel infeccdo de vertebrados com
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monoxénicos, Pacheco e colaboradores reportaram n&o ser possivel infectar hamsters
com monoxénico extraido de paciente infectado com HIV, o que demonstrou a baixa
viruléncia do protozoario isolado (Pacheco et al., 1998). In vitro ja foi possivel 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 sao capazes de permitir a sobrevivéncia intracelular de
Leishmania major in vivo e in vitro (Bogdan et al., 2000). Nao 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 suscetivel as infecgcbes com varios
tipos de protozoarios dixénicos, dentre os quais Leishmania (Gumy et al., 2004). O
estabelecimento, ou ndo, de uma infeccdo oportunista (como a infeccdo por
monoxénico) ocorre em fungdo do status imunologico do paciente, aliado ao grau de

ativagao/permissividade da célula hospedeira do parasito.

A Blastocrithidia culicis (ordem Kinetoplastida; familia Trypanosomatidae) € um
tripanossomatideo de inseto que contém uma bactéria endossimbibéntica em seu
citoplasma (Chang, 1974). O protozoario Blastocrithidia culicis foi inicialmente isolado
de intestino de Triatomona infestans e descrito como um protozoario contendo uma
entidade auto-reprodutora denominada de diplossoma (mais tarde verificou-se que os
diplossomas eram os endossimbiontes) (Novey et al., 1907). Nos ultimos anos, os
endossimbiontes intracelulares de alguns tripanossomatideos despertaram atencéo
devido a sua relevancia na origem de mitocondrias e cloroplastos (Gray, 1988). A
Blastocrithidia culicis possui apenas uma bactéria endossimbidntica por protozoario e a
eliminacdo do endossimbionte (referido como Blastocrithidia curada) compromete
significativamente o crescimento destes protozoarios. 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 n&o
necessitam da adicdo de ornitina, arginina e citrulina no meio de cultura, pois os
endossimbiontes possuem enzimas capazes de formar esses aminoacidos através da

inter-conversdo de outros aminoacidos (Camargo & Freymuller, 1977). Em suma, as
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bactérias endossimbidnticas sdo fundamentais para o protozoario portador, pois estas
fornecem fatores de crescimento, como, por exemplo, heme, purinas, aminoacidos e
vitaminas (Menezes & Roitmanz, 1991). No caso da B. culicis, a bactéria
endossimbidntica foi denominada Kinetoplastibacterium blastocrithidi e divide-se
sincronicamente com os protozoarios (de Souza & Motta, 1999). O endossimbionte
estd localizado perto do nucleo da Blastocrithidia e seu tamanho é de
aproximadamente 1,3-2,3 um (de Souza & Motta, 1999). Como toda relagéo
simbidntica, a bactéria intracelular também se favorece do metabolismo do protozoario
hospedeiro. Em Crithidia, analises citoquimicas sugerem que o endossimbionte contém
uma cadeia respiratoria inativa, porém pode utilizar o ATP gerado na mitocéndria do
hospedeiro para a sua propria sobrevivéncia (Motta et al., 1997).

A Proteina Trans-ativadora do HIV e seus efeitos biolégicos

A producédo de transcritos do HIV-1 parece ser altamente dependente de sua
proteina trans-ativadora viral (Tat). Este fato péde ser claramente ilustrado quando foi
observado que virions defectivos de Tat, ou com a expressdo de Tat altamente
controlada, tinham uma replicagao deficiente em células infectadas, possuindo apenas
poucos transcritos produzidos (Jones & Peterlin, 1994; Kiselyeva et al., 2004; Verhoef
et al., 2001). A proteina Tat do HIV-1 & pequena (101 aminoacidos), codificada por dois
exons, imunogénica e conservada entre os grupos M do HIV-1 (Ensoli et al., 2006;
Jeang et al., 1999). Usualmente a proteina Tat utilizada em experimentos contém 86
aminoacidos, e acredita-se que esta isoforma truncada tenha se originado de
sucessivas passagens do HIV-1 em cultura (Neuveut & Jeang, 1996). O residuo do
aminoacido 87 ao 101 existe em HIV-1 replicando in vivo, porém a proteina truncada
(Tat com 86 aminoacidos) nao altera a replicagdao do HIV-1 ex vivo e parece nao
modificar nenhuma outra propriedades do Tat (Jeang et al., 1999). A imunogenicidade
natural do Tat pdde ser indiretamente comprovada através da deteccédo de anticorpos
contra Tat em pacientes HIV-1+ e assintomaticos (Ensoli et al., 2006).
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Sabe-se que a transcricdo dos genes do HIV-1 pode iniciar-se na auséncia de
Tat, porém esta proteina é fundamental na elongacéo da transcrigdo (Jones & Peterlin,
1994). A regiédo long terminal repeat (LTR) do HIV-1 contém sequéncias promotoras e
enhancers onde se ligam varios fatores de transcricdo intracelulares (Peterlin & Trono,
2003). O promotor do HIV-1 encontra-se em uma regido anterior do inicio da
transcrigdo (Inr) e apresenta um sitio chamado TATA box, o qual possui trés motivos de
ligacdo ao SP1. Ja nos enhancers podemos encontrar sitios 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 transcrigdo de provirus do HIV-1 é caracterizada por
uma fase precoce (independente de Tat) e por uma fase tardia (dependente de Tat).
Como toda sintese de RNA em eucariotos, a transcrigdo € dependente de fatores que
permitam uma maior e mais longa interagdo da holoenzima RNA Polimerase Il com o
DNA. Uma caracteristica importante do promotor do HIV-1 € a presenca de um
elemento regulador localizado logo apds o sitio de inicio da transcrigdao (Brady &
Kashanchi, 2005; Peterlin & Price, 2006). Esta regido € chamada de Elemento de
Resposta a Transativacdo (TAR) e, quando transcrito, induz a formagdo de uma alga
de RNA (Brady & Kashanchi, 2005; Peterlin & Price, 2006; Strebel, 2003). Nesta al¢a
formada no RNA viral nascente liga-se a proteina Tat, a qual, ao interagir, altera a
conformacgao do TAR, o que permite uma melhor associagdo de outras proteinas nesta
regido. Para a atividade do Tat ser completa e propiciar uma transcri¢ao eficiente dos
genes do HIV-1, o fator positivo na elongac¢éo da transcricdo 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 interagao estavel do complexo P-TEFb
com o TAR, pois a CYCT1 contém uma regido que interage com o Tat, um sitio que se
liga ao TAR e a regidao que prende a CDK9. Quando presente nos RNAs virais
nascentes, o complexo Tat-PTEFb pode fosforilar o dominio carboxi-terminal (CTD)
através da CDK9, o que permite uma maior processividade da RNA Polimerase |l
(Brady & Kashanchi, 2005; Peterlin & Price, 2006; Strebel, 2003). Esta hiper-
fosforilagdo também promove a desassociagdo do complexo negativo de elongagao (N-
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TEF) e converte o complexo de iniciagdo da transcricdo em um complexo de elongagao
da transcricdo (Peterlin & Price, 2006; Strebel, 2003). Contrariamente ao seu efeito
recrutador no P-TEFb, o Tat do HIV-1 ndo é capaz de recrutar a RNA Polimerase I,
indicando a provavel razdo pela qual podemos verificar inicio da transcrigao do HIV-1
na auséncia de Tat (Brady & Kashanchi, 2005; Peterlin & Price, 2006). Todo esse
processo de elongacéo de transcritos virais é favorecido pelo fato do Tat ser uma das
primeiras proteinas produzidas pela célula infectada. Para que exista a produgao do
Tat, o RNA viral deve sofrer todos os splicings possiveis, o que tradicionalmente ocorre
em todos os RNAs eucarioticos (Peterlin & Trono, 2003). Apds a formagao das
proteinas Tat, estas podem retornar ao nucleo celular e auxiliar na formacdo de
diversos transcritos do HIV-1 (Goldstein, 1996). Como a produgédo de muitos transcritos
do HIV-1 depende de Tat, ndo se observa a producao de particulas virais por células
infectadas quando a proteina Tat esta reprimida (Kiselyeva et al., 2004). O
funcionamento do Tat na elongagdo da transcricdo do HIV-1 esta representado na
figura 5.
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Figura 5: Representagdo resumida do mecanismo de agdo do Tat na produgdo de mRNA do HIV-1. O inicio da transcrigdo do RNA
do HIV-1 ocorre ainda no LTR 5’. Logo apds o comego da transcricdo, uma alca de RNA é formada (TAR) onde podemos
encontrar sitios de interagdo com a proteina Tat e com a proteina Cyc T. Quando o dominio de ativagdo do Tat interage com o
complexo Cyc T-CDK9 (também chamado de p-TEFb), a conformacdo do Tat altera, o que leva a um aumento de afinidade pelo
TAR. Com o recrutamento deste complexo para perto da RNA Polimerase I, o Tat medeia a hiperfosforilagdo do dominio
carboxi-terminal (CTD) através da cinase CDK9. A hiperfosforilagdo da RNA Pol Il permite uma maior processividade desta
enzima, com conseqiente elongag¢do da transcrigdo e maior sintese de mRNA viral. Esquema extraido de Freed & Martin (Freed
& Martin, 2007).

Em culturas de células infectadas produtivamente com o HIV-1 in vitro, pode-se
observar a presenca do Tat no sobrenadante, um fato que também pode ser detectado
no soro de pacientes portadores do HIV-1 (Ensoli et al., 2006). Estes fenbmenos
ocorrem porque o Tat do HIV-1 pode ser liberado por células infectadas vivas e com
membranas celulares integras (Chang et al., 1997). A saida de Tat da célula n&o pode
ser bloqueada por Brefeldina A ou por Metilamina, sugerindo que a liberagdo do Tat
independe das vias classicas de secrecdo de proteinas formadas no Reticulo
Endoplasmatico, ou mesmo das vias de exocitose (Chang et al., 1997). Quando células
nao infectadas pelo HIV-1 sdo pulsadas com Tat exdgeno, podemos verificar a
incorporagao desta proteina, sugerindo que o Tat liberado pode retornar a célula que o
exocitou (Ensoli et al., 2006; Frankel & Pabo, 1988; Goldstein, 1996). Substanciando
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estes achados, a neutralizacdo de Tat com anticorpos especificos diminui a captura
destas proteinas que foram naturalmente liberadas pelas células infectadas. Quando a
recaptura deste Tat é bloqueada, observa-se menor produgao de virions, indicando que
o Tat extracelular pode retornar ao interior da célula infectada e contribuir para a
formagdo de novas particulas virais (Goldstein, 1996; Steinaa et al., 1994). Em
pacientes, alguns estudos indicam uma forte associagdo entre a presenca de
anticorpos anti-Tat e uma progressdo retardada para a doenca AIDS, tanto em
infecgbes com HIV-1 quanto com o HIV-2 (Rezza et al., 2005; Rodriguez et al., 2006).
Em 2003, Lin e colaboradores construiram um camundongo transgénico contendo Tat
do HIV-1 fusionado a proteina verde fluorescente (GFP), e sob controle do promotor da
insulina. Neste sistema, o Tat era liberado na circulagdo sanguinea (similar a insulina) e
alcangava diversos tecidos do animal, como o cerebelo, timo, bago e coragéo (Lin et
al., 2003). Conforme citado anteriormente, € possivel 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
individuo infectado pelo virus. Também nestes camundongos, os autores observaram
que o Tat extracelular alcangava os nucleos de mondcitos, linfocitos e neutréfilos, e que
nao havia diferenca nas percentagens das populagdes timicas, nem tampouco
diferencas nos perfis basais de apoptose (Lin et al., 2003). De fato, uma propriedade
marcante é a habilidade desta proteina em atravessar a membrana plasmatica através
de um dominio rico em aminoacido arginina (RKKRRQRRR) nas posi¢gdes 49 a 57
(Chang et al., 1995). Este dominio também confere o direcionamento do Tat para o
nucleo celular e também participa na interagdo com a regido TAR (Jeang ef al., 1999).
Duas regides basicas (GRKKR) presentes na proteina Tat demonstram alta afinidade
pelo nucleo celular, e, por esta razdo, esta regido vem sendo utilizada com intuito de

direcionar proteinas para o compartimento nuclear e nucleolar (Dang & Lee, 1989)

A proteina Tat altera fungdes fisiologicas de varias células, independentemente
da infecgéo pelo HIV-1. Embora restrito a alguns tipos celulares, o tratamento com Tat
pode induzir apoptose em linfécitos T ndo infectados pelo virus (Li et al., 1995). A
inducado da apoptose nestas células pode ocorrer pela liberagao de citocromo C devido
a polimerizagdo de microtubulos (de Mareuil et al., 2005). Ainda neste contexto, a
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expressao do Tat em células hematopoiéticas resulta em diminuicdo da expressao do
gene anti-apoptotico Bcl-2 e aumenta a expressao do fator pro-apoptotico Bax (Sastry
et al., 1996). E oportuno relembrar que apenas alguns tipos celulares sofrem apoptose
quando expostos ao Tat do HIV-1.

Uma caracteristica que ocorre em aproximadamente 10% das pessoas
infectadas com HIV-1 nos Estados Unidos é a presengca de doengas neurolégicas
(como deméncia e encefalite) associadas a alta carga viral no Sistema Nervoso Central
(SNC) (Albright et al., 2003). Quando o HIV-1 atinge o cérebro, o virus é capaz de
infectar macréfagos neurais e microglia (King et al., 2006). A histopatologia das
doencas neurais em pacientes HIV-1+ é caracterizada pela infiltragdo de macrofagos
no cérebro, astrogliose e por danos neuronais (Albright et al., 2003). Em pacientes
apresentando esse quadro clinico, a proteina Tat ja foi relatada em fluidos cérebro-
espinhais e no cérebro (Hudson et al, 2000). Em neurbnios fetais humanos, o
tratamento com a proteina Tat € capaz de induzir altos niveis de apoptose via ativacao
por receptores N-metil D-aspartato (NMDAR) (King et al., 2006). Todavia, em contraste
a inducado de apoptose, Tat também pode aumentar a proliferacdo celular em diversas
células, incluindo neurbnios (Peruzzi, 2006). Tratamento com baixissimas
concentragbes de Tat (0,05 ng/mL) é capaz de aumentar a proliferacao celular de
linhagem tumoral proveniente de Sarcoma de Kaposi (Ensoli et al., 1993). A proteina
Tat também pode sinergizar com o Fator basico para Crescimento de Fibroblastos
(bFGF) e levar a indugdo de lesbes semelhantes a Sarcoma de Kaposi em
camundongos (Ensoli et al, 1994). Dois outros estudos também observaram
desenvolvimento de hiperplasia linféide quando o gene para Tat foi introduzido em
células germinativas de camundongo (Kundu et al., 1999; Vellutini et al., 1995).
Entretanto ainda ndo esta claro como a proteina Tat pode induzir fenbmenos téo
distantes como a proliferagao e a morte celular, e acredita-se que pode ser devido as
condigbes experimentais com diferentes concentragées da proteina Tat (Barillari &
Ensoli, 2002).

O tratamento com a proteina Tat, ou mesmo a transfeccdo com plasmideo

contendo o gene para Tat, induz a secrecao de diferentes fatores soluveis por diversos
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tipos celulares. Adicdo exdgena de Tat promove a secregao das citocinas TNF-a., IL-1p,
IL-6, IL-10, TGF-B, MIP-1ac e MCP-1 por macrofagos (Leghmari et al., 2008; Mayne et
al., 2000; Nath et al., 1999; Reinhold et al, 1999; Zagury et al, 1998a).
Surpreendentemente, a exposicdo de macrofagos humanos ao Tat por 5 minutos ja &
suficiente para induzir a secregdo maxima de TNF-a, IL-1p e IL-6, o que indica uma
rapida sinalizac&o intracelular desencadeada pela presenca de Tat do HIV-1 (Nath et
al., 1999). A proteina Tat também estimula a secregdo de citocinas por células
dendriticas humanas imaturas: por exemplo, Izmailova e colaboradores (2003)
demonstraram que a transfec¢gdo com Tat induzia a expresséo de 33 genes em células
dendriticas imaturas, sendo quatro destes genes envolvidos na produgdo de
quimiocinas e outras moléculas envolvidas em quimiotaxia (Izmailova et al., 2003). Em
varios modelos de estudo, o tratamento/transfeccdo com Tat promove a
ativagdo/expressao de fatores importantes envolvidos na transcricdo de diversas
citocinas: e.g. em baixas doses (10 ng/mL), o Tat exdgeno é capaz de levar a ativagao
do fator de transcricdo NF-kB em células dendriticas e macréfagos (Hsieh et al., 2009;
Kumar et al., 1999) ou mesmo ativagdo de PKR em mondcitos (Li et al., 2005a);
enquanto a transfeccdo com Tat pode induzir a expressao do PKR, STAT-1 e IRF-7 em
células dendriticas (Izmailova et al., 2003). Um aspecto interessante a ser ressaltado é
o fato do Tat poder mimetizar a sinalizacdo bioquimica produzida pela incubacdo de
monadcitos com uma citocina. Albini et al. (1998) demonstraram que 100 ng/mL de Tat &
capaz de promover sinalizagbdes intracelulares semelhantes as produzidas por
citocinas, caracterizado por um rapido influxo de calcio em macrofagos (Albini et al.,
1998). Os autores também observaram que a regido rica em cisteina da molécula Tat &
capaz de induzir a migragcdo de monocitos e disparar a mobilizagdo de calcio,
provavelmente porque esta regido é semelhante aos residuos essenciais para
sinalizagdo de quimiocinas CC (Albini et al., 1998). Devido a todos essas alteragdes
fisiologicas induzidas por Tat, e somando-se ao seu papel na patogénese da infec¢ao
pelo HIV, acreditamos que esta molécula pode representar um alvo para investigagdes
em modelo de co-infecgao HIV-1/Tripanossomatideos em macréfagos humanos in vitro.
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Objetivos

Embora relevante no contexto mundial, ha poucos estudos procurando identificar
a modulacado da replicagdo da Leishmania e do HIV-1 nas co-infecgbes envolvendo
estes dois patdgenos. Os estudos nesta area sdo limitados a comparagdo entre
individuos naturalmente infectados e co-infectados, normalmente com diferentes
histérias clinicas, uma vez que nao existe um modelo experimental adequado para
investigagcbes sobre a replicagao in vivo destes dois agentes infecciosos em conjunto
(pois o HIV s6 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 patdogeno sobre o outro em culturas celulares co-infectadas em
laboratério. Alguns trabalhos foram realizados utilizando L. infantum e L. donovani
(espécies viscerotropicas) e HIV-1 para infectar macréfagos humanos primarios, e os
resultados indicaram que a replicacdo de ambos os patdégenos € aumentada em
relacdo aos controles contendo cada patogeno isoladamente no macréfago (Wolday et
al., 1998; Zhao et al., 2004; Zhao et al., 2006). Todavia, os trabalhos ndo abordaram os
mecanismos pelos quais a replicagdo do protozoario € exacerbada, restingindo-se a
analisar os efeitos do tripanossomatideo sobre a produgéo viral (Zhao et al., 2004).
Nesta tese, nds procuramos investigar o efeito do HIV-1 na replicagéo intracelular da L.
amazonensis em macrofagos humanos primarios co-infectados com o virus e com o
protozoario, procurando identificar os fatores responsaveis pela modulagdo da
replicacdo parasitaria. Escolhemos L. amazonensis pois nao havia nenhum estudo in
vitro de co-infecgdo do HIV-1 com esta espécie de Leishmania, embora ocorra co-
infeccdo HIV-1/Leishmania no Brasil com todas as formas clinicas da leishmaniose
(cutdnea, muco-cutanea e visceral) (Cruz et al., 2006). Nestes estudos, nos
focalizamos nossa atencao na proteina Tat do HIV-1, pois estudos anteriores indicaram
que o Tat pode ser liberado por células infectadas com o virus; que o Tat induz a
secrecao do Fator de Crescimento e Transformagéo (TGF)-f3 por macrofagos humanos;

e que o Tat inibe a sintese de 6xido nitrico (NO) por macrofagos murinos. Estes dois
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ultimos efeitos sao classicamente conhecidos por favorecer o crescimento intracelular

da Leishmania. Em linhas gerais, procuramos investigar se:

- a co-infecgdo com HIV-1 e L. amazonensis em macrofagos humanos primarios

promovia um aumento da replicagdo de ambos os patdgenos;

- a neutralizacgdo biologica de alguma molécula do HIV-1 (a proteina Tat seria a
candidata) que poderia revelar o seu efeito modulador na proliferagao intracelular da
Leishmania;

- apés a identificacdo do fator, a sua adigdo exdgena poderia mimetizar os
efeitos observados na co-infeccdo HIV-1/Leishmania in vitro.

- algum(s) mediador(es) soluvel(is), induzido(s) pela molécula do HIV-1,

poderiam atuar no crescimento da Leishmania.

- este(s) mediador(es) depende(m) diretamente da producdo de algum outro
fator/proteina celular;

- a infecgéo in vitro de macrofagos humanos primarios com HIV-1 permitiria o
crescimento/estabelecimento de um tripanossomatideo que normalmente n&o se

replica em macrofagos normais (ndo infectados);

- 0 crescimento/estabelecimento de um protozoario ndo patogénico também
seria mediado por alguma molécula do HIV-1, e se pelos mesmos fatores soluveis que

favoreceriam o crescimento da Leishmania;

- a infecgdo de macrofagos primarios com HIV-1 permitiria o crescimento de um

microorganismo oportunista;

- a adicdo de uma (ou mais) molécula(s) do HIV-1 em culturas de macréfagos

primarios humanos promoveria o crescimento de um patdégeno oportunista.
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CAPITULO 1

Artigo 1

Titulo: 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, Patricia T. Bozza, Elvira Maria Saraiva, Dumith Chequer
Bou-Habib.

Objetivos do Estudo: Neste estudo investigamos o efeito da infec¢cdo pelo HIV-1 na
replicagao intracelular da Leishmania amazonensis em macrofagos humanos primarios.
Identificamos que o HIV-1 incrementa a replicacdo intracelular da Leishmania nos
macrofagos, e que a neutralizagdo da proteina Tat revertia este fendmeno.
Demonstramos que a adigdo exdgena da proteina Tat recombinante em culturas
monoinfectadas por Leishmania mimetizava o efeito do HIV-1 na exacerbagdo do
crescimento do protozoario. Macrofagos infectados por Leishmania e expostos ao
Interferon-gama, em conjunto com o Tat, apresentaram atividade leishmanicida
reduzida quando comparado as culturas tratadas somente com o Interferon.
Verificamos que a proteina Tat recombinante induzia a expressdo da enzima Ciclo-
oxigenase-2 em macrofagos primarios normais, com subsequente producdo de
Prostaglandina E; (PGEy). Através do bloqueio farmacoldgico da enzima COX-2, nés
observamos que a biossintese de PGE,, induzida pela exposicdo ao Tat, foi
fundamental para o crescimento intracelular da Leishmania. Na presenca de Tat, a
exacerbacado da replicagcdo do protozoario foi dependente da inducdo do Fator de

Transformacgéo e Crescimento (TGF)-B1 pela secregao de PGEx.
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MAJOR ARTICLE

Increased Leishmania Replication in HIV-1-Infected

Macrophages Is Mediated by Tat Protemn
through Cyclooxygenase-2 Expression
and Prostaglandin E, Synthesis

Victor Barreto-de-Souza,' Graziela J. Pacheco,® Adriana R. Silva? Hugo C. Castro-Faria-Neto? Patricia T. Bozza.?
Elvira M. Saraiva** and Dumith Chequer Bou-Habib*
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de Imunologia, Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gdes, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil

Protozoan parasites of the genus Leishmania frequently occur as opportunistic pathogens in human immu-
nodeficiency virus type 1 (HIV-1)—infected individuals, but the mechanisms underlying protozoan growth in
this context are poorly understood. Here, we demonstrate that the HIV-1 Tat protein drives Leishmania
replication in primary human macrophages. We found that Leishmania growth doubled in HIV-1-infected
macrophages and that anti-Tat antibodies reduced the exacerbated protozoan replication by 70%. Recombinant
Tat increased Leishmania replication and overrode the leishmanicidal effect induced by interferon-v, allowing
Leishmania replication even in the presence of this cytokine. Tat induced cyclooxygenase (COX)-2 expression
and prostaglandin E; (PGE,) synthesis, and a COX-2 inhibitor abolished the Tat-mediated augmentation of
Leishmania replication. Moreover, PGE, increased Leishmania growth, which was abrogated by anti-trans-
forming growth factor (TGF)-31 monoclonal antibodies. Neutralization of TGF-§1 reduced parasite growth
in Leishmania-infected macrophages exposed to Tat by 50%. Our findings suggest that Tat generates a milieu

permissive to Leishmania growth in individuals infected with HIV-1.

Macrophages are productively infected by HIV-1, the
etiological agent (along with HIV-2) of AIDS. These
cells appear to be resistant to the cytopathic effect of
the virus in vitro [1]. During the progression of HIV-
1 infection, the percentage of macrophages does not
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decrease (in contrast to what occurs with lymphocytes)
[1, 2], and several studies have suggested that HIV-1—
infected macrophages could be a viral reservoir in vivo
[2-5]. Patients with AIDS usually succumb to coinfec-
tion with opportunistic pathogens, and most such coin-
fections are accompanied by increases in HIV-1 pro-
duction in vivo as well as in vitro [4-8]. Analyses of
lymph nodes from HIV-1—positive patients coinfected
with Pneumocystis carinii or Mycobacterium avium has
revealed that macrophages are a rich source of HIV-1
production [4, 5]. In these lymph nodes, where HIV-
1 and opportunistic pathogens colocalize in macro-
phages, the frequency of HIV-1-expressing cells was
found to be substantially higher than that in lymph
nodes from HIV-1-only-infected individuals [4].
Protozoan parasites of the genus Leishmania also in-
fect macrophages and have been encountered in pa-
tients with AIDS as opportunistic pathogens |9]. Leish-
mania parasites cause a diverse group of diseases,
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including lesions on skin, on mucosal surfaces, and in visceral
organs |[9]. Because geographical areas of Leishmania trans-
mission overlap with areas of HIV-1 prevalence, clinical epi-
sodes of HIV-1/Leishmania coinfection have arisen in tropical
and Mediterranean countries, defining leishmaniasis as an
emerging disease, according to the World Health Organization
[9, 10]. Leishmaniasis promotes an increase in serum HIV-1
load [11] and a more rapid progression to AIDS, leading to a
decrease in the life expectancy of HIV-1-infected patients [12].

Visceral and cutaneous forms of leishmaniasis have been
characterized in HIV-1-infected individuals [13], who can
present multiple cutaneous lesions, resembling the picture of
diffuse leishmaniasis more frequently found in immunosup-
pressed patients |14, 15]. Experiments have shown that Leish-
mania parasites multiply more efficiently in cultures of mac-
rophages coinfected with HIV-1, suggesting that HIV-1 infection
impairs the ability of the macrophage to control protozoan
growth [16].

The HIV-1 transcriptional transactivator (Tat) is a regulatory
protein that acts in the elongation of viral transcripts through
recruitment of cellular factors to the long terminal repeat viral
promoter [17]. Tat is an essential viral gene product for HIV-
1 replication, and virus that is defective for Tat function cannot
replicate efficiently in tissue culture [17]. In the absence of
HIV-1 Tat, viral transcription starts but is defective for elon-
gation, and few productive transcripts are made [17].

Cells productively infected by HIV-1 release large amounts
of Tat [18-22], which can be found in the serum of HIV-1-
infected patients as well as in the supernatants of HIV-1-in-
fected cells [21]. Intriguingly, Tat can disrupt the homeostasis
of the immune system, because it stimulates secretion of in-
terleukin (IL)-173, IL-4, IL-6, IL-8, transforming growth factor
(TGF)—21, tumor necrosis factor (TNF)—c, and TNF-3 [22,
23). The ability of Tat to induce production of TGF-81 and to
inhibit interferon (IFN }—y—induced nitric oxide (NO) produc-
tion by macrophages [24, 25| could generate a milieu that is
permissive to Leishmania growth in macrophages [26, 27], thus
favoring protozoan proliferation in Leishmania/HIV-1—coin-
fected individuals. In the present study, we report experimental
evidence for this potential role of Tat, focusing on the contri-
bution of prostaglandin E, (PGE,), TGF-31, and lowered IFN-
wy—induced leishmanicidal activity to the Tat-mediated exacer-
bation of Leishmania proliferation in human macrophages.

MATERIALS AND METHODS

HIV-1 isolate and Leishmania.  All assays of macrophage in-
fection were performed with the monocytotropic, CCR5-de-
pendent isolate HIV-1g,, [28], which was expanded in phy-
tohemagglutinin-activated peripheral-blood mononuclear cells
(PBMCs). Leishmania (L.) amazonensis (WHOM/BR/75/Tosefa)
promastigotes were cultivated at 26°C in Schneider’s insect me-

dium (Sigma) supplemented with 10% heat-inactivated fetal
calf serum (Gibco BRL) and 15 pg/mL gentamycin (Schering-
Plough). Promastigotes from 5-6-day stationary cultures were
used for experiments throughout.

Reagents. The cyclooxygenase (COX)-2 inhibitor celecox-
ib was purchased from Searle Pharmaceuticals and was used at
10 pmeol/L [29] diluted in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM; LGC Bio). PGE, was obtained from Cayman Chem-
icals, anti-TGF-31 monoclonal antibodies (MAbs; clone 9016)
were obtained from R&D Systems, and IFN-y was obtained
from Peprotech. The following reagents were obtained through
the AIDS Research and Reference Reagent Program (Division
of AIDS, National Institute of Allergy and Infectious Diseases
[NTAID|, National Institutes of Health): HIV-1 Tat protein
from J. Brady (MNational Cancer Institute, National Institutes
of Health), and rabbit antiserum to HIV-1 Tat from B. Cullen
(Duke University Medical Center). Lyophilized 86-aa Tat was
reconstituted in PBS containing 1 mg/mL bovine serum al-
bumin and 0.1 mmol/L dithiothreitol (DTT). The Tat prepa-
ration, which has been shown to be biologically active, con-
tained <0.15 EU/pug lipopolysaccharide, as assessed by Limulus
amoebocyte assay (BioWhittaker). Oxidized Tat was prepared
as described elsewhere [30)].

Cells. Human monocyte—derived macrophages were ob-
tained from PBMCs that had been isolated, by density gradient
centrifugation (Hystopaque; Sigma), from buffy coat prepa-
rations of blood from healthy donors. Briefly, 1 > 10 PBMCs
were plated in 8-well Permanox chamber slides (Nalge Nunc)
in DMEM containing 10% human serum (Sigma) and peni-
cillin-streptomycin (Sigma). Cells were maintained at 37°C in
5% CO, for 6-7 days, for monocyte differentiation into mac-
rophages. Nonadherent cells were washed out, and macro-
phages were maintained for 3 days in DMEM as described
above. Macrophage purity was >90%, as determined by flow-
cytometric analysis (FACScalibur flow cytometer; Becton Dick-
inson) with anti-CD3 (Caltag Laboratories) and anti-CD16
(SouthernBiotech) MAbs.

Macrophage infection with HIV-1 and Leishmania. Mac-
rophages were infected with the HIV-1 R5 isolate Ba-L by means
of 5-10 ng/mL HIV-1 p24 antigen. After overnight incubation,
excess virus was washed out, fresh medium was added, and
infected macrophages were maintained under standard culture
conditions. After 7-9 days of HIV-1 infection, macrophages
were infected with L. amazonensis stationary-phase promasti-
gotes, by means of a parasite:cell ratio of 3:1 at 34°C for 16
h. Noninternalized promastigotes were washed out, fresh me-
dium was added, and cultures were maintained at 37°C in 5%
C0, for 3-4 days. In some experiments, HIV-1 Tat antiserum
was added to HIV-1/Leishmaniag—coinfected macrophage cul-
tures just after the removal of noninternalized Leishmania par-
asites. To measure HIV-1 production, supernatants were col-
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lected, and the level of HIV-1 p24 antigen was assessed using
a commercial ELISA (ZeptoMetrix). Slides were then fixed with
methanol and stained with Giemsa. To evaluate Leishmania
replication, amastigote forms of Leishmania parasites inside
infected macrophages were counted by light microscopy. Re-
sults are expressed as endocytic indexes, which were calculated
by multiplying the percentage of infected macrophages by the
average number of parasites per macrophage. Because the en-
docytic index values varied between experiments, they were
normalized (raw numbers are shown in the figure legends; for
the sake of clarity, SEs have been omitted and values rounded
to whole numbers). In other experiments, normal macrophages
were infected only with Leishmania parasites as described above
and were exposed to different reagents, such as HIV-1 Tat, anti—
TGE-31 MAbs, IFN-y, PGE,, or celecoxib, according to the
experimental proposal.

Evaluation of TGF-31 and PGE, concentrations.
ment of TGF-21 and PGE, production by uninfected mac-
rophages exposed to HIV-1 Tat protein was performed using
commercial ELISA kits (from R&D Systems for TGF-81 and
from Cayman Chemical for PGE,), in accordance with the man-
ufacturers” instructions. For the TGF-31 ELISA, latent TGF-f1
was activated by treatment of samples with 1N hydrochloric
acid (HCl) for 10 min, followed by neutralization with 1.2N
sodium hydroxide containing 0.5 mol/L. HEPES.

Western blorting. Uninfected macrophages were either ex-
posed or not exposed to Tat (100 ng/mL) for 18 h, washed
twice with PBS, and lysed in a buffer containing 20 mmol/L
Tris-HCl (pH 7.5), 5 mmol/L EDTA, 30 mmol/L sodium py-
rophosphate, 5% SDS, 0.1 mmol/L phenylmethylsulfonyl fluo-
ride, 1 mmol/L pepstatin A, 0.5 mmol/L DTT, 1 mmol/L ben-
zamidine HC, and soybean trypsin inhibitor (10 mg/mL}. Cells

Measure-

were scraped in this buffer, and protein content was measured
by the bicinchoninic acid method. Laemmlli sample buffer was
added to the lysate, which was subsequently incubated at 100°C
for 5 min, and proteins (50 pg/lane) were resolved by SDS-
PAGE on a 9% gel. The proteins were transferred to an Im-
moaobilon-P membrane (polyvinylidene fluoride), which was
blocked with 5% nonfat dry milk in Tris-buffered saline-Tween
20 buffer and then probed with anti-COX-2 (BD Transduction
Laboratories) and anti—3-actin (MP Biomedicals) MAbs. An-
tibodies were detected with horseradish peroxidase—conjugated
goat polyclonal anti-mouse IgG antibody (Biosource Interna-
tional) and enhanced chemiluminescence reagent (Pierce Bio-
technology), using Biomax film (Eastman Kodak).

Statistical analysis. Each experimental condition was tested
in duplicate. Results were analyzed using Prism software (ver-
sion 4.0; GraphPad) and are presented as mean + SE values.
Statistical analysis calculations were performed using the same
software, and P< .05 by Student’s nonparametric ¢ test was

considered to indicate statistical significance for the compari-
sons between values of indicated bars.

RESULTS

That multiplication of HIV-1 and Leishmania parasites is aug-
mented in cultures of coinfected macrophages has been well
characterized |8, 16]. However, the mechanisms underlying the
growth enhancement of both pathogens have not been com-
pletely elucidated. In particular, how HIV-1 increases Leish-
mania replication is not known. In the present study, we dem-
onstrate that a component of HIV-1 promotes the increase in
Leishmania growth by analyzing the multiplication of Leish-
mania parasites in primary human macrophages coinfected
with HIV-1 or treated with the HIV-1 regulatory protein Tat.

Increase in Leishmania growth in coinfected macrophages
as a result of HIV-1 infection. Initially, we studied whether
HIV-1 infection would modulate Leishmania replication in pri-
mary macrophages. Thus, HIV-1-infected macrophages were
further infected with stationary promastigote forms of L. ama-
zonensis. Of note, we confirmed that HIV-1 infection was pro-
ductive at the time of Leishmania infection (data not shown).
As depicted in figure 1A (left), Leishmania growth in HIV-1-
infected macrophages was significantly augmented ( P< .0001),
confirming that HIV-1 infection amplifies Leishmania repli-
cation in human macrophages [16]. As has been described
previously [8], Leishmania infection also induced an increase
in HIV-1 replication (P< .04) (figure 1A, right). We thus asked
whether this effect could be mediated by a component of the
virus produced during productive HIV-1 infection. We selected
the Tat protein, because it is released by HIV-1—infected cells
independently of cell death, is also found in the serum of HIV-
1—positive patients, and can perturb cellular physiological pro-
cesses [18, 19, 21, 23].

Diminishing of Leishmania multiplication in HIV-1/Leish-
mania—coinfected macrophages as a result of HIV-1 Tat
To first infer whether Tat can participate in
the observed exacerbation of Leishmania replication, we added
Tat antiserum to HIV-1/Leishmania—coinfected macrophages.
Tat antiserum significantly reduced the exacerbated Leishmania
multiplication mediated by HIV-1 infection (P=< .025) (figure
1B), implying that secreted Tat can promote Leishmania growth
in human macrophages. Remarkably, Tat antiserum did not
affect Leishmania replication in macrophages free of HIV-1,
showing that Tat antiserum did not exert a nonspecific effect

neutralization.

on Leishmania replication.

Increase in Leishmania multiplication in macrophages as
a result of HIV-1 Tat. On the basis of the preceding obser-
vation, we next addressed whether recombinant HIV-1 Tat pro-
tein could directly influence Leishmania replication. Therefore,
HIV-1 Tat was added to macrophages infected only with Leish-
mania parasites, and protozoan growth was evaluated 3-5 days
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Figure 1.

Effect that HIV-1 infection and HIV-1 Tat neutralization have on [eishmania growth in coinfected macrophages. 4 HIV-1 infection.

Macrophages were infacted with HIV-1 and, after 7-9 days, were also infected with [eishmania promastigotes. Control cells were infectad only with
Leishmania promastigotes. Cell cultures were maintained at 37°C in 5% CO; for 34 days, at which time Leishmania growth (left) and viral replication
{right) were evaluated. Datz are the mean = SE resulis of & {leff) or 3 (right) independent experiments. Means of endocytic indexes (calculated as
described in Materials and Methods) were as follows: for Leishmania, 167, and for Leishmania plus HIV-1, 320. Means of pZ4 antigen [Aqg) levels
were as follows: for HIV-1, 500 pa/mL; and for HIV-1 plus Leishmamia, 8B40 pa/mL. 5. HIV-1 Tat neutralization. In some experiments, Tat antiserum
(1:400) was added to macrophages infected only with Leishmania and to HIV-1/Laishmania—coinfected macrophages. Data are the mean + SE results
of 3 experiments. Means of endocytic indexes were as follows: for medium (leff), 363; for anti-Tat (left) 380; for medium {right), 660; and for anti-
Tat fright), 475. *P< 0001, **P< 04, and ***F < 025, for the indicated comparisons.

later. HIV-1 Tat doubled Leishmania multiplication at concen-
trations of 80 and 100 ng/mL, as shown in figure 2 (P< .001).
Biologically inactive Tat (oxidized Tat [30]), as well as Tat ve-
hicle, did not alter Leishmania replication, compared with the
control {data not shown). This indicates that exposure to sol-
uble HIV-1 Tat increases macrophage permissiveness for Leish-
mania multiplication.

Overriding of the IFN-y—induced leishmanicidal effect by
HIV-1 Tat. During the course of leishmaniasis, Leishmania-
specific clones of activated Thl lymphocytes secrete IFN-v,
which induces leishmanicidal activity in macrophages [31]. We
asked whether Tat can interfere with the IFN-y—driven leish-
manicidal activity of macrophages. Thus, Leishmania-infected
macrophages were exposed to either Tat, IFN-v, or Tat plus

IFN-v. IFN-vy decreased Leishmania growth (P<.002, com-
pared with the control) (figure 3), and HIV-1 Tat overrode the
leishmanicidal effect of IFN-y (P< 035) (figure 3). These data
show that HIV-1 Tat has a suppressive effect on macrophage
leishmanicidal activity stimulated by I[FN-v.

Augmentation of Leishmania replication by HIV-1 Tat
through TGF-G1 induction.
TGF-B1 in human macrophages and monocytes |24, 32], and
this cytokine is a potent stimulator of Leishmania growth in
these cells |26, 27]. Thus, we evaluated the contribution of TGF-
31 to increased Leishmania multiplication induced by HIV-1 Tat.
When Leishmania-infected macrophages were treated with HIV-
1 Tat in the presence of anti-TGF-31 neutralizing MAbs, a sig-
nificant decrease in Leishmania replication was observed relative

HIV-1 Tat induces secretion of

HIV-1 Tat Increases Leishmania Replication = JID 2006:194 (15 September) = 849

52



Resultados

25
* L
P T |
5%
£E 15 T
o Q
g% G
§ T 104
= IE
i
0.5
0.0 : . - . .
1] 5 20 iln} 100
Tat (ng/mL)

Figure 2. Effect that HIV-1 Tat protein has on Leishmania multiplication
in macrophages. Macrophages were infected only with L amazangnsis
and were either left untreated (0} or exposed to different concentrations
of Tat, as indicated. Cell cultures were maintained for 4-5 days, at which
time Leishmania growth was evaluated. Data are the mean = SE results
of 4 experiments. Means of endocytic indexes (calculated as described
in Materials and Methods) were as follows: for untreated macrophages,
134; for macrophages treated with & ng/mL, 146; for macrophages treated
with 20 ng/mL, 194; for macrophages treated with 80 ng/mL, 274; and
for macrophages treated with 100 ng/ml, 272 For 1-way analysis of
variance comparing all groups, P< .002. *F< 001, for the comparison
between untreated macrophages and those treated with 80 ng/mL and
between untreated macrophages and those treated with 100 ng/mL.

to that in infected macrophages treated only with Tat (P<.03)
(figure 4). As an internal control, Leishmania-infected macro-
phages were exposed only to anti-TGF-31 MAbs. This treatment
did not modify protozoan replication, showing that there was
no nonspecific modulation of parasite replication via macrophage
Fc receptors. Similar to findings of other studies (24, 32|, we
observed that HIV-1 Tat induced TGF-31 secretion by normal
human primary macrophages (data not shown). These findings
imply that increased Leishmania growth induced by HIV-1 Tat
is at least partly mediated by TGF-31.

Participation of a cascade involving PGE, and TGF-31 in
the amplification of the Leishmania growth induced by HIV-
I Tat. 1t has been speculated that TGF-31 secretion depends
on upstream secretion of the prostanoid PGE, [33, 34|, im-
plying that secretion of TGF-51 could be impaired when PGE,
synthesis is inhibited. Furthermore, it has been reported that
TGF-81 and PGE, amplify Leishmania multiplication in mac-
rophages |26, 27, 35|. Theretfore, in the next set of experiments,
we analyzed whether the participation of TGF-$1 in Tat-me-
diated amplification of Leishmania growth is dependent on the
production of PGE,. On the basis of Western blotting, we ini-
tially found that Tat induced the expression of COX-2, an in-
ducible isozyme that catalyzes a critical step in PGE, synthesis
[29, 36]. We also found that Tat induced the production of

PGE, in uninfected macrophages (figure 54). Importantly, Tat
vehicle did not induce the production of either COX-2 or PGE,.
Next, we found that the addition of celecoxib, a specific COX-
2 isozyme inhibitor [29], completely abrogated the enhanced
Leishmania replication induced by HIV-1 Tat (P< .02) (figure
5B). This latter result suggests that PGE, participates in the
Tat-induced augmentation of Leishmania multiplication. To
confirm the participation of PGE, in modulating Leishmania
growth, and to examine whether this modulation is dependent
on TGF-f1 secretion, we simultaneously treated Leishmania-
infected macrophages with PGE, and neutralizing anti-TGF-
31 MAbs. We found that PGE, increased Leishimania replication
(P< .025) (figure 6) and that the anti-TGF-31 MAbs com-
pletely prevented the PGE,-induced increase in Leishmania pro-
liferation. This last finding corroborates previous reports that
PGE, favors Leishmania replication [35)] and supports the con-
cept that PGE, activity is dependent on TGF-31 production.
In addition, production of TGF-31 decreased by 57% when
macrophages were exposed to Tat plus celecoxib, relative to
that in cells stimulated by Tat alone (data not shown). Taken
together, these data suggest that HIV-1 Tat stimulates PGE,
production, which leads to TGF-1 secretion and culminates
in augmentation of Leishmania growth.

DISCUSSION

HIV-1 infection progressively impairs immune system function,
leading to AIDS [37| and facilitating the establishment of op-
portunistic pathogens |13]. Moreover, recurrence of cutaneous
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Figure 3. Overriding of the interferon {IFN}—y—induced leishmanicidal
effect by HIV-1 Tat protein. Leishmania-infected macrophages were either
left untreated (medium) or treated with Tat {100 ng/mL), IFN-y {100 Uf
mL), or both (at the same concentrations). Cell cultures were maintained
for 4-5 days, at which time Leishmania growth was evaluated. Data are
the mean = SE results of 3 experiments. Means of endocytic indexes
(calculated as described in Materials and Methods) were as follows: for
medium, 108; for Tat, 179; for IFN-y, 54; and for Tat plus [FN-y, 107
*P< 035, for the indicated comparison.
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Figure 4. Augmentation of Lershmania replication by HIV-1 Tat protein
through transforming growth factor (TGF)—31 induction. [eishmania-in-
fected macrophages were either left untreated (medium) or treated with
Tat only (100 ng/mL}, Tat plus anti~TGF-A1 monoclonal antibodies (MAbs;
10 pg/ml), or anti-TGF-31 MAbs only. Data are the mean + SE results
of 4 experiments. Means of endocytic indexes (calculated as described
in Materials and Methods) were as follows: for medium, 67; for Tat only,
128; for Tat plus anti-TGF-31 MAbs, 83; and for anti-TGF-81 MAbs only,
59. *P< 03, for the indicated comparison.

leishmaniasis has been observed in HIV-1-infected patients pre-
senting with only moderate immunosuppression [38]. In the
present study, we have shown, for the first time, that HIV-1 Tat
protein up-modulates Leishmania growth in primary human
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Figure 5.

macrophages by inducing PGE, and TGE-531 production, an ef-
fect that can override IFN-y—induced leishmanicidal activity.
The HIV-1 Tat protein is essential in the transcription of the
HIV-1 genome, and the absence of Tat compromises HIV-1
fitness and production [17]. HIV-1 Tat is precociously produced
during HIV-1 infection and fosters interaction between the host
transcriptional machinery and the HIV-1 genome, allowing the
full transcription of viral genes [17]. Tat protein is released in
large amounts from infected cells in the absence of cell death
or changes in cellular membrane permeability [18, 19, 21].
Once released, Tat exerts biological effects on cells indepen-
dently of HIV-1 genome transcription [23]. In this regard, Tat
increases expression of the antiapoptotic Bcl-2 gene in human
macrophages, augments expression of the chemokine receptors
CCR5 and CXCR4, up-regulates macrophage production of
TNF-o¢ and TGF-31, and suppresses [FN-y—induced inducible
NO synthase (iNOS) in a murine macrophage cell line [39].
The ability of Leishmania parasites and HIV-1 to replicate
in the same cell (i.e., macrophages) should be emphasized. This
means that both pathogens coexist in the same tissue milieu,
such as lymph nodes. In fact, it was recently found that Leish-
mania parasites amplify HIV-1 replication in ex vivo tonsil
tissue from healthy donors [40]. In addition, previous reports
have shown that common opportunistic pathogens and HIV-
1 can grow in the lymph nodes of coinfected patients and can
cohabit inside macrophages (4, 5]. Furthermore, expressive
amounts of HIV-1 Tat can be found in the lymph nodes of
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Induction of cyclooxygenase (COX)-2 expression and prostaglandin E; (PGE;) synthesis by HIV-1 Tat protein and their effects on Leishmania

multiplication. 4 Western blotting. Uninfected macrophages were either left untreated (medium] or exposed to Tat (100 ng/mL) for 18 h. Cells were
lysed, and extracts were analyzed for human COX-2 enzyme or for 3-actin (as a control). The Western blot shown is representative of 3 with similar
results. PGE, production was assessed in cell supernatants by ELISA; the values shown are mean = SE results from 3 experiments (P< .05). Means
of picograms of PGE, production per microgram of cell protein were as follows: for medium, 0.368; and for Tat, 0.693. B, COX-2 inhibition. Leishmania-
infected macrophages were either left untreated (medium) or treated with Tat only {100 ng/mL}, Tat plus celecoxib (10 pmol/L), or celecoxib only.
Data are the mean = SE results of 3 experiments. Means of endocytic indexes (calculated as described in Materials and Methods) were as follows:
for medium, 178; for Tat only, 250; for Tat plus celecoxib, 151; and for celecoxib only, 151. *P< 02, for the indicated comparison.
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Figure 6. Prevention of the prostaglandin E; (PGE,}—induced increase
in Leishmania replication by immune neutralization of transforming growth
factor (TGF)-B1. Leishmania-infected macrophages were either left un-
treated (medium) or treated with PGE; only (5 umol/L), PGE; plus anti-
TGF-81 monoclonal antibodies (MAbs; 10 pg/mL), or anti-TGF-81 MAbs
only. Data are the mean + 3E results of 3 experiments. Means of en-
docytic indexes (calculated as described in Materials and Methods) were
as follows: for medium, 75; for PGE, only, 108; for PGE, plus anti-TGF-
31 MAbs, 62; and for anti-TGF-31 MAbs only, 85. *P< .03, for the
indicated comparison.

HIV-1-infected individuals [41]. These findings strengthen our
hypothesis that Tat released by HIV-1-infected cells can influ-
ence Leishmania growth in an autocrine and/or paracrine
fashion in tissues in which both microorganisms are actively
replicating.

Initially, we found that Leishmania replication was signif-
icantly amplified in macrophages coinfected with HIV-1 and
that the exacerbated Leishmania growth was significantly neu-
tralized by HIV-1 Tat antiserum. Importantly, Tat antiserum
did not affect Leishmania growth in macrophages infected with
this parasite in the absence of HIV-1, indicating that the an-
tiserum does not nonspecifically interfere with Leishmania
growth. Thus, immune neutralization of HIV-1 Tat molecules
points directly to a key contribution of secreted Tat protein in
the augmentation of Leishmania growth in macrophages.

It has been demonstrated that antibodies to Tat attenuate
HIV-1 replication |21], raising the possibility that lowered HIV-
1 production subsequent to Tat neutralization would ultimately
control Leishmania growth. However, we noted an increase in
Leishmania multiplication when macrophages infected only
with Leishmania were exposed to recombinant HIV-1 Tat pro-
tein, indicating that the effect that Tat has on parasite growth
occurs in the absence of HIV-1 infection.

Tat induces TGF-31 production in primary human macro-
phages [24], and TGF-581 is well known as a cytokine that
increases the replication of a variety of Leishmania species in

macrophages |[27|. Therefore, it is plausible that Tat induces
increased Leishmania replication via TGF-31 secretion. In fact,
our results confirm this hypothesis, because we found that
neutralization of TGF-31 partially inhibited the growth-pro-
moting effect that Tat has on Leishmania replication.
Macrophage leishmanicidal effects strongly depend on pro-
duction of NO via iNOS [42], and expression of this enzyme
can be triggered by soluble IFN-y produced by activated CD4*
T cells [42]. On the basis of the present results, it is tempting
to conclude that Tat-induced TGF-31 secretion suppresses NO
production by down-regulating the IFN-y—mediated expression
and activity of iNOS [43], thus favoring Leishmania replication
inside macrophages. In our system, addition of HIV-1 Tat to
IFN-y—treated Leishmania-infected macrophages overrode the
leishmanicidal effect of IFN-y, permitting a rate of Leishmania
multiplication similar to that in non-IFN-y—treated macro-
phages. We speculate that this mechanism may be active in
HIV-1/Leishmania—coinfected individuals. Thus, Tat released by
HIV-1-infected cells would govern the down-modulation of
the effect that [IFN-v has on Leishmania-infected macrophages
in an autocrine or paracrine manner. This would result in
uncontrolled parasite growth and a more severe disease out-
come. In addition, this mechanism could contribute to the
reemergence of quiescent parasite reservoirs or to the enhance-
ment of parasite load in HIV-1/Leishmanio—coinfected patients.
Further evidence that Tat enhances Leishmania growth via
interconnected mechanisms is suggested by our findings that
show that this HIV-1 protein induces COX-2 expression fol-
lowed by PGE, synthesis and TGF-51 production. We spe-
cifically found that Tat induces COX-2 expression and the
consequent secretion of PGE,, and we conjecture that PGE,
precedes the secretion of TGF-81 in macrophages treated with
Tat. Actually, we found that blockade of Tat-induced PGE,
production by means of celecoxib, a COX-2 inhibitor, decreased
TGF-31 secretion by 57%. Furthermore, 2 other independent
studies have uncovered the role played by PGE, in the induction
of TGE-31 secretion [33, 34]. It has been described that ex-
ogenous PGE, increases Leishmania replication in murine mac-
rophages |35]. Likewise, we detected the same phenomenon in
human macrophages by indirect and direct methods—first, we
found that the Tat-induced enhancement of Leishmania growth
was ablated when COX-2 was inhibited; and second, we found
that addition of PGE, to Leishmania-infected macrophages aug-
mented parasite growth. Consistent with these observations, we
found that the effect that PGE, has on Leishmania growth was
abolished by TGF-81 neutralization, indicating that PGE,-in-
duced Leishmania growth is mediated by TGF-31. Given that
TGEF-B1 signaling prevails over the effects of IFN-y [43], we
speculate that the Tat-mediated decrease in the ability of mac-
rophages to control Leishmania growth could be explained by
those sequential events that culminate in the deactivation of
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macrophages, which confers an advantage for Leishmania sur-
vival and replication.

Finally, we envisage an in vivo circuit in which the exacer-
bated replication of HIV-1 induced by Leishmania parasites in
coinfected patients would result in an overproduction of HIV-
1 Tat that would, in turn, augment Leishmania growth. Am-
plified protozoan multiplication would induce new rounds of
HIV-1 replication and Tat release, maintaining the circuit and
worsening both infections. However, the actual clinical rele-
vance of our present findings remains to be determined.
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Fig $1.1. A proteina Tat recombinante induz transcrigGo 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, contém uma transfecgdo
estavel 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 37° C/ 5% CO,. Para o ensaio da expressdo da Luciferase, as células
foram semeadas em placas de 12 pogos (1 X 106/pogo) na presenca de apenas meio de cultura (controle); meio de cultura
contendo 2 pg/mL de fitohemaglutinina (PHA; Sigma-Aldrich) ou meio contendo 100 ng/mL de Tat recombinante (Tat) por 18
horas, a 37°C/5% CO,. Apds esse periodo, as células foram centrifugadas (450 g) e lavadas por 2X em salina tamponada (PBS).
Apds a centrifugagdo, o sedimento celular foi lisado em 150 pL de tampdo de lise fornecido conjuntamente com o kit para
detecgdo da Luciferase (Sigma-Aldrich). A leitura foi realizada em lumindmetro TD-20/20 (Turner Designs) imediatamente apds
misturar 10ul do lisado com 100 pL do substrato presente no kit para detecgdo de Luciferase (Sigma-Aldrich). O resultado foi
normalizado, e expressa o aumento em relagdo ao controle (calculado através da divisdo dos valores absolutos pelos dos
controles). As barras representam média + erro padrdao 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 concentragbes da célula 1G5 (primeira linha: 5 X 10°; segunda linha: 2,5 X 10°; terceira linha: 1,25 x 10°
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 instrugdes dos fabricantes. A PCR foi executado em um termociclador BioRad e o DNA foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1%, seguido por coloragdo com de Brometo de Etideo (5 pug/mL).
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Fig $1.2. Tratamento com Tat induz a ativagdo de NF-kB. Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de
doadores sauddveis foram obtidas através de centrifugagdo (400G) em gradiente de Ficoll (Hystopaque, Sigma-Aldrich) a partir
de buffy coats provenientes de doagdo sanguinea. Apds a contagem das células em hemocitdmetro, as mesmas foram
suspensas em meio DMEM (LGC) suplementado com 10% de soro humano (Sigma), semeadas em garrafas de 25 cm?® (50 X
106/garrafa) e mantidas a 37° C/5% CO2 por 6-8 dias. Apds este periodo para a diferenciagdo em macréfagos humanos, as
células ndo aderentes foram removidas por lavagem com salina PBS, e meio de cultura fresco (com 10% de soro humano) foi re-
adicionado. Apds 3 dias em estufa nas condiges supra citadas, macréfagos foram tratados, ou ndo (Controle), com Tat
recombinante por 1 hora, ou infectados com L. amazonensis a 37° C/5% CO,. Apés 18 horas de infecgdio com L. amazonensis
(Leish 18h), ou apds 1 hora de tratamento com Tat (Tat 1h), as células foram lavadas em salina tamponada (PBS) e os pellets
lisados com 100 uL de tampdo 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 ntcleos celulares foram sedimentados por centrifugagdo a 3000G por 10
minutos e ressuspensos no tampdo descrito (porém sem o detergente NP-40). Os extratos nucleares foram produzidos por
congelamento e descongelamento (3X) seguidos de homogeneizagdo em vortex. A concentragdo de proteinas nucleares foi
determinada por um kit de quantificagdo protéica (BioRad) seguindo instrugdes do fabricante. Entdo, 5 ug de proteina do
extrato nuclear foi incubada com oligonucleotideos (dupla-fita) marcados com *P, os quais contém a regido consenso de
ligagdo ao NF-xB (Santa Cruz Biotechnologies). O tampdo de ligagdo (10mM HEPES - pH 7,9; 4% glycerol; 1mM DTT; 1mM EDTA;
0.1ug BSA) também continha 1 pg de Poli (dI-dC): Poli (dI-dC). Extratos nucleares do tratamento com Tat, ou da infec¢do com
Leishmania, também foram incubados com oligonucleotideos marcados contendo uma mutagdo (Mut), o que os tornam
incapazes de ligar-se ao NF-kB. Para o ensaio de mudanga de mobilidade eletroforética (EMSA), o complexo DNA-proteina foi
separado por eletroforese em gel de poliacrilamida 4%, secados e visualizados pelo analisador Phospolmage (Molecular
Dynamics). A seta indica o complexo Proteina-DNA radioativo, e os oligonucleotideos ndo ligados podem ser visualizados, como
manchas, no final do gel.
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Fig $1.3. Produgdo de TGF-f31 por macrdfagos ndo infectados expostos ao Tat. Células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) de doadores saudaveis foram obtidas através de centrifugacdo (400g) em gradiente de Ficoll (Hystopaque, Sigma-
Aldrich) a partir de buffy coats provenientes de doagdo sanguinea. Apds a contagem das células em hemocitémetro, as mesmas
foram suspensas em meio DMEM (LGC) suplementado com 10% de soro humano (Sigma), semeadas em placas de 12 pogos (2,5
X 106/pogo) e mantidas a 37° C/5% CO2 por 6-8 dias. Apds este periodo para a diferenciagdo em macréfagos humanos, as
células ndo aderentes foram removidas por lavagem com salina PBS, e meio de cultura fresco (com 10% de soro humano) foi re-
adicionado. Apds 3 dias em estufa nas condigGes supra citadas, macréfagos humanos primarios foram expostos, ou ndo
(controle), a 100 ngmL de Tat recombinante (Tat) por 48 horas. Ao término deste periodo, sobrenadantes foram recolhidos e o
TGF-f1 latente foi ativado por tratamento dos sobrenadantes com HCI 1N por 10 minutos, seguido de neutralizagdo com 1,2N de
NaOH. A concentragdo da citocina TGF-B1 foi determinada por ELISA comercial (R&D Systems) seguindo as recomendagdes do
fabricante, e utilizando um espectrofotdmetro para leitura de placas (Molecular Devices). O resultado foi normalizado, e
expressa o aumento em relagdo ao controle (calculado através da divisdo dos valores absolutos pelos dos controles). As barras
representam média + erro padrao da média (SEM) de 4 doadores (* p<0,002).

60



Resultados

Figura Suplementar 1.4

1.75 *
—_ 1.50
9 . -
o _
28 1.00-
- J
o ©
o 3 0.754
(U] El, 1
= > 0.50-
= J
~ 0.254
0.00 T T T T
Controle Tat Tat + Celecoxib

Celecoxib

Fig S1.4. Produgdo de TGF-f31 por macréfagos ndo infectados expostos ao Tat, Celecoxib ou Tat na presenga de Celecoxib.
Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de doadores saudaveis foram obtidas através de centrifugagdo (400G) em
gradiente de Ficoll (Hystopaque, Sigma-Aldrich) a partir de buffy coats provenientes de doagdo sanguinea. Apds a contagem das
células em hemocitémetro, as mesmas foram suspensas em meio DMEM (LGC) suplementado com 10% de soro humano
(Sigma), semeadas em placas de 12 pogos (2,5 X 106/pogo) e mantidas a 37° C/5% CO2 por 6-8 dias. Apds este periodo para a
diferenciagdo em macréfagos humanos, as células ndo aderentes foram removidas por lavagem com salina PBS, e meio de
cultura fresco (com 10% de soro humano) foi re-adicionado. Apés 3 dias em estufa nas condigGes supra citadas, macréfagos
humanos primarios n3o infectados foram tratados, ou ndo (controle), com 100 ng/mL de Tat recombinante (Tat), Tat na
presenca de 10uM de Celecoxib (Tat + Celecoxib) ou somente 10 M de Celecoxib (Celecoxib), por 48 horas a 37° C/5% CO.,.
Apds o término deste periodo, sobrenadantes foram coletados e tratados com 1N de HCl por 10 minutos seguido de
neutralizagdo com 1,2N NaOH. A concentragdo da citocina TGF-1 foi determinada por ELISA comercial (R&D Systems) seguindo
as instrugdes do fabricante, e utilizando um espectrofotdmetro para leitura de placas (Molecular Devices). O resultado foi
normalizado, e expressa o aumento em relagdo ao controle (calculado através da divisdo dos valores absolutos pelos dos
controles). As barras representam média + erro padrdo da média (SEM) de 4 doadores (* p<0,002).
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Objetivos do estudo: Neste trabalho, nds investigamos se a infecgdo pelo HIV-1, ou
se a exposicdo a proteina Tat do HIV-1, permitiria o estabelecimento/crescimento
intracelular de um protozoario ndo patogénico em macrofagos humanos primarios.
Contrariamente ao que ocorre em macrofagos primarios normais, observamos que a
Blastocrithidia  culicis crescia em macrofagos infectados pelo virus. A
sobrevivéncia/replicacao intracelular do protozoario era reduzida quando culturas co-
infectadas eram tratadas com anticorpos contra a proteina Tat, sugerindo que o Tat
poderia desempenhar um importante papel neste fendmeno. Corroboramos estes
resultados em culturas de macrofagos monoinfectados por B. culicis, utilizando
somente a proteina recombinante Tat do HIV-1. Por microscopia eletrénica de
transmissao, nos verificamos que tanto o HIV-1 quanto a B. culicis poderiam co-habitar
um mesmo macrofago, e que formas em divisdo do protozoario podiam ser
visualizadas no interior de macréfagos. Em culturas de macréfagos infectados somente
com B. culicis, a exposi¢gédo a citocina TGF-f1 aumentou a replicagao intracelular do
protozoario, ao passo que o0 uso de anticorpos neutralizantes para esta mesma citocina

também reduziu o incremento replicativo induzido pelo Tat.
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Abstract

Monoxenic trypanosomatids, which usually are non-pathogenic in humans, have been detected in ALDS patients, but the mechanisms under-
lying the establishment of these protozoa in HIV-1-infected individuals are poorly understood. Here we addressed the role of HIV-1 and the HIV-
1 Tat protein in the replication of the monoxenic trypanosomatid Blastocrithidia culicis in HIV-1-infected primary human macrophages. We
found that HIV-1 and B. culicis replication augmented almost three times in co-infected macrophages, and that Tat antiserum significantly re-
duced the exacerbated protozoan growth. Exposure of B. cuficis only infected macrophages to Tat protein also resulted in enhanced protozoan
proliferation, reaching a twofold increase at 100 ng/fmL. Electron microscopy analysis revealed that B. culicis and HIV-1 co-habit the same cells,
and showed protozoan dividing forms inside macrophages. Prowzoan replication diminished when B. culicis only infected macrophages were
treated with Tat protein in the presence of anti-TGF-B1 antibodies, suggesting a participation of this cytokine in the angmentation of protozoan
multiplication. In fact, exogenous TGF-f1 promoted the trypanosomatid replication in macrophages. Overall, our results suggest that HIV-1
infection deactivates the macrophage microbicidal activity, permitting the survival and multiplication of an otherwise non-pathogenic protozoan
in these cells, a process partially mediated by Tat protein, via TGF-p1 secretion.
© 2008 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Monoxenic rypanosomatid; HIV-1; HIV-1 Tat protein; Blasiocrithidia culicis; HIV-1/non-pathogenic trypanosomatid co-infection; TGF-B1

1. Introduction the integrity and function of the immune system, particularly
by inducing the demise of CD4™ T cells, leading to a severe

The Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-1), the immunosuppression [2]. In contrast to what occurs with lym-
etiological agent of the Acguired Immunodeficiency Syn- phocytes, macrophage percentage does not decline; they are
drome (AIDS), infects CD4" T lymphocytes and monocyte/ resistant to the virus cytopathic effects, survive for longer pe-

macrophages, using the CD4 molecule and the chemokine re- riods and sustain productive viral replication [3]. Thus, macro-
ceptors CCRS and CXCR4 to enter the target cells [1]. HIV-1 phages have been considered a rich source of viral production,
persistently replicates in the lymphoid tissue, compromising functioning as an important reservoir for HIV-1 persistence

and replication [3]. For instance, 1t has been shown that mac-
—_— ) rophages from macaques infected with simian immunodefi-
* Corresponding author. Tel.: +55 21 2562 6747; fax: +55 21 2560 8344/ - - . . - : .
25600 8025 ciency virus/HIV-1 (SHIV) chimeric virus sustain high
28. ) . b
E-mail address: esaraiva@microufrjbr (EM. Saraiva). plasma virus loads even in the absence of CD4™ T cells [4].
! These anthors contributed equally to this work. A number of conditions, including concomitant infections
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with other pathogens, have been associated with increased per-
missiveness of macrophages to HIV-1 infection and higher
numbers of HIV-1-producing macrophages [5—7].

Individuals infected by HIV-1 are susceptible to co-infec-
tions with a plethora of microbes [8]. In this regard, in the
event of opportunistic infections, HIV-1 and the co-pathogen
can actively replicate in the same human tissue. In fact, mac-
rophages can be found simultaneously infected with HIV-1
and the co-pathogen in the lymph nodes, as described for
Pneumocystis carinii or Mycobacterium avium [6,7]. In some
clinical episodes of co-infection, the growth of both, HIV-1
and of the co-pathogen is mutually enhanced, leading both dis-
eases to a more severe clinical status [9,10]. This in wve find-
ing of HIV/co-pathogen dual interference in the growth has
been reproduced in some experimental models [10—12].

Pathogenic protozoa of the Trypanosomatidae family, such
as Leishmania and Trypanosoma species, can be encountered
as co-pathogens in HIV-1 positive individuals [8]. Whereas
members of this family undergo cyclical development in
both vertebrate and invertebrate hosts (referred to as hetero-
xenic trypanosomatids), other trypanosomatids develop their
entire life cycle only in invertebrate hosts, and are referred
to as monoxenic trypanosomatids [13]. Although the pathoge-
nicity of monoxenic protozoa to healthy human beings has not
vet been clearly demonstrated, there have been some reports of
AIDS patients that present Leishmania-like ulcers caused by
these otherwise non-pathogenic trypanosomatids [13,14]. In
fact, Leptomonas, Herpetomonas and Crithidia genetically re-
lated protozoa, as well as other monoxenous trypanosomatids
not yet fully characterized, have been found in immunocom-
promised HIV-1-infected patients [13].

The HIV-1 transcriptional transactivator (Tat) is a regulatory
protein that participates in the elongation of viral transcripts
through facilitating the interaction of cellular factors with
the long terminal repeat (LTR) viral promoter [15]. Tat is an
essential viral gene product for HIV-1 replication, and Tat-de-
fective virus does not replicate efficiently in tissue culture
[15]. In the absence of HIV-1 Tat, viral transcription starts
but is defective for elongation, and few productive transcripts
are generated [15]. Cells productively infected by HIV-1 re-
lease expressive amounts of Tat [16—18], which can be found
in the serum of HIV-1-infected patients, as well as in the su-
pematants of HIV-1-infected cells [17]. Intriguingly, Tat can
modify the homeostasis of the immune system, because it
stimulates secretion of interleukin (IL)-1(3, IL-4, IL-6, IL-8,
IL-10, transforming growth factor (TGF)—B1, tumor necrosis
factor (TNF)—eo, and TNF-B [19—21]. In addition, we recently
described that Tat also induces the expression of the enzyme
cyclooxygenase (COX)-2 and the synthesis of prostaglandin
E, (PGE,) [11]. Immunization of mice with soluble Tat in-
duces a pronounced immunosuppression, characterized by T
cell proliferative defects and a depressed antibody response
[22]. Based on Tat properties to imbalance the orchestration
of the immune system and to impair the immune function,
we believe that Tat can influence the replication of HIV-1
co-pathogens in experimental models. Indeed, we recently
reported that Tat released by HIV-l-infected macrophages,
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as well as recombinant Tat protein (rTat), increase Leishmania
replication in macrophages through induction of PGE; and
TGE-B1 [11]. In this current study, we describe that HIV-1 in-
fection, or treatment with rTat, deactivate the microbicidal ac-
tivity of macrophages, permitting the survival and
multiplication of a non-pathogenic trypanosomatid in these
cells, a phenomenon partially mediated by Tat-induced TGF-
B1 secretion. In the present model, we used the monoxenic
and endosymbiont-bearing trypanosomatid, Blastocrithidia cu-
licis, which was isolated from several insects [23], and is able
to colonize the mosquito Aedes aegypti, the vector of dengue
and yellow fever [24].

2. Materials and methods
2.1, HIV-1 isolate and B. culicis

All assays of macrophage infection were performed with
the monocytotropic, CCR5-dependent isolate HIV-1gar [25].
which was expanded in phytohemagglutinin-activated periph-
eral blood mononuclear cells (PBMC). B. culicis
(ATCC30257) epimastigote forms were cultivated at 26 °C
in Brain Heart infusion, supplemented with 10% heat-inacti-
vated fetal calf serum (HI-FCS, Gibco BRL, Gaithersburg,
MD) and 15 pg/mL of gentamycin (Schering-Flough, Rio de
Janeiro, RJ, Brazil). Epimastigotes from 3-day-stationary cul-
tures were used for experiments throughout.

2.2. Reagents

The cytokine TGFE-B1 and the anti-TGF-B1 monoclonal an-
tibodies (clone 9016) were purchased from R&D Systems
(Minneapolis, MN). The following reagents were obtained
through the NIH AIDS Research and Reference Reagent Pro-
gram, Division of AIDS, NIAID, NIH (Bethesda, MD): HIV-1
Tat protein from Dr. John Brady and DAIDS, NIAID, and rab-
bit antiserum to HIV-1 Tat from Dr. Bryan Cullen. Lyophilized
86-amino acid Tat protein was reconstituted in phosphate buff-
ered saline (PBS) containing 1 mg/mL bovine serum albumin
(BSA) and 0.1 mM dithiothreitol (DTT). The Tat preparation
has been shown to be biologically active, and contained less
than (.15 EU/pg of lipopolysaccharide (LPS), as assessed by
Limulus amoebocyte assay (BioWhittaker, Walkersville, MD).

2.3. Cells

Human monocyte-derived macrophages (MDM) were ob-
tained from peripheral blood mononuclear cells (PBMC) iso-
lated by density gradient centrifugation (Hystopaque,
Sigma— Aldrich, St. Louis, MO) from buffy coat preparations
of healthy blood donors. Briefly, 10° PBMC were plated in &-
well Permanox chamber slides (Nalge Nunc, Naperville, IL) in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, LGC Bio, Sao
Paulo, SP, Brazil) containing 10% human serum {Sigma) and
penicillin/streptomycin  (Sigma). Cells were maintained at
37 °C i 5% CO; during 5—6 days for monocyte differentia-
tion into macrophages. Non-adherent cells were washed out
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and macrophages were maintained for 3 days in DMEM as
above. Macrophage purity was =90%, as determined by
flow cytometry analysis (FACScalibur flow cytometer, Becton
Dickinson, San Jose, CA), using anti-CD3 (Caltag Laborato-
ries Inc., Burlingame, CA) and anti-CD16 (SouthernBiotech,
Birmingham, AL) monoclonal antibodies (MAbs).

24. Macrophage infection with HIV-1 and B. culicis

Macrophages were infected with HIV-1, using 5—10ng/mL
HIV-1 p24 antigen. After incubation overnight, excess virus
was washed out, fresh medium was added back and infected
macrophages were maintained under standard culture condi-
tions. After 7 days of HIV-1 infection, macrophages were in-
fected with 3-day-stationary phase B. culicis, using 10:1
epimastigotes/cell at 35 °C for 4 h. Cultures were washed
twice, and recalcitrant non-internalized protozoa were re-
moved by complement lysis [26]; fresh medium was added
back and cultures were maintained at 35°C, 5% CO, for 3—
4 days. In some experiments, HIV-1 Tat antiserum was added
to HIV-1/B. culicis co-infected macrophage cultures just after
removal of non-internalized B. culicis. To measure HIV-1 pro-
duction, supernatants were collected and HIV-1 p24 antigen
was assessed using commercial ELISA (ZeptoMetrix Co.,
Buffalo, NY). To evaluate B. culicis replication, slides were
fixed with methanol and stained with Giemsa. Epimastigote
forms of Blastocrithidia inside macrophages were counted
by light microscopy. Results are expressed as endocytic index,
which was calculated by multiplying the percentage of in-
fected macrophages by the average number of protozoa per
macrophage. Since endocytic index values varied between ex-
periments, they were normalized. In another set of experi-
ments, normal macrophages were treated with HIV-1 rTat
protein, TGE-Bl or anti-TGF-p1 MAbs during 16—24 h.
Then, culture media were harvested (conditioned media) and
kept at 4°C; macrophages were infected by B. culicis as
described above and, after parasite removal, the conditioned
media were added back to the original wells.

2.5, Transmission electron micrascopy (TEM}

For transmission electron microscopy, samples were fixed
in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer, pH 7.2
for 1 h. After fixation, cells were washed in cacodylate buffer
and post-fixed for 1h in 1% osmium tetroxide containing
(0.8% potassium ferricyanide and 5 mM CaCl; in 0.1 M caco-
dylate buffer. Then, samples were washed in cacodylate buffer,
dehydrated in acetone and embedded in Epon. Ultrathin sec-
tions were mounted on 300-mesh grids, stained with uranyl ac-
etate and lead citrate, and observed under a Zeiss 900
transmission electron microscope.

2.6. Statistical analysis
Results were analyzed using the Graphpad Prism v4.0 soft-

ware (San Diego, CA) and are presented as mean value + stan-
dard error of the mean (SEM). Statistical analysis calculation
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was performed using the same software, and the comparisons be-
tween means of indicated bars were considered significantly dif-
ferent when the p value was less than (.05 using Student’s 7 test.

3. Results

HIV-1 infection impairs the function of the cells of the im-
mune system, allowing the growth of co-pathogens in vive, as
well as in virro [8]. Indeed, experimental studies have shown
that the growth of several infectious agents is favored in
HIV-1-infected cell cultures [8,10,11]. Here, we show that
macrophages infected by and harboring HIV-1 were permis-
sive and allowed the multiplication of the non-pathogenic
trypanosomatid 8. culicis, which is controlled by HIV-1-unin-
fected macrophages over time.

In previous experiments, we detected that normal primary
human macrophages control B. culicis growth over time, kill-
ing 75% of the initial input of the protozoan after 6 days of
infection (data not shown). Then, we analyzed whether B. cu-
licis could survive inside macrophages infected with HIV-1.
For this purpose, macrophages infected with an RS5-tropic
HIV-1 isolate for 7—9 days, were exposed to B. culicis epimas-
tigote forms. After removing non-internalized protozoa by
complement lysis, dual infected macrophage cultures were
maintained for more 4—5 days, when the growth of both
agents was measured. As shown in Fig. 1 (left side), the
growth of B. culicis is enhanced almost three times in cultures
of macrophages with replicating HIV-1, relative to protozoan
multiplication in HIV-1 uninfected cells, suggesting that
HIV-1 allows the survival of this trypanosomatid inside mac-
rophages. In addition, B. culicis also induced an amplification
of approximately three times in HIV-1 replication (Fig. 1, right
side) in co-infected cultures, reflecting a mutual interference
in the growth of both agents. At this point, the ultrastructure
of co-infected macrophages was analyzed by TEM in order
to verify whether both agents could co-habit and replicate in
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Fig. 1. Effect of HIV-1 infection on 8. culicis growth. Macrophages were in-
fected with HIV-1 and. after 7 days, were also infected with B. culicis. Cell
cultures were maintained at 35 *C, 5% OO, for 4—5 days, when 8. culicis growth
(left) and wviral replication (right) were evaliated. Data represent means +
SEM of 5 (left) or 3 (right) independent experiments, and asterisks show
statistical significance (*p < 0.04; **p < 0.01). p24 values for HIV-1 replica-
ton: HIV only = 0955 £ 0.17 ng/mL; HIV + B. culicis = 3.27 £ 0.18 ng/mL.
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the same cell. As depicted in Fig. 2A and B, HIV-1 and B.
culicis were found co-existing in the same macrophage. Im-
portantly, dividing forms of B. culicis inside productive HIV-
I-infected macrophages were frequently detected (Fig. 2C
and D). Of note, dividing forms of the B. culicis were defined
either by the detection of two flagella, two endosymbionts, and
protozoa in cytokinesis (Fig. 2D), as well as the presence of
more than one protozoan in the same macrophage vacuole
(Fig. 2E). These findings clearly show that this trypanosomatid
can survive and multply inside HIV-1-producing human
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macrophages. Curiously, B. culicis remained in the epimasti-
gote form inside macrophages, infected or not by HIV-1
(Fig. 2C), which is not observed in the heteroxenic trypanoso-
matids of the Trypanosoma genera. Taken together, our results
indicate that HIV-1 infection promotes the survival and multi-
plication of a non-pathogenic trypanosomatid inside human
macrophages.

‘We recently described that HIV-1 Tat protein, which is re-
leased by HIV-1-infected human macrophages, up modulates
the Leishmania growth in Leishmania/HIV-1 co-infected

]

Fig. 2. Transmission electron microscopy of human macrophages co-infected with HIV-1 and the trypanosomatid protozoan 8. culficis. Macrophages were infected
with HIV-1 and, after 7 days were also infected with B. culicis and maintained at 35 *C, 5% CO, for 4—5 days. Cell cultures were fixed and processed for TEM as
described in Materials and Methods. (A) Viros particles can be seen accumm lated inside vacuolar stctures enclosed by a membrane unit (large arrows); one vac-
uole is directly connected with the extracellular millien. Virus particles present the doughnut-like core (small arrows). P — 8. culicis protozoan. x30,000; (B)
Protozoa (P) are distributed through the macrophage cytoplasm; usually more than one trypanosomatid is observed per cell. Intracellular viral particle formation
is seen associated with membrane profiles of the endoplasmic reticulum (inset). E — Endosymbiont bacteria: N — Macrophage nucleus. <7800, Inset: =«30,000: (C)
Two protozoa (P) can be seen in a co-infected macrophage, one of them shows the typical elongated epimastigote form of B. culicis. The rounded protozoan form
presents two flagella (*), indicating cell division. N — Macrophage nuclens; E — Endosymbiont bacteria. x10.500; (D) A dividing protozoan exhibiting two
flagella (F) and two endosymbiont bacteria (E) is enclosed by a tight vacuolar membrane, surrounded by several mitochondria (M). =21.600; (E) Usnally,
only one protozean is observed per vacuole (B,C), but, after division, several parasites (P) can be found in a single vacuolar structure. = 21,000.
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macrophages [11]. Therefore, we studied whether Tat protein
would have a similar role in the growth enhancement of a non-
pathogenic trypanosomatid such as B. culicis, in HIV-1-co-
infected macrophages. Initially, dual infected macrophages
were treated with anti-Tat polyclonal antibodies to neutralize
the naturally released Tat by HIV-1-infected cells, and the rep-
lication of B. culicis was measured. The addition of Tat antise-
rum reduced the growth of B. culicis nearly to levels found in
HIV-1-uninfected macrophages (Fig. 3A, right side). This
finding implies that secreted Tat contributes to B. culicis sur-
vival and multiplication in human macrophages. Importantly,
Tat antiserum did not affect B. culicis replication in macro-
phages free of HIV-1, indicating that this serum did not exert
a nonspecific effect on B. culicis replication (Fig. 3A, left
side). Based on this result, we studied the ability of soluble
Tat to directly influence B. culicis growth in macrophages

>

25 =
== Medium

= 20 1 Anti-Tat
g9
Tt
£ 1.5
o 3 T =
X

T 1.0
i
w

=~ 05+

0.0 - o —
B. culicisdnfected HIV-1 | B. culicis
macnophages co-infe cted macmophages
Infection of macrophages
B 3
- -

53
£
-'e -
‘E. ©
£3

& 17
g

0 .
0 25 50 100 100
inactive Tat
Tat (ng/mL)

Fig. 3. Effect of HIV-1 Tat protein on B. culicis replication. (A) Macrophages
were infected with HIV-1 and, afier 7 days, were also infected with B. culicis
(right side). Cell cultures were maintained at 35 °C, 5% O, for 4—35 days,
when B. culicis growth was evaluated. Control cells were infected only with
B. culicis (left side). Tat antiserum (1:500) was added to macrophages infected
only with B. culicis and to HIV-1/B. culicis-co-infected macrophages. Data
represent mean + SEM of three independent experiments and asterisk shows
statistical significance (p < (L004) between indicated bars. (B) Macrophages
were exposed to different concentrations of Tat or 100 ng/mL of oxidized
Tat (biologically inactive) for 15—18 h. Medium was collected. macrophages
were infected only with B. culicis, followed by re-addition of harvested me-
dium, and B. culicis replication was evaluated after 3 days. Data represent
mean = SEM of three independent experiments and asterisks show statistical
significance. *p =0.05; **p < (.04 compared to control [0 ng/mL].
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infected only with this protozoan. Thus, macrophages pre-
treated with Tat were infected with B. culicis, and protozoan
growth was evaluated 3 days later. HIV-1 Tat doubled B. culi-
cis multiplication at concentrations equal to 50 and 100 ng/mL
(Fig. 3B). Of note, biologically inactive Tat (oxidized Tat,
[20], Fig. 3B), as well as Tat vehicle (data not shown), did
not ater B. culicis replication. Overall, these results indicate
that Tat protein is an important factor in the enhanced growth
of B. culicis in HIV-1-infected macrophages, which is further
demonstrated by its ability to support the B. culicis growth in
macrophages infected only with this protozoan.

Copious evidence demonstrate that HIV-1 Tat protein in-
duces the secretion of several molecules by macrophages,
including the cytokine TGF-B1 [21], which is widely heralded
as a potent growth stimulator of several obligate intracellular
microbes, such as Leishmania and Trypanosoma [27,29]. Sim-
ilar to findings of other studies [21], we observed that HI'V-1 Tat
significantly increased TGF-p1 secretion by normal human pri-
mary macrophages (data not shown). This cytokine is exploited
by pathogens by means of its capacity to down-modulate the mi-
crobicidal activity of human and mouse macrophages induced
by the cytokine interferon (IFN)-y [27]. Rooted in these TGE-
p1 properties, we evaluated whether this cytokine favors B. cu-
licis replication in human macrophages. As depicted in Fig. 4A,
TGE-P1 supported the intracellular protozoan proliferation,
which reached 50% of increase at concentrations equal to 2.5
and 5.0 ng/mL, relative to non TGF-pl-treated cells. This result
suggests that the suppressive activity of TGE-B1 could also be
exploited by a non-pathogenic organism, as long as a TGF-pl
inducer is present in the cell milieu, such as HIV-1 Tat. Because
exogenous HIV-1 Tat enhances Leishmania replication ulti-
mately by induction of TGF-p1 secretion [11], we assessed
the participation of this cytokine in the Tat-mediated B. culicis
replication. As shown in Fig. 4B, immunoneutralization of the
Tat-induced TGF-pI1 secretion resulted in a noteworthy inhibi-
tion of the trypanosomatid replication, when compared to B. cuu-
licis growth in cultures treated only with Tat. We emphasize that
anti-TGF-B1 antibodies did not modity the survival of the trypa-
nosomatid in the B. culicis only infected macrophages treated
with these antibodies, ruling out any unspecific isotype effects.

4. Discussion

HIV-1 infection progressively deteriorates the function of
the immune system, allowing the occurrence and persistence
of co-pathogens [8]. In this context, diseases caused by organ-
isms that usually do not infect healthy persons were already
described in AIDS patients [13]. In the present study, we dem-
onstrate that HIV-1 infection decreases the ability of macro-
phages to eliminate the non-pathogenic protozoan B. culicis,
facilitating its replication. Our investigation also points to an
important role of HIV-1 Tat protein, which would usher the en-
hancement of the protozoan multiplication. Together with the
immunosuppression caused by HIV-1 infection, HIV-1 Tat
protein could be a relevant depressant of the macrophages mi-
crobicidal activity. Indeed, we recently described that Tat
drives Leishmania growth in human macrophages [11]. In
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Fig. 4. Effect of TGF-B1 on 8. culicis replication. (A) Macrophages were ex-
posed to different concentrations of human TGF-f1 for 15—18 h. Medium was
collected. macrophages were infected only with B. culficis. followed by re-
addition of harvested medium, and B. culicis replication was evaluated after
3 days. Data represent means + SEM of three independent ex periments, and
asterisks show statistical significance (*p < 0.05; **p < 0.02 related to control
[0 ng/mL]). (B) Macrophages were treated with recombinant Tat (100 ng/mL),
in the presence or not of neutralizing anti-TGF-B1 antibodies (10 pg/mL).
Then, macrophages were infected only with 8. culicis, and protozoan growth
was evalated after 3 days. As an internal control, cells were pre-treated only
with neutralizing anti-TGE-f1 antibodies. Data represent means + SEM of
three independent experiments and asterisk shows statistical significance
between indicated bars (p < 0.05).

addition, 1t has also been shown that inoculation of recombi-
nant HIV-1 Tat in mice induced a pronounced immunosup-
pressive response, blunting T- and B-cell responses [22].

Tat is a relevant protein for HIV-1 transcription and subse-
quent HIV-1 production [14]. It is produced early in the viral cy-
cle and is released in large amounts by acutely HIV-1-infected
cells, in the absence of cell death or changes in cellular membrane
permeability [16—18]. Once in extracellular milliew, Tat can be
taken up by various cells and induce alterations in gene transcrip-
tion, protein expression and cytokine secretion [29,19]. In this
study, we found evidences that Tat released by HIV-1-infected
cells disturb the macrophage defensive maneuvers, forging a per-
missive cellular environment to B. culicis establishment and
growth, via an autocrine/paracrine pathway, a phenomenon prob-
ably independent of Tat transcription activity.

We initially detected that HIV-1/B. culicis co-infection in
macrophages mutually drives the growth of both agents in
these cells (Fig. 1). Taking account that uninfected macro-
phages rapidly eliminate B. culicis over time (data not shown),
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this result suggests that HIV-1 infection disengage the macro-
phage capacity to control the trypanosomatid infection, which
is visually illustrated by the image of protozoan dividing forms
inside HIV-1-productive macrophages (Fig. 2C and D). Be-
cause the growth amplification of the pathogenic trypanoso-
matid Leishmania in HIV-1 infected macrophages is partly
mediated by HIV-1 Tat protein, we addressed whether this pro-
tein could also be involved in a non-pathogenic protozoan
growth exacerbation. In fact, the addition of Tat antiserum to
HIV-1/B. culicis co-infected cultures almost abolished the
HIV-1-mediated enhancement of protozoan replication, pro-
posing that naturally released Tat is involved in the protozoan
replication inside macrophages.

It has been described that Tat stimulates HIV-1 production,
and that anti-Tat antibodies attenuate HIV-1 replication [17].
These findings raise the possibility that lowered HIV-1 produc-
tion due to Tat neutralization would ultimately control B. cu-
licis growth in our model. However, addition of recombinant
Tat to 8. culicis only infected cells partially mimicked the ef-
fect observed in HIV-1/B. culicis co-infection, indicating that
Tat exerts a direct effect on target cells, favoring the trypano-
somatid replication, even in the absence of HIV-1 infection.
The effective Tat doses used in this study (up to 100 ng/mL
or ~7nM) cannot be considered excessive, since they are
similar or even lower than extracellular Tat concentrations
able to induce a variety of biological effects in macrophages
and in T cells, such as T cell apoptosis, transactivation of
the HIV-1 promoter, 1L-10 secretion and FasL induction in
macrophages [20,22,30,31].

Substantial evidence indicates that the cytokine TGE-p1 in-
creases the intracellular replication of pathogenic trypanoso-
matids [27,28], and that Tat induces TGF-Bl in a range of
cells, including human macrophages [21]. Thus, we hypothe-
sized that the suppressive activity of TGF-B1 could also be ex-
ploited by a non-pathogenic trypanosomatid. In fact,
neutralization of TGEF-Pl partially inhibited the growth-
promoting effect that Tat has on B. culicis replication, substan-
tiating our conjecture. Consolidating the role of TGF-1 in the
enhancement of B. culicis multiplication, recombinant TGF-p1
induced a similar effect of Tat on the 8. culicis replication in
non HIV-l-infected macrophages. It should be emphasized
that this is the first report describing that this cytokine facili-
tates the survival/growth of a non-pathogenic protozoan in
cells usually resistant to these trypanosomatids. These findings
were also observed in B. culicis-infected murine macrophages,
in which Tat or TGF-p1 induced a 3—5-fold increase in the
protozoan multiplication (data not shown). Because HIV-1-in-
fected patients can present elevated levels of circulating TGF-
B1[32], we could speculate that this cytokine would contribute
to increase the susceptibility to opportunistic infections by
non-pathogenic trypanosomatids. Because it has been sug-
gested that anti-Tat antibodies may delay disease progression
in HIV-1 infected patients [28], and that HIV-1 Tat protein
has been extensively studied for an anti-HIV-1 vaccine [28],
we believe that a stimulus that induces anti-Tat antibodies
could help to avoid a permissive milieu to the growth of
non-pathogenic protozoa.
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The transmission of a monoxenous trypanosomatid into
a vertebrate host must have occurred many times along the
evolution, but any successful transmission of this non-
pathogenic trypanosomatid into a host could have opened
a possibility for its parasitism. It was agreed that Trypanosoma
and Leishmania surpassed this restricted access [33]. However,
some reports indicate that other non-pathogenic insect trypa-
nosomatids could be in the process of establishment in the
mammalian hosts [13,14,34], possibly as a result of changes
in the vertebrate immunological status. This assumption is
supported by the isolation of a Herpetomonas trom rats and
dogs [34,35], a protozoan so far associated with insect hosts
only, and by the experimental infection of mouse fibroblasts
with monoxenous species of Crithidia and Herpetomonas
[36]. Our present data strengthen the possibility of a monoxe-
nous establishment in a mammalian host, as the result of
a down-modulation of macrophage microbicidal mechanisms
by a viral co-pathogen.
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Fig $2.1. Macrdfagos eliminam grande percentagem de Blastocrithidia culicis intracelular através dos dias. Células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de doadores saudaveis foram obtidas através de centrifugacdo (400G) em
gradiente de Ficoll (Hystopaque, Sigma-Aldrich) a partir de buffy coats provenientes de doagdo sanguinea. Apds a contagem das
células em hemocitémetro, as mesmas foram suspensas em meio DMEM (LGC) suplementado com 10% de soro humano
(Sigma), semeadas em laminas providas de camaras (1 X 106/cémara; Labtek, Nalge) e mantidas & 37° C/5% CO2 por 6-8 dias.
Apos este periodo para a diferenciagdo em macréfagos humanos, as células ndo 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 condi¢Ges
supra citadas, macréfagos foram expostos a epimastigotas de B. culicis em fase estacionaria, a 35° C/5% CO,, na proporcdo de
10 protozoarios/macroéfago. Apds 4 horas, os protozoarios nao internalizados foram removidos por lavagem com PBS, seguido
de tratamento com 30% de soro humano ndo inativado (lise por complemento), por 5 minutos. Algumas laminas foram fixadas
com metanol justamente apés o término do periodo de infecgdo (dia 0). Outras foram mantidas por 3 ou 6 dias, a 35° C/5%
CO,, e depois fixadas para avaliagdo da sobrevivéncia intracelular da B. culicis. As laminas foram coradas por 30 minutos com
Giemsa comercial e a contagem dos tripanossomatideos foi realizada sob microscopia 6tica. O resultado apresenta a
percentagem de indice endocitico (= % de macrdéfagos infectados X média de protozoario/macréfago), considerando-se como
100% os valores determinados nos experimentos fixados logo apds a infec¢do. Os pontos representam médias * erro padrdo da
média (SEM) de dois doadores feitos em duplicata.
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Em paises tropicais, a alta incidéncia de patdégenos possibilita que individuos
infectados por HIV-1 possam ser acometidos por co-infecgbes que normalmente nio
seriam observadas em regides de clima temperado (Karp & Neva, 1999). No Brasil o
clima quente permite a sobrevivéncia de diversos insetos vetores de doenga, dentre os
quais flebotomineos, triatomineos e culicideos (Karp & Neva, 1999). Segundo a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a co-infecgdo HIV-1/protozoarios vem
emergindo progressivamente e pode prejudicar a terapéutica da infecgdo pelo HIV-1
(Karp & Auwaerter, 2007b; WHO, 2007). Depois da toxoplasmose, a co-infecgdo HIV-
1/Leishmania representa a maior percentagem de casos relatados entre as co-
infecgbes HIV-1/protozoarios observadas no mundo (Karp & Auwaerter, 2007b). O
advento da terapia anti-retroviral provocou um decréscimo marcante na frequéncia
desta co-infeccdo, porém algumas complicagbes devem ser ressaltadas (Alvar et al.,
2008). Por exemplo, na co-infecgdo HIV-1/Leishmania em pacientes, a replicagao de
ambos os patégenos pode aumentar, o que acelera o desenvolvimento da AIDS e da
leishmaniose (Alvar et al., 2008). Além disso, uma resposta imune efetiva contra o
protozoario requer niveis altos de linfécitos T CD4", o que n&o ocorre na AIDS (Alvar et
al., 2008). A imunossupressao provocada pela infecgao com HIV-1 pode promover a
disseminagdo da Leishmania ou mesmo reativar infec¢des latentes (Alvar et al., 2008).
Por exemplo, em seis pacientes africanos co-infectados por HIV-1/L. major, cinco deles
apresentaram baixissima contagem de T CD4" (<10 células/ul), o que resultou no
aparecimento de leishmaniose cutanea difusa (Foulet et al., 2006). Mais relevante é o
fato do HIV-1 e a Leishmania poderem co-habitar a mesma célula (os macrofagos) e
poderem coexistir no mesmo tecido (linfonodo). Em 1997, Orenstein e colaboradores
reportaram HIV-1 e bacilos de Mycobacterium avium co-habitando um mesmo
macrofago de linfonodo de pacientes co-infectados por estes patdégenos (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 replicagao do HIV-1, visto que a infecgdo com esses bacilos induzia
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TNF-o. e aumento de co-receptores CCR5 em macrofagos do linfonodo (Wahl et al.,
1998). Nos ultimos anos diversos estudos tém demonstrado que diferentes patdégenos
podem alterar a replicacdo do HIV-1 em culturas celulares e vice-versa. Por exemplo,
Mycobacterium avium, Mycobacterium tuberculosis e Leishmania infantum podem
exacerbar a replicagdo do HIV-1 em macréfagos 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 investigacdo de modelos de co-infecgao in vitro
pode ser util quando pretendemos analisar a interferéncia reciproca no crescimento de
dois patégenos capazes de multiplicar-se nas mesmas células. Também cabe ressaltar
o fato de ndo existirem bons modelos experimentais que nos permitem avaliar a
replicagédo in vivo de agentes infecciosos em co-infecgbes com HIV-1 (pois HIV-1 sé

infecta humanos).

Inicialmente, nos estabelecemos um modelo de co-infecgdo in vitro com HIV-
1/Leishmania amazonensis em macrofagos primarios humanos, os quais foram obtidos
através da diferenciacdo de mondcitos primarios de doadores saudaveis. Infectamos
macrofagos com o HIV-1, isolado BaL (um virus RS, subtipo B) e aguardamos sete dias
antes de proceder com a infeccdo por Leishmania, uma vez que neste intervalo de
tempo podem ser detectadas concentragbes bem significativas do virus no
sobrenadante das culturas (Brown et al., 2006). Apds esse periodo, nos co-infectamos
estes macrofagos com Leishmania amazonensis, na proporgdo de trés parasitos por
macrofago e a avaliagdo da producdo de HIV-1 e da Leishmania foi feita cinco dias
apos esta segunda infecgdo. Ja foi claramente reportado que a co-infecgao in vitro com
HIV-1/Leishmania infantum promove um aumento na replicagao tanto do HIV-1 quanto
da L. infantum (Zhao et al., 2004; Zhao et al., 2006). Embora as espécies
viscerotropicas predominem nos casos de co-infecgdes HIV-1/Leishmania reportados
nos paises europeus, cabe destacar que as dermotrdpicas também ja foram relatadas
em nosso pais, sendo 43% de casos envolvendo HIV-1 e leishmaniose muco-cutanea
(Alvar et al., 2008; Cruz et al., 2006). A analise da literatura sobre o progresso clinico
da co-infeccédo HIV-1 com leishmaniose cutanea e muco-cutanea aponta a presencga de
ulceragdes e lesdes nao usuais nestes pacientes, assim como visceralizacdo do

tripanossomatideo (Alvar et al., 2008). Por esta razdo, muitas vezes o diagndstico

73



Discussao

clinico & prejudicado, principalmente os baseados em patognomonia. Todavia, ndo ha
nenhum estudo investigando se a co-infecgao in vitro de macréfagos por HIV-1 com a
forma dermotrépica Leishmania amazonensis pode modular reciprocamente os dois
patogenos. A L. amazonensis é endémica em varios paises da América do Sul e
Central, e esta presente principalmente em florestas tropicais da Bacia Amazdnica
(Osorio y Fortea et al., 2007). Esta espécie de Leishmania causa formas cutédneas da
leishmaniose, porém pode agravar em um vasto espectro de doencas, oscilando entre
manifestagdes tegumentares, lesdes cutdneas e muco-cutaneas difusas, ou mesmo
visceralizagao (Barral et al., 1991). Como observado na figura 1A do primeiro artigo
(capitulo 1), a co-infecgao HIV-1/L. amazonensis promoveu um aumento tanto na
replicacdo do virus quanto do tripanossomatideo, quando comparados com a
replicagdo nas infec¢cdbes com os patdogenos isoladamente. Esses resultados
corroboram os achados descritos com L. infantum, porém demonstram que uma
especie 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 multiplicacdo da L. amazonensis também parece ser beneficiada pela
presenca do virus na cultura. Uma vez que a replicacdo viral também é aumentada,
podemos pensar que os dois patdgenos beneficiam-se quando estao co-existindo no
ambiente. Neste ponto, nés nos perguntamos se bastaria o virus no sobrenadante, ou/e
se um componente viral (por vias diretas ou indiretas) poderia ser responsavel por esta

exacerbagéo no crescimento do flagelado.

A infecgdo produtiva de células pelo HIV-1 acarreta em liberagdo ativa da
proteina Tat do HIV-1, independente de morte celular ou alteracdo na permeabilidade
de membrana (Chang et al., 1997). Em células transfectadas com Tat, a liberacdo da
proteina s6 ocorre em células viaveis e o bloqueio de vias secretérias através de
tratamento com Brefeldina A e Metilamina n&o inibem a saida 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 circulagdo sanguinea e distribuir-se por
diversos tecidos. Este fato péde ser exemplificado quando Lin et al. observaram um
alcance sistémico do Tat em camundongo transgénico que liberava esta proteina
diretamente na circulagdo sanguinea. Nestes animais, Tat foi detectado em diversos
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z

tecidos, incluindo Pancreas, Cerebelo, Timo, Bago e Coracgéo (Lin et al., 2003). E
provavel que este modelo murino possa ser comparado ao que ocorre em pacientes
infectados com HIV, uma vez que estes individuos também apresentam Tat circulante
(Ensoli et al., 2006; Goldstein, 1996). Além disso, a presenca de anticorpos contra Tat
parece exercer um papel protetor contra a replicacio viral. Estes anticorpos podem ser
encontrados em altas concentracbes em pacientes infectados pelo HIV e
assintomaticos, se comparados aos progressores para a doenga AIDS (Re et al., 1995;
Re et al., 2001; Rodriguez et al., 2006; Zagury et al., 1998b). Diversos estudos tém
enfatizado que o Tat exdgeno pode exercer uma série de efeitos na fisiologia celular,
mesmo na auséncia do HIV-1. Em particular, macrofagos n&o infectados e expostos ao
Tat podem secretar TGF-B, ter a produgdo de Oxido Nitrico inibida, e liberar IL-10
(Barton et al., 1996; Leghmari et al., 2008; Reinhold et al., 1999). Curiosamente, todos
esses efeitos fisiolégicos sobre os macrofagos podem favorecer a replicagao
intracelular de protozoarios, o que nos levou a criar uma hipétese sobre um possivel
papel da proteina Tat na exacerbac¢ao da replicagao de tripanossomatideos no interior
de macrofagos. Conforme demonstrado na figura 1B do artigo 1 (capitulo 1), a adicéo
de soro anti-Tat em culturas co-infectadas reduziu o crescimento da Leishmania (regido
direita do grafico) que normalmente acontece na auséncia do antissoro, ao passo que o
anti-Tat ndo alterou a replicagdo do protozoario na cultura monoinfectada (regi&o
esquerda do grafico). Em conjunto, esses resultados sugerem que o Tat do HIV-1
influencia a replicagao da Leishmania no interior de macrofagos primarios humanos. No
entanto, até este momento, era impossivel discriminar se o efeito do Tat poderia ser
direto ou indireto, pois a neutralizagdo desta molécula também reduz a replicagéo viral.
Para elucidar esta questdo, procedemos aos estudos com macréfagos infectados
somente por Leishmania e expostos a molécula Tat recombinante do HIV-1gs. (virus

tropico para CCRS, subtipo B)

Como demonstrado na figura 2, a exposicdo ao Tat mimetiza o efeito da
infeccdo viral na replicagdo da L. amazonensis em macrofagos infectados somente
com este protozoario. Baseado neste resultado, nds podemos inferir que o Tat
amplifica a replicacdo da L. amazonensis independentemente da presenca do HIV-1.

Escolhnemos fazer uma curva com o limite superior de 100 ng/mL, pois essa

75



Discussao

concentragéo é suficiente para induzir alguns efeitos biologicos, incluindo secregéo de
citocinas (Chen et al., 1997; Nath et al., 1999; Zauli et al., 1992). Nossa proxima etapa
foi verificar se a concentracdo de 100 ng/mL de Tat seria capaz de favorecer a
producdo de mRNA a partir do LTR do HIV-1. Com este intuito, nds utilizamos uma
linhagem de linfécitos T CD4" (Jurkat) transfectada estavelmente com o LTR do HIV-1
na presenga do gene repérter Luciferase. Estas células contendo a construgdo LTR-
Luciferase foram denominadas de 1G5 e selecionadas para uma elevada resposta ao
Tat e a excitagdo de receptores de células T (Aguilar-Cordova et al., 1994). Como
podemos verificar na figura suplementar S1.1, a adicdo de Tat (100 ng/mL) ou PHA (2
ug/mL) permitiu a sintese da luciferase a partir do LTR do HIV-1. Este fato sugere que,
em uma mesma concentracdo, o Tat poderia amplificar a replicacdo do HIV-1 e da
Leishmania, permitindo um agravamento de ambas as infecgdes. Curiosamente, o Tat
pode ser endocitado rapidamente pelas células, uma vez que a proteina apresenta uma
regido capaz de atravessar a membrana plasmatica (Ensoli et al., 2006). Por exemplo,
baixas concentracbes de Tat extracelular (0,1 ng/mL) podem ser endocitadas por
células dendriticas humanas em apenas cinco minutos de tratamento (Fanales-Belasio
et al., 2002). Em apenas 5 minutos, o tratamento com Tat também dispara sinalizagbes
intracelulares: por exemplo, a exposicdo de mondcitos humanos a 100 ng/mL de Tat
neste curto periodo de tempo culminou na produgédo de IL-1p, IL-6, e de TNF-a apos 3
horas (Nath et al., 1999). Portanto, acreditamos ser possivel que o Tat estimule o
crescimento da Leishmania e a produgao do HIV-1 pela entrada direta na célula, com
consequente desfecho de uma sinalizagao bioquimica. N6s também observamos que o
Tat pode induzir a ativacdo precoce de NF-xB em macréfagos (apenas uma hora;
figura suplementar S1.2, capitulo 1) e a relevancia deste efeito sera discutida

posteriormente no texto.

Alguns estudos relatam que o Tat exégeno desencadeia apoptose em neurdnios
e linfécitos T (Peruzzi, 2006), e que o reconhecimento de células apoptéticas por
macréfagos favorece a replicagéo intracelular do préprio HIV-1 (Lima et al.,, 2002),
assim como de diversos protozoarios, incluindo Leishmania (Afonso et al., 2008; Freire-

de-Lima et al., 2000). Por esta razao, decidimos avaliar se a exposi¢ao de macréfagos
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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 n&o alterou
significativamente a percentagem basal de células expressando Anexina V (Controle:
2%; Tat 100 ng/mL: 2,4%). Portanto, n6s n&o acreditamos que o reconhecimento de
macrofagos, que eventualmente tenham sofrido apotose, pelas células vivas
remanescentes seja o motivo do aumento na replicagdo da Leishmania. Dois estudos
anteriores sugerem um efeito anti-apoptotico induzido por Tat adicionado a cultura de
macrofagos primarios. Por exemplo, Zhang e colaboradores demonstraram que o Tat
poderia proteger macrofagos primarios humanos da apoptose através da expressao de
MRNA e da proteina anti-apoptdtica Bcl-2 (Zhang et al., 2002). Neste mesmo estudo,
quando macrofagos eram infectados com HIV-1g,, 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 mondcitos em 70%
quando esta foi induzida por estimulagdo 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 produ¢do de mRNA para a proteina
anti-apoptotica Bcel-2 (Zheng et al., 2007). Outros estudos demonstram que mondcitos e
macrofagos podem ser resistentes a apoptose em decorréncia da interagdo do
envelope viral com receptores presentes na superficie desta célula. Dentro deste
argumento, Swingler e colaboradores (2007) observaram que o envelope viral era
capaz de induzir o Fator Estimulador de Colbnias de Macrofagos (M-CSF), o qual
protegia macrofagos infectados da apoptose induzida por TRAIL (Swingler et al., 2007).
Recentemente, Giri et al. demonstraram que mondcitos oriundos de pacientes com
HIV-1 eram resistentes a apoptose induzida por estimulacédo de FaslL, e que a protegcao
da apoptose também passava por uma interagdo do envelope viral com receptores
expressos nos mondacitos (Giri et al., 2009). Em conjunto, esses resultados sugerem
que proteinas do HIV-1 (proteinas do Envelope e o Tat) exercem atividades anti-
apoptéticas em macréfagos, infectados ou ndo. Em nosso modelo, a avaliagao de
apoptose por citometria de fluxo confirmou que a proteina Tat ndo tem atividade pré-

apoptoética em macréfagos primarios humanos.
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Na proxima etapa analisamos se a acdo do Tat poderia reverter o efeito
leishmanicida induzido pelo tratamento dos macrofagos com IFN-y. O IFN-y produzido
por clones especificos de linfocitos T CD4" Th1 ativados exerce importante papel no
combate natural a Leishmania e aos outros patdégenos intracelulares. Este fato é
melhor exemplificado em camundongos e humanos deficientes do gene para esta
citocina ou para o receptor desta citocina: humanos s&o altamente susceptiveis a
doencas oriundas de infeccdo por micobactérias pouco virulentas, enquanto
camundongos deficientes apresentam resisténcia natural reduzida a infecgbes virais,
bacterianas e parasiticas, incluindo a Leishmania (Schroder et al., 2004; Zhang et al.,
2008). O IFN-y também pode ser liberado por células Natural Killers (NK) quando
ocorre producado local de IL-12, o que pode ocorrer na presenga de patdogenos ou
moléculas de patégenos (Schroder et al., 2004). Exposicdo de macrofagos ao IFN-y
induz a sintese da enzima Oxido Nitrico Sintase induzida (iNOS ou NOS2), levando a
producédo de radicais reativos de oxigénio, o que culmina na eliminagdo parcial do
parasita intracelular (Bogdan, 2001). Utilizando IFN-y em uma dose capaz de matar
50% das Leishmanias intracelulares, verificamos que o Tat anulou o efeito
leishmanicida estimulado pela adigdo do IFN-y. Em 1996, Barton et al reportaram que
ocorria inibicdo da expressao de iNOS por IFN-y em uma linhagem de macréfagos
murinos (linhagem RAW264.7) transfectadas estavelmente com Tat do HIV-1 (Barton et
al., 1996). Entretanto os autores ndo demonstraram os mecanismos deste efeito. Neste
ano, Cheng e colaboradores reportaram que o Tat extracelular (10 nM ou ~143ng/mL)
interfere na sinalizagdo do receptor para IFN-y em mondcitos primarios humanos,
através da indugao da atividade do Supressor da Sinalizagao de Citocina-2 (SOCS-2)
(Cheng et al., 2009). Em relagéo a este estudo, os autores verificaram uma redugéo da
fosforilacdo de STAT-1, a qual é fundamental para a transcricdo de genes induzidos
pelo tratamento com IFN-y (Cheng et al., 2009). Curiosamente, as proteinas da familia
SOCS sao caracterizadas por inibir a atividade de fosforilagdo das Cinases Janus
(JAK), o que normalmente acarreta uma atenuagdo das sinalizagdes bioquimicas
induzidas por diversas citocinas (Yoshimura et al., 2007). O fato do tratamento com Tat
induzir SOCS-2 indica que esta proteina do HIV-1 poderia neutralizar diretamente o

efeito do IFN-y, dificultando a eliminagdo do protozoario in vivo. E importante ressaltar
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que tanto a concentragédo de Tat (143ng/mL) quanto a de IFN-y (100 U/mL) sdo iguais
ou bem préximas a utilizada em nosso trabalho, o que sugere que a indugdo de SOCS-
2 possa estar ocorrendo em nosso modelo. Uma vez que o desfecho do tratamento
com IFN-y é a destruigdo do protozoario pela indugéo da Oxido Nitrico Sintase induzida
(INOS) e producéo de oxido nitrico (NO), acreditamos ser coerente especular que a
exposi¢cao ao Tat iniba a produg¢do macrofagica de NO induzida pelo IFN-y. Portanto,
em nosso modelo, € bem provavel que o Tat esteja favorecendo o crescimento da
Leishmania através da inibigdo da sinalizagdo desencadeada pelo IFN-y. A indugéo da
proteina SOCS pelo Tat parece ser uma boa estratégia para que o HIV-1 evada os
mecanismos anti-virais. Os IFNs do tipo | (o e ) reduzem drasticamente a replicagéo
do HIV-1 e o0 SOCS-1 € um importante inibidor da sinalizagao elicitada por IFN dos
tipos | e Il (Kedzierska & Crowe, 2001; Yoshimura et al., 2007). Logo, a presenga de
Tat durante a infecgao pelo HIV-1 pode abolir a sinalizacdo estimulada pelos IFNs do
tipo |, favorecendo a produgdo viral. Também é importante mencionar que o
Toxoplasma gondii, Leishmania donovani e Mycobacterium avium, todos patdogenos
intracelulares, estimulam a produgdo de SOCS por macrofagos, o que permite uma
maior sobrevivéncia destes parasitos quando as células hospedeiras sdo elicitadas
pelo IFN-y (Bertholet et al., 2003; Vazquez et al., 2006; Zimmermann et al., 2006).
Interessante mencionar que Vazquez e colaboradores (2006) reportaram que ocorre
maior expressao de SOCS em macrofagos 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 inibicdo da sinalizagdo promovida por IFN-y, uma estratégia € verificar a
atividade de iNOS, uma vez que essa enzima € induzida por IFN-y. Tentamos avaliar a
sintese de NO (produto da iINOS) em nossos macrofagos normais expostos ao IFN-
y sozinho ou combinado ao Tat, porém nao obtivemos sucesso. Em macrofagos
primarios humanos, a avaliacdo da produgdo de radicais reativos de oxigénio é
complexa (Fang & Vazquez-Torres, 2002; Panaro et al., 2003). Alguns autores ja

falharam ao tentarem detectar Oxido Nitrico em macréfagos primarios humanos
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tratados com IFN-y na presenca de LPS, embora a enzima NOS2 (também conhecida

como iNOS) tenha sido detectada (Fang & Vazquez-Torres, 2002).

A inducdo do Fator de Crescimento e Transformacdo (TGF)-p1 n&o deve ser
descartada como explicagao plausivel para a reversdo da agao do IFN-y quando na
presenca do Tat. Sabe-se que Tat recombinante induz a secrecdo de TGF-1 por
macrofagos humanos, e que a produgao de oxido nitrico (NO), em resposta ao IFN-y,
pode ser suprimida quando o TGF-1 encontra-se presente (Vodovotz, 1997; Zauli et
al., 1992). Diversos estudos dissecaram os mecanismos pelos quais o TGF-B inibe a
sintese celular de NO desencadeada por IFN-y. A agcdo ocorre em multiplas etapas e
envolve o decréscimo da transcricdo do gene para iNOS, assim como redugédo da
estabilidade do mRNA para esta enzima, acarretando baixa sintese protéica deste que
€ o principal fator responsavel pela produgdo de radicais reativos de oxigénio
(Vodovotz, 1997). Em macréfagos murinos, a produgao de NO ¢ instigada por IFN-y e
reduz apds atingir uma determinada concentragdo, porém este fenbmeno ndo é
observado em camundongos deficientes para os alelos de TGF-B1 (TGF-p1™)
(Vodovotz, 1997). Entretanto ha reducdo da producdo de NO quando o TGF-B1 é
adicionado nestas culturas de macréfagos oriundos dos camundongos TGF-p17,
corroborando a importancia desta citocina no decréscimo da producao deste radical
reativo de oxigénio (Vodovotz, 1997). Portanto € admissivel pensarmos que a presenga
do TGF-B pode reduzir o efeito leishmanicida promovido pelo IFN-y. Logo, nossa
proxima etapa foi comprovar a secregdo da citocina TGF-p1 por macréfagos
estimulados com Tat recombinante, e analisar se o efeito do Tat na replicagao do
protozoario deve-se a secrecao desta citocina.

Para verificar a secregcdo de TGF-f1, nds expusemos macréfagos nao
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 nao elevado, na concentragdo do TGF-f1 nos sobrenadantes dos
macrofagos tratados com o Tat, quando comparados aos sobrenadantes dos controles

nao expostos a proteina (figura suplementar S1.3). O TGF- pertence a uma familia de
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citocinas reguladoras as quais possuem fungdes pleiotrépicos em uma variedade de
células (Li et al, 2006). Em mamiferos trés isoformas da molécula ja foram
identificadas: TGF-p1, TGF-B2, TGF-B3, codificadas por diferentes genes e sendo
predominante a forma TGF-1 em células do sistema imune (Li et al., 2006). O TGF-
€ secretado como um complexo formado por um homodimero da citocina madura nao-
covalentemente associado a outro homodimero de uma proteina denominada Peptideo
Associado a Laténcia (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 acidificagcdo do meio onde a citocina esta presente ou por aumento
de temperatura, enquanto os mecanismos in vivo ainda n&o estdo muito claros, mas
parecem envolver protedlise da LAP ou mudanga conformacional que permita a
dissociacdo da LAP (Li et al., 2006). Neste aspecto, duas proteinas fisiologicas podem
remover o LAP com consequente ativacdo do TGF-B1: trombospondina 1 secretada
(Schultz-Cherry & Murphy-Ullrich, 1993) assim como integrinas a.fs € as €m células
que expressam estas moléculas (Munger et al., 1999; Sheppard, 2005). Em algumas
infecgbes, certos parasitos também possuem a habilidade de induzir a ativagdo 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 sinalizagdo celular ocorre quando dimeros
de TGF- ativo ligam-se principalmente a um complexo tetramérico contendo o
receptor do tipo Il (TGFbRII) associado a uma Cinase Semelhante ao Receptor de
Activina 5 (ALKS) (Li et al., 2006; Shi & Massagué, 2003). A presenca desta citocina no
tecido pode alterar a proliferacao, diferenciagdo, migracao e sobrevivéncia celulares, de
acordo com o tipo celular envolvido e as condicdes do ambiente (Li et al., 2006). Em
contrapartida, a auséncia total de TGF-B pode comprometer o desenvolvimento
embriogénico e de alguns tipos celulares; alterar drasticamente respostas imunologicas
e mecanismos de cicatrizagao; desencadear fibrose, doengas autoimunes e cancer (Li
et al., 2006; Shi & Massagué, 2003). Os estimulos para secregao de TGF-B sao

variaveis: Em linfocitos T CD4", as principais células produtoras de TGF-B, ocorre
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liberagdo espontanea por células morrendo por apoptose além da estimulagcdo de
CD69 e do Antigeno Associado ao Linfocito T Citotoxico 4 (CTLA-4) também poderem
induzir a secregao em situagdes particulares (Li et al., 2006; Shi & Massagué, 2003). Ja
em Linfécitos B, verifica-se a produgcdo da citocina apds estimulos policlonais como
anti-IgM ou LPS e, em células Natural Killer (NK) a secregdo pode ser mediada por
estimulacédo de CD2 ou de CD69, embora ja ocorra uma produgéo basal tanto da forma
ativa quanto da inativa (Li ef al., 2006).

Ja esta bem descrito que o TGF-1 promove o crescimento intracelular de varios
patogenos, inclusive alguns protozoarios (Li et al., 2006; Reed, 1999). Leishmania,
Trypanosoma e Toxoplasma sao exemplos de protozoarios cujo crescimento em
macrofagos é favorecido pelo tratamento com o TGF-B1 (Li et al., 2006; Reed, 1999).
Assim sendo, resolvemos investigar se a imuno-neutralizacdo 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
relacdo a cultura tratada somente com o Tat recombinante (figura 4 do artigo 1, capitulo
1). Em macrofagos humanos e murinos, alguns autores observaram que cepas
virulentas de Leishmania sao capazes de estimular a produgédo de TGF-B1 ativo, o que
favoreceria o crescimento intracelular deste patogeno (Li et al., 2006; Reed, 1999).
Quando macrofagos infectados com Leishmania foram tratados com o anticorpo
neutralizante anti-TGF-31, n6s n&o verificamos nenhuma alteracéo no crescimento da
Leishmania (ultima barra da figura 4 do artigo 1, capitulo 1). Este resultado indica que
se tiver ocorrido produgédo do TGF-B1, este ndo foi capaz de promover o crescimento
do parasito. Também ¢é possivel inferir que a presenga do anticorpo ndo modifica o
crescimento intracelular do tripanossomatideo. Apds a interpretacdo deste resultado,
nos nos questionamos se o Tat poderia estimular a secre¢cdo de algum fator soluvel
que favoreceria a liberacdo do TGF-B1. Neste ponto, nés tinhamos confirmado alguns
estudos demonstrando que o Tat do HIV-1 pode ativar o NF-«xB em macréfagos
humanos primarios (figura suplementar S1.2). Uma vez ativado, este fator pode
estimular a sintese da Ciclo-oxigenase 2 (COX-2) com subsequente produgao da
Prostaglandina E; (PGEy) (Smith et al., 2000). Anteriormente, alguns estudos sugeriram
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que a PGE; poderia atuar como um mediador da produgédo de TGF-B1 por macrofagos
humanos ou murinos (Fadok et al., 1998; Freire-de-Lima et al., 2000). Portanto, nds
decidimos avaliar se o Tat seria capaz de induzir a expressdao de COX-2; sintese de
PGE,; e se este fator lipidico estaria estimulando a secrecdo de TGF-B1 nos

macrofagos infectados somente com L. amazonensis.

Ciclo-oxigenase (COX) € a nomenclatura genérica para a enzima Prostaglandina
Endoperoxido H Sintase (PGHS) cuja fungéo € a catalise de uma etapa fundamental na
sintese de prostandides (Rao & Knaus, 2008; Smith et al., 2000). Os prostandides
pertencem a um grupo coletivamente chamados de eicosandides os quais possuem
acidos graxos oxigenados nos carbonos C+g, C2o € Cy2 de sua estrutura molecular (Rao
& Knaus, 2008; Smith et al, 2000). O principal precursor para a sintese de
prostandides € o acido aracddnico oriundo da hidrolise de glicerofosfolipideos pela
acao de fosfolipases A, secretadas ou citosolicas. Os principais prostandides sao
prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxano A;. A biossintese das prostaglandinas
(PGs) segue didaticamente essa ordem: 1°) acdo das COXs no acido aracdénico
gerando a PGGy; 2°) COX converte a PGG, em PGHy; 3°) atuagdo de diferentes
enzimas sintases na PGH; com consequente formacao das diversas classes de PGs
(e.g. PGE Sintase, para formagdo da PGE,) (Narumiya et al., 1999). Todas as PGs
possuem um anel ciclopentano, no qual sdo encontradas modificacdes de acordo com
o tipo de PG (séo classificadas de A ao I; e.g. PGD,, PGE,. Os tips A, B e C nao
ocorrem naturalmente) (Narumiya et al., 1999). O numero 2 subscrito significa que
estas prostaglandinas possuem duas ligagdes duplas nas duas cadeias laterais da
molécula (uma dupla em cada cadeia). As prostaglandinas oriundas do acido
aracdbnico sempre apresentarao duas cadeias laterais com duas ligagdes duplas (logo
estas PGs sempre terdo o 2 subscrito) (Narumiya et al., 1999). Como as enzimas ciclo-
oxigenases (COX) s&do fundamentais para as moléculas precursoras de todas as PGs,
a expressao destas enzimas sempre repercute na formagao das PGs. As COXs podem
ser divididas em duas isoformas: COX-1, as quais s&o constitutivamente expressas, ou
COX-2, a forma induzida (Rao & Knaus, 2008; Smith et al., 2000). As diferencas sao
muito pequenas, particularmente no sitio catalitico, e ambas podem participar da
produgdo de PGE; (Rao & Knaus, 2008; Smith et al., 2000). Os receptores para
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prostaglandinas recebem uma denominagéo particular: o nome do receptor € 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 PGE,, e sdo chamados de EP4, EP>,
EP; e EP4. Receptores para PGs sdo distribuidos por todos os tecidos do corpo,
embora a expressdo membranar seja variada entre diferentes células (Narumiya et al.,
1999). Em murinos, receptores EP; e EP4 estdo disseminados em todos os tecidos
examinados, sendo que esta expressdo pode ser aumentada quando células sao
expostas a estimulos (Narumiya et al., 1999). Por exemplo, a quantidade de receptores
EP, membranares pode aumentar em macrofagos apos estimulagdo com
Lipopolissacarideo (LPS) bacteriano (Narumiya et al., 1999). Em relacdo a expressao
das enzimas COX, a COX-1 é constitutivamente expressa em varios tecidos enquanto
a sintese de COX-2 é induzida por diversos estimulos, 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
estdo localizados em cromossomos diferentes (Rao & Knaus, 2008). A COX-1 esta
relacionada a citoprotecdo do estdbmago e agregacao plaquetaria, ao passo que a
COX-2 esta envolvida em processos patoléogicos como estados inflamatérios agudos e
cronicos (Rao & Knaus, 2008). Uma terceira isoforma, denominada COX-3, ja foi
descrita em roedores e cées, porém a presenca desta variante em humanos continua
sendo questionada (Rao & Knaus, 2008). E importante ressaltar que, contrariamente ao
que ocorre com a expressao de COX-2, os niveis de COX-1 nio sao alterados durante
a inflamacdo, e que inibidores especificos de alta afinidade para COX-2 foram
desenvolvidos ao longo dos anos com o objetivo de interromper a sintese de
prostaglandinas decorrentes destes processos inflamatérios. Dois desses inibidores
especificos para COX-2, Celecoxib e Rofecoxib, foram farmacologicamente utilizados
com intuito analgésico durante a inflamagéo, pois as prostaglandinas inflamatérias
desencadeiam uma hiperalgesia central (Barro-Traore et al., 2008). Atualmente a
comercializacao de varios inibidores da COX-2 foi proibida em diversos paises uma vez
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que o bloqueio catalitico da enzima inibe a sintese de prostaciclina, a qual € importante
para efeitos vaso-protetores no endotélio (Barro-Traore et al., 2008).

A incubacgédo de macréfagos primarios normais (nao infectados) com Tat por 18
horas revelou a presenga da enzima COX-2 e aumento da produgcédo de PGE; (figura
5A, artigo 1). Em conjunto, esses resultados indicam que a proteina Tat do HIV-1 é
capaz de induzir a expressao de COX-2 e PGE,. Até onde sabemos, este foi o primeiro
relato demonstrando a inducdo de COX-2 e PGE;, pelo Tat. No mesmo més da
publicagdo do nosso artigo, um outro estudo conduzido por Flora e colaboradores
(2006) também demonstrou que Tat é capaz de promover a transcricdo de COX-2
quando inoculado no hipocampo de camundongos C57BL/6 (Flora et al., 2006). No
mesmo estudo, os autores reportaram que a proteina COX-2 localizava-se em uma
subpopulagcdo de macrofagos, as células microgliais (Flora et al., 2006). Outros dois
estudos apontam para uma indugdo de COX-2 mediada pelo Tat soluvel: Pu e
colaboradores em 2007 demonstraram que a injecdo de 25 pug de Tat soluvel na veia
caudal de camundongos C57BL/6 pode induzir a expressdo do mRNA para COX-2,
assim como a expressao da propria proteina, 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
proteina COX-2, com subsequente secrecdo de PGE,;, um fenbmeno que parece
depender do envolvimento dos fatores de transcrigdo NFAT e AP-1 (Blanco et al.,
2008). Em conjunto, esses trés ultimos trabalhos acima mencionados fortalecem
nossos resultados de que o Tat recombinante induz diretamente a expressdo de COX-2
e PGE,. E fundamental ressaltarmos que nds descartamos a inducdo de COX-2 e
PGE, por uma contaminag¢do da proteina Tat com lipopolissacarideo (LPS) bacteriano.
O teste comercial com lisado de amebdcitos do Limulus (LAL) demonstrou niveis
menores do que 0,015 ng de LPS por ug de Tat, o qual pode ser considerado como um
valor negativo para LPS. NOs observamos valores basais na producdo de PGE;
(embora tenhamos verificado que nenhum dos reagentes estavam contaminados por
LPS). Uma razao para esta presenga de PGE; basal nos sobrenadantes dos controles
experimentais (“macréfagos em repouso”) pode ser o fato de macréfagos humanos ja
expressarem constitutivamente a COX-1 . Algumas investigagdes relatam que a PGE;
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pode contribuir para a replicagdo de Leishmania no interior de macrofagos, ou mesmo
agravar as lesdes decorrentes da infecgdo por este protozoario (Farrell & Kirkpatrick,
1987; Ribeiro-Gomes et al., 2004). Desta forma, nossa proxima etapa foi avaliar o
efeito da PGE; na agao do Tat sobre a replicacao parasitaria.

Quando incubamos macrofagos infectados somente com Leishmania na
presencga de Tat e Celecoxib (um inibidor farmacolégico especifico para a COX-2), nés
observamos a abolicdo do efeito do Tat sobre a multiplicagdo protozoaria, indicando
que a atividade da enzima COX-2 desempenha elevada importancia para o efeito que o
Tat desempenha na amplificagdo do crescimento do tripanossomatideo no interior da
célula hospedeira (figura 5B, artigo 1). Portanto, nés conseguimos desvendar um
importante fator que instiga a multiplicagdo do protozoario em macréfagos expostos ao
Tat do HIV-1. Ja estda bem relatado que a concentracdo de Celecoxib utilizada em
nosso estudo é capaz de inibir em 100% a producédo de PGE; em varios tipos celulares
(Rao & Knaus, 2008), o que nos motivou a avaliar o efeito da PGE; na replicagao da
Leishmania. Para complementar, decidimos investigar se a acdo da PGE, dependeria
de uma prévia secregcdo de TGF-f1, conforme especulamos a partir de estudos ja
publicados sobre reconhecimento de células apoptéticas por macrofagos (Fadok et al.,
1998; Freire-de-Lima et al., 2000). Conforme observado na figura 6, a adicdo de PGE;
favoreceu o crescimento da Leishmania, ao passo que este resultado foi abolido
quando anti-TGF-B1 estava presente. A anadlise deste resultado indica que a
amplificacdo da replicagdo parasitaria, decorrente da adicdo da PGE,, deve-se a
secrecédo de TGF-B1. Se interpretarmos em conjunto os resultados das figuras 5 e 6, é
coerente supor que o Tat induz TGF-f1 via uma indugao prévia de COX-2 e PGE;. O
promotor para COX-2 humano contém dois acentuadores (enhancers) de ligagcao ao
NF-kB, e corroboramos investigagcdes anteriores que demonstravam ativagdo 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 sintese de COX-2
pode ou nao ser dependente de NF-«kB. Flora et al. (2006) observaram a expressao da
sub-unidade p65 do NF-kB em nucleos celulares de tecidos de cérebros inoculados

com Tat (Flora et al., 2006). O NF-kB contém multiplas sub-unidades e a p65 é a
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responsavel pela regulacéo da transcricdo de genes inflamatorios (Flora et al., 2006).
Como nos animais controles (injetados somente com BSA) a subunidade p65 aparecia
somente na regido perinuclear (extranuclear), os autores sugerem que a translocagéo
do NF-kB para o nucleo foi induzida pelo Tat do HIV-1 (Flora et al., 2006). Para
comprovar se o NF-kB seria o responsavel pela inducdo da COX-2 nos animais
inoculados com o Tat, os autores usaram um inibidor de NF-xkB na presenca do Tat e
constataram uma reducdo nos niveis do mRNA e da proteina COX-2 (Flora et al.,
2006). Contudo, Blanco e colaboradores relataram que NF-xB €& dispensavel para a
inducdo de COX-2 pelo Tat extracelular (Blanco et al., 2008). No estudo, os autores
avaliaram as regides promotoras da COX-2 responsaveis pela inducibilidade do Tat e
observaram que continuava ocorrendo indu¢cdo de COX-2 em células transfectadas
com um promotor da COX-2 onde as regides de ligacdo ao NF-kB estavam ausentes
(Blanco et al., 2008). Este resultado indica que a regido de ligagdo ao NF-xB é
dispensavel para a produgdo da COX-2 no sistema experimental destes autores.
Quando a deplecao ocorria nas regides de ligagdo ao NFAT ou AP-1 do promotor para
a COX-2, a sintese protéica era reduzida, indicando que a presenca das regides de
ligacao ao NFAT e AP-1 é fundamental para a produgdo da COX-2 promovida pelo Tat
exogeno (Blanco et al., 2008). Curiosamente, as células utilizadas nos dois estudos
provém da glia, embora os resultados sejam contrastantes em relacdo ao fator
responsavel pela transcrigdo da COX-2. Em nossos estudos, nés nao investigamos se
a sintese da COX-2 instigada pelo Tat pode ser dependente de NF-kB ou ndo. Em
relagdo a PGE,, cabe mencionar que dois estudos independentes ja relataram niveis
aumentados de PGE,; em diversos pacientes portadores do HIV-1 (Chougnet et al.,
1996; Griffin et al., 1994). Todavia ainda nao existem investigacbes correlacionando os
niveis de Tat circulante com os niveis de PGE; em tecidos, o que seria interessante
para especularmos sobre a contribuicdo do Tat na produgdo de PGE, em pacientes
infectados pelo virus.

A cascata de eventos biolégicos, cujo desfecho é o aumento da replicagdo da
Leishmania e do HIV-1 pelo Tat, foi didaticamente ilustrada na figura a seguir. As

sinalizagdes bioquimicas intracelulares podem ser interconectadas em uma sequéncia
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l6gica, e parecem depender do estimulo inicial provido pela proteina Tat do HIV-1.
Estudos anteriores de nosso laboratorio demonstraram que alguns fatores induzidos
pelo Tat, como a PGE, e o TGF-B1, podem aumentar a replicagdo do HIV-1. Por
exemplo, adicdo de TGF-f1 ou PGE, aumenta a produg¢do de HIV-1 por macréfagos
infectados por este virus (Lima et al., 2002; Lima et al., 2006). Logo, podemos construir
um modelo no qual a produgdo do HIV-1 seja favorecida diretamente pelo Tat ou
indiretamente pela liberagdo de TGF-f1 e PGE,. Em nosso estudo, a sequéncia de
sinalizagées desencadeadas pelo Tat culmina na liberacdo de TGF-B1 e este aparece
como o ultimo fator na promog¢do do crescimento intracelular do tripanossomatideo,
pelo menos em nosso modelo. Em macréfagos, a liberagdo de TGF- pode ocorrer
apés o reconhecimento de células apoptéticas; através da infecgdo por certos
patogenos; estimulagcédo 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 regido RGD do Tat era capaz
de se ligar a receptores de vitronectina presentes em uma linhagem celular proveniente
de musculo 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
ovfB3 em células endoteliais, resultando em sinalizagéo bioquimica intracelular (Urbinati
et al., 2005). Neste referido estudo, os autores verificaram que o Tat promovia a
ativacao de células endoteliais através do dominio RGD, e que este efeito dependia da
ativagéo da Cinase de Adeséo Focal (FAK) e do NF-kB (Urbinati et al., 2005). Uma vez
que a ligagado do receptor de Vitronectina pode induzir TGF-B, e que o Tat pode
interagir com este receptor acarretando a ativagdo de NF-xB, ndo podemos descartar
que o aumento da replicagao do protozoario seja dependente da interagdo Tat-VnR na
superficie dos macréfagos. E consenso que o Tat penetre na célula e elicite
sinalizagdes bioquimicas, todavia ainda é contraditério se a afinidade do Tat pelo VnR

é suficiente para resultar em ativagao/sinalizagao celular.
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Figura 6: Esquema que ilustra como o Tat estimula uma seqiiéncia de etapas de sinalizagdo interconectadas cujo desfecho é o aumento na replicagdo da Leishmania e do HIV-1. Um macrdéfago infectado pelo HIV-1 ou co-
infectado por HIV/Leishmania libera particulas virais conjuntamente com a proteina Tat viral. O Tat pode penetrar diretamente na célula (n21 circundado em vermelho) ou interagir com o receptor de integrina VnR (n 1
circundado em vermelho). Esta interagdo da proteina Tat com VnR, ou sua direta internalizagdo, induz a expressdo de COX-2 (n22 circundado em vermelho) com consequente produgdo de PGE, (n23 circundado em vermelho).
A PGE, ¢é liberada podendo atuar autocrinamente ou paracrinamente através de ligagdo com o receptor para PGE,. A ligagdo da PGE, com seu respectivo receptor dispara uma sinalizagdo bioquimica (n24 circundado em
vermelho) que chega ao nucleo celular e leva a sintese de TGF-f (n25 circundado em vermelho). Assim como para PGE,, o TGF-B pode atuar autocrinamente ou paracrinamente através da ligagdo com o seu receptor. A ligagdo
do TGF-f com seu respectivo receptor gera uma sinalizagdo intracelular (n 6 circundado em vermelho) a qual acarreta em produgdo de algum(s) fator(s) que propicia(Deniau et al.) uma maior replicagdo da Leishmania.
Reavaliando o esquema por uma outra dtica, 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
replicagdo viral através da transativagdo do LTR do HIV-1 (n22 circundado em azul). A interagdo do Tat com VnR, ou mesmo a sua entrada direta na célula, induz a sintese de COX-2 e PGE,. Quando a PGE, liga-se ao seu
respectivo receptor, desencadeia uma sinalizagdo que atinge o nucleo (n23 circundado em azul) e promove a replicagdo do HIV-1 (n24 circundado em azul). Porém a sinalizagdo também pode induzir a secre¢do de TGF-f3 que,
ao se ligar com o seu receptor, promove uma sinalizagdo (n25 circundado em azul) que chega ao nucleo e leva a produgdo de mais particulas virais (n26 circundado em azul).
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Para macrofagos, TGF-f parece atuar como um fator anti-inflamatoério, se
considerarmos a secrecédo de citocinas proé-inflamatorias como um paradigma sobre
inflamac&o. Neste contexto, TGF-f inibe a secrecdo de IL-1B, TNF-o, GM-CSF e IL-8
mesmo na presencga de LPS (Li et al., 2006). Se utilizarmos a ocorréncia de migragéo
celular como um dogma do processo pro-inflamatorio, a citocina TGF-B tem uma
potente atuagdo quimiotatica para mondcitos e neutrdfilos, seja pela atuagédo direta
através da indugao de moléculas de adesio ou através da estimulagdo para a liberagao
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 expressdo de metaloproteinase-9
(MMP-9) por mondcitos, e que o fendbmeno € mediado pela ativagdo de NF-«xB (Kumar
et al, 1999; Lafrenie et al, 1996). E importante frisar que MMP-9 aumenta a
permissividade a entrada de mondcitos infectados pelo HIV-1 no local inflamado
(Vaishnav & Wong-Staal, 1991). Como o Tat estimula a liberagdo tanto do TGF-B
quanto da MMP-9, isto nos remete a imaginar sobre a possibilidade do Tat potencializar
o recrutamento de monaocitos para o local onde o HIV-1 esta replicando. Reforgando
este pensamento esta o fato do Tat estimular a produgdo de quimiocinas por células
dendriticas (Izmailova et al., 2003). No trabalho conduzido por Izmailova, os autores
demonstraram que sobrenadantes de culturas de células dendriticas transfectadas com
Tat eram capazes de recrutar mondcitos e linfocitos T ativados (Izmailova et al., 2003).
Através da imunohistoquimica em linfonodos de simios infectados com SIV, estes
autores verificaram que as células dendriticas produziam bastante Proteina
Quimiotatica para Macrofago (MCP)-2, a qual também era secretada in vitro por células
dendriticas transfectadas com Tat (Izmailova et al., 2003). Outros trabalhos também
revigoram o pensamento de que Tat pode instigar a atragdo celular: por exemplo, o
tratamento com o Tat também induz um fendtipo migratorio em microglia fetal humana,
via um mecanismo que parece depender da liberacdo de MCP-1 e MCP-2; tratamento
com Tat é capaz de induzir a quimiocina IP-10 por células dendriticas e por astrocitos
humanos (D'Aversa et al., 2004; Eugenin et al., 2005; Izmailova et al., 2003; Williams et
al., 2009). Em 1998 e em 2000, trés grupos reportaram independentemente que a
proteina Tat per se é um potente quimio-atraente para mondcitos, células dendriticas e
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mastocitos, 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 ligagao de p-quimiocinas dos receptores CCR2 e CCR3
(Albini et al., 1998). Quando camundongos foram implantados subcutaneamente com
esponja de Matrigel (composi¢cao quimica semelhante a matriz extracelular) embebida
em Tat, Benelli e colaboradores verificaram alta concentracdo de mondécitos aderidos a
esta esponja, sugerindo que o Tat promove migragdo de monacitos in vivo (Benelli et
al., 1998). Nestes estudos supracitados, assim como os realizados por nds, o Tat
utilizado foi sempre o do subtipo B (que € o subtipo prevalente nas Américas, Europa
Ocidental, Australia e Japao) (Geretti, 2006). Contudo, o Tat viral de variantes do
subtipo C (com alta incidéncia na Africa, india e China) freqiientemente apresenta uma
mutacdo no aminoacido cisteina da posi¢do 31 (substituicdo por serina), o que torna
esta proteina incapaz de exercer sua propriedade quimioatrativa (Campbell et al.,
2007). Logo, nos podemos visualizar um sistema coerente em que a infecgédo celular
pelo HIV-1 (do subtipo B) resulte em liberacdo continua da proteina Tat para a matriz
tissular, acarretando em recrutamento de mondcitos (normais ou mesmo infectados
com o HIV-1) para o local (e.g. linfonodo) onde esta ocorrendo a multiplicagédo do HIV-1
e da Leishmania. Com a chegada destes mondcitos, o HIV-1 e a Leishmania poderiam
infectar novas células hospedeiras e, consequentemente, continuar replicando
ativamente. Altos niveis da citocina TGF-B1 e da quimiocina MCP-1 ja foram reportados
na circulagao de individuos infectados pelo HIV-1 ou em tecidos linfaticos 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 replicagéo de
tripanossomatideos pode ser favorecida diretamente (através da presenga de TGF-§ no
tecido), ou mesmo indiretamente (via recrutamento de mondcitos), quando o HIV-1 e o

protozoario estdo replicando no linfonodo de pacientes co-infectados.

Nossos resultados apontam para a citocina TGF-1 como sendo o promotor final
para o crescimento intracelular da Leishmania. Diversos relatos indicam que esta

citocina pode alterar o metabolismo do macrofago a favor do patoégeno intracelular,
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fornecendo as condigdes bioquimicas ideais para o crescimento do microorganismo
(Reed, 1999). Este conjunto de fatores nos fez especular sobre um possivel efeito do
Tat na desativagdo dos mecanismos microbicidas do macréfago, via um desvio para
uma rota bioquimica favoravel ao crescimento de protozoarios. Com o objetivo de
verificar se macrofagos humanos poderiam eliminar naturalmente um protozoario n&o
adaptado a vida intracelular, nés incubamos macréfagos com Blastocrithidia culicis (10
protozoarios/macrofago) por quatro horas, e o crescimento do tripanossomatideo foi
avaliado no dia 0 (logo apds o término do periodo de incubagéo), terceiro e sexto dia
pos-entrada do flagelado. Verificamos que em seis dias, macrofagos normais (ndo
infectados/tratados) eram capazes de eliminar 75% da entrada (input) inicial do
protozoario Blastocrithidia culicis (figura suplementar S2.1, capitulo 2; os protozoarios
ndo endocitados foram eliminados por lise com soro humano durante 5 minutos (Tuan
& Chang, 1975). A analise microscopica das células coradas para a presencga do
protozoario indicou que a percentagem de células infectadas caiu drasticamente,
indicando que o macréfago foi capaz de eliminar os flagelados intracelulares (a
percentagem de células infectadas nao esta mostrada). Uma razao para isto é o fato do
ciclo de vida da B. culicis desenvolver-se inteiramente em insetos (hospedeiro
invertebrado) e a auséncia do crescimento em macr6fagos humanos sugere que este
protozoario ndo esta adaptado a vida no interior celular de hospedeiros vertebrados.
Portanto, a infeccdo de macrofagos com este protozoario nos parece um bom modelo
para o estudo das funcbes microbicidas desempenhadas naturalmente pelos
macrofagos. Nos experimentos que seréo discutidos a seguir, nds escolhemos avaliar o
crescimento do protozoario no terceiro dia pos-infecgao, pois neste ponto o macréfago

normal elimina 50% dos parasitas endocitados.

Seguindo uma ordem semelhante ao racional para os estudos com Leishmania,
fomos verificar se macréfagos co-infectados com HIV-1 e B. culicis permitiam o
crescimento/sobrevivéncia intracelular deste flagelado. Como podemos verificar na
figura 1 do artigo 2 (capitulo 2), o crescimento/sobrevivéncia intracelular das B. culicis
em culturas de macréfagos infectados pelo HIV-1 triplica em relagdo ao crescimento do
protozoario em macrofagos nao infetados por este virus. Nestas culturas celulares co-

infectadas, a replicagdo viral também esta amplificada em relacdo ao macrofago
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infectado somente com o HIV-1, o que sugere uma interferéncia mutua na replicagéo
dos patdégenos. Este resultado sugere que a capacidade tripanomicida natural esta
reduzida nas células co-infectadas, e que a co-infeccdo determina um ambiente
intracelular mais permissivo a replicacdo do HIV-1. Nossa proxima etapa foi analisar,
por microscopia eletrbnica de transmissao, duas questdes fundamentais: se os dois
patdogenos podem co-habitar o mesmo macréfago; e se a identificagdo morfolégica do
comportamento da Blastocrithidia permite inferir se o protozoario esta sofrendo divisdes
binarias. Conforme previamente mencionado na introdugéo, a B. culicis contém uma
bactéria endossimbionte em seu interior, assim como uma estrutura flagelar apenas.
Para que ocorra a divisédo celular, o protozoario é obrigado a duplicar estas estruturas

para posteriormente as repartir igualmente entre as células originadas.

Conforme podemos notar nas micrografias (figura 2, artigo 2, capitulo 2),
macrofagos previamente infectados com HIV-1 (7 dias de infecgdo) foram expostos a
B. culicis, e o interior celular foi visualizado por microscopia eletronica de transmissao.
Foi possivel identificar os dois patdgenos co-existindo na mesma célula hospedeira
(painel A e painel B). A presenga de vacuolos contendo elevada quantidade de virus
também indicou que a célula estava produtivamente infectada pelo virus (painel A;
setas indicam particulas virais no interior de vacuolos). Contrariamente ao que ocorre
em linfécitos, o HIV-1 produzido por macréfagos apresenta-se maduro, ou seja,
estruturalmente pronto e infectivo (Freed & Martin, 2007). No caso dos linfocitos,
particulas virais brotam sem a formacdo completa do capsideo (denominado de
particula imatura), e a formagcado completa da estrutura ocorre no meio extracelular
(Freed & Martin, 2007). Em nosso trabalho, a visualizagdo de capsideos virais (mancha
eletrodensa no interior do virus) sugere que as particulas virais estdo maduras, o que
reforga estudos anteriores sugerindo que macréfagos liberam virus infectivos (Carter &
Ehrlich, 2008). Também foi possivel detectar tripanossomatideos com estruturas
celulares duplicadas (painel C e D), sugerindo fortemente que o protozoario esta
sofrendo divisdes. 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, € possivel observar uma constricdo 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 ndo assumem formas morfolégicas diferentes das que existiam no
inicio da infecgédo (dado ndo mostrado). Na micrografia C, foi possivel identificar formas
alongadas do protozoario (forma epimastigota), semelhantes as observadas antes da
infecgdo. Em conjunto, todos esses dados sugerem que macrofagos podem co-habitar
a B. culicis e o HIV-1, e que o protozoario pode multiplicar-se no interior dos
macrofagos co-infectados.

Na proxima etapa fomos avaliar se o Tat, liberado naturalmente pelas células
infectadas com o virus, poderia contribuir para o aumento da multiplicacdo protozoaria
nas culturas co-infectadas. Utilizando o modelo do artigo anterior, células foram
infectadas com HIV-1 e apds sete dias foram expostas a B. culicis por 4 horas. Apds a
remocao das B. culicis ndo internalizadas pela lise com complemento, anticorpos
policlonais contra a proteina Tat foram adicionados as culturas co-infectadas ou
infectadas com um sé patdégeno. Apos trés dias, a analise do indice endocitico indicou
que a neutralizagdo do Tat inibiu fortemente o crescimento do protozoario que
normalmente ocorre em culturas co-infectadas onde ndo ha neutralizacdo desta
proteina. Isto sugere que a multiplicagao intracelular do flagelado € devida a presencga
do Tat liberado pelas células infectadas com o virus. Contudo, ndo era possivel
discriminar se o efeito poderia ser promovido diretamente pelo Tat, ou se pela redugao
da producgao de HIV-1 decorrente da neutralizacdo do Tat. Também n&o era possivel
afirmar se o crescimento da B. culicis dependia do virus. O proximo passo foi analisar
se a proteina Tat adicionada seria capaz de induzir o crescimento intracelular da B.

culicis em macroéfagos infectados somente com este microorganismo.

Como demonstrado na figura 3B (artigo 2, capitulo 2), a exposicdo ao Tat
permitiu o crescimento da B. culicis, assim como potencializou a replicagao observada
para a L. amazonensis. Como controle negativo, nés oxidamos o Tat com peroxido de
hidrogénio, pois este tratamento inativa os efeitos biolégicos desta proteina (Badou et
al., 2000; Ensoli et al., 2006; Fanales-Belasio et al., 2002). Este resultado sugere que a
proteina Tat & capaz de promover a multiplicagdo intracelular de dois patégenos os
quais apresentam ciclos de vida bem distintos. A Leishmania é dixénica e precisa
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crescer no interior de macréfagos quando se encontra dentro do hospedeiro
vertebrado. Porém a Blastocrithidia ndo cresce em células de organismos vertebrados
e o ciclo de vida esta restrito ao inseto hospedeiro. Curiosamente, o Tat é capaz de
promover a replicacdo de um protozoario que nao co-evoluiu para o crescimento em
células de hospedeiros vertebrados. Portanto, € coerente especular que o Tat induza
fatores que beneficiem a replicagdo intracelular destes monoxénicos. Um destes
fatores poderia ser as poliaminas Putrescina, Espermidina e Espermina, as quais sio
essenciais para o crescimento e sobrevivéncia intracelular de Leishmania e
Trypanosoma (Heby et al., 2007). Por exemplo, a inibicdo da sintese de putrescina
inibe o crescimento de T. brucei, L. donovani e L. infantum (Heby et al., 2007). A
enzima fundamental para a sintese de poliaminas € a Ornitina Descarboxilase (ODC).
Existem duas enzimas importantes para a sintese 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 sdo formadas a partir da Putrescina (Heby et al., 2007).
Neste contexto, a atividade da ODC também parece ser importante em
tripanossomatideos que albergam um endossimbionte: cepas aposimbio6ticas (onde o
endossimbionte é eliminado por tratamento com antibiotico) de Crithidia deanei, um
tripanossomatideo pertencente a mesma familia da Blastocrithidia, apresentam baixa
atividade da ODC e possuem crescimento infimo em meio de cultura, se comparados
as cepas com o endossimbionte intracelular (Frossard et al., 2006). A Arginase, a qual
é fundamental para a produgao do substrato para a ODC, pode ser induzida por TGF-8
em macrofagos murinos, resultando em produgédo acentuada de Putrescina (Boutard et
al., 1995). Logo, é coerente pensarmos que o Tat pode instigar a sintese de poliaminas
via TGF-B. Sabendo da importdncia da ODC no crescimento tanto da Leishmania
quanto da Blastocrithidia, tentamos analisar a atividade desta enzima em macréfagos

expostos ao Tat ou ao TGF-B, porém n&o obtivemos éxito nesta empreitada.

Na préoxima etapa, incubamos macréfagos infectados com B. culicis na presenga
de TGF-B, e analisamos o efeito desta citocina sobre a sobrevivéncia/replicagao
intracelular do protozoario. 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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macrofagos primarios normais. Como demonstrado na figura 4B, houve uma reducgéo
significativa do crescimento da B. culicis quando as células foram incubadas com Tat
na presenca de anticorpos neutralizantes para TGF-f1. Assim como para a
Leishmania, somente a presenca do anticorpo nao alterou o crescimento do
protozoario, indicando que a reducao da proliferagdo do parasito ndo se deve a uma
atividade inespecifica do anticorpo. Quando todos os resultados sdo 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

intrinseco do Tat é co-relacionado com a indugédo de TGF-31.

Nosso estudo, juntamente com dois outros, sugere que PGE; induz a secregéo
de TGF-B1 (Fadok et al, 1998; Freire-de-Lima et al., 2000). Entretanto diversas
investigacbes demonstram que o tratamento com TGF-f induz a expressao de COX-2
com consequente liberagcdo de PGE, em macréfagos murinos, em astrocitos, em
neurdnios e em células musculares (Freire-de-Lima et al., 2006; Luo et al., 1998; Shen
et al., 2008). Logo, é possivel especular que ocorra um ciclo na indugao de TGF- e
PGE,, no qual a presenga de um fator controla a sintese do outro, e vice-versa. E muito
provavel que a infecgéo pelo HIV-1 induza diversos fatores enddégenos que contribuam
para a secre¢cdo de PGE,; e TGF-B. Além do Tat, a produgcédo de PGE; ou TGF-
também pode ser estimulada por fatores soluveis, os quais apresentam-se elevados
em linfonodos infectados por HIV-1. Por exemplo, IL-1B é produzido em tecidos
linféides infectados ex vivo por HIV-1 e pode induzir a expressdao de COX-2 com
produgao de PGE; (Dinarello, 2002; Lederman & Margolis, 2008). Ja o TGF-p1 pode
ser liberado por macrofagos que reconhecem células apoptéticas, e € inquestionavel
que a infeccdo pelo HIV-1 induz uma apoptose acentuada de linfocitos T CD4" em
tecidos linfoides (Alimonti et al., 2003; Fadok et al., 1998). Recentemente observamos
que o Fator Inibidor da Migragdo de Macrofagos (MIF), sabidamente um indutor de
PGE; (Calandra & Roger, 2003), também esta presente em concentragdes elevadas
em individuos infectados pelo HIV-1, e pode ser liberado por linfécitos infectados com o
virus in vitro (Regis et al., submetido para publicagéo). Portanto é possivel que Tat, IL-

18, MIF e reconhecimento de células apoptéticas estejam contribuindo (ou mesmo
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sinergizando) para os elevados niveis de TGF-3 e PGE; observados na circulagéo de
individuos infectados pelo HIV-1 (Griffin et al., 1994; Wiercinska-Drapalo et al., 2004).

Além do grave comprometimento do sistema imune em decorréncia da infecgéo
pelo HIV-1, a presenga continua de um co-patdbgeno pode reativar células com
infecgbes latentes pelo HIV-1. Infeccéo latente pelo HIV-1 ja foi descrita em diversos
estudos e ocorre principalmente em células T CD4" quiescentes e de memoria (Han et
al., 2007). As células de memodria em repouso, contendo o provirus integrado, podem
sobreviver por um longo periodo no organismo (Han et al., 2007). Quando estas células
sdo re-ativadas, diversos fatores de transcricdo sdo novamente expressos, € O
resultado é o retorno da producéo viral (Han et al., 2007). Logicamente, a persisténcia
de um co-patdogeno nestes individuos portadores de HIV-1 possibilita a ativagdo e
também re-ativagdo de uma percentagem elevada de células T CD4". A ativagéo de
linfocitos T CD4" pode culminar em novos alvos celulares para o HIV-1, ou mesmo em
aumento na produgao viral quando células T CD4" de memodrias (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 linfocitos T CD4" virgens (Nishimura et al., 2009). Sabe-se que a
infecgdo por Leishmania desencadeia uma resposta imunolégica intensa, a qual passa
pela ativagdo de linfocitos T CD4" e reativagdo de células de memaria (Bogdan, 2008).
Por exemplo, sabe-se que a Leishmania pode permanecer latente em um organismo
infectado (Bogdan, 2008), e a analise de pacientes europeus co-infectados por HIV-1 e
Leishmania revelou que a recidiva da leishmaniose ocorre em maior frequéncia do que
novas infec¢cdées com o protozoario (Alvar et al., 2008). Portanto, o retorno da
proliferagcdo do protozoario, em pacientes co-infectados com os dois agentes
patogénicos, pode promover reativagdo maciga de células de memoria CD4°CCR5", o
que cria um ambiente altamente permissivo a replicagdo do HIV-1. Este nosso trabalho
gerou uma seérie de perspectivas, as quais serao comentadas na segao “perspectivas”
(ap6s a secgéo “conclusao’).

Os resultados que integram este estudo s&do os primeiros a demonstrar que uma

proteina do HIV-1 é capaz de aumentar a proliferagdo intracelular de Leishmania
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amazonensis e Blastocrithidia culicis em macréfagos humanos primarios. Este trabalho
€ pioneiro na investigagdo de moléculas do HIV-1 que estimulam a proliferacédo de
possiveis co-patdgenos, e aponta para a necessidade de estudos envolvendo outras
possiveis moléculas do HIV-1. Por exemplo, proteinas gp120 também podem ser
encontradas na circulagao de pacientes infectados pelo HIV-1 e modulam a expressao
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 imunizagao contra a proteina Tat) podem reduzir a proliferagdo do virus e do
tripanossomatideo em individuos 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: sequéncias imunogénicas conservadas
entre diferentes subtipos do HIV-1; detecgdo de Tat na circulagdo sanguinea, e,
portanto passivel de neutralizagao por anticorpos; indu¢ao da secre¢ao de citocinas por
células dendriticas, com potencial polarizacdo para Th1; o papel central na replicagao
do virus (Ensoli et al., 2006). Testes clinicos de imunizagdo contra a proteina Tat
recombinante estdo sendo conduzidos por Ensoli e colaboradores (Ensoli et al., 2008).
Resultados preliminares em 27 pacientes portadores do HIV-1, os quais estavam
clinicamente assintomaticos e sem tratamento com HAART, demonstraram que a
injecdo de Tat € segura e bem tolerada pelos individuos inoculados (Ensoli et al.,
2008). Além disso, a vacinagao instigou uma resposta Th2 em todos os participantes,
inclusive com a formagao bem significativa de imunoglobulinas M, G e A contra o Tat
(Ensoli et al., 2008). Atualmente os estudos da estrutura do Tat também tém
despertado interesse na area de enderecamento de nanoparticulas para o interior
celular (Berry, 2008; Torchilin, 2008). A proteina Tat do HIV-1 contém uma regido
denominada Peptideo Penetrante de Célula (CPP), constituido do dominio
compreendido entre os aminoacidos 47 ao 57 (Torchilin, 2008). Apds a entrada, o Tat
migra para o nucleo, embora ainda nédo esteja claro como a regido peptidica CPP
possibilite a entrada da molécula na célula (Berry, 2008; Torchilin, 2008). Esta
propriedade do Tat permite o enderegcamento de compostos farmacologicos para o
interior celular, através da ligagdo do CPP com o composto de interesse (Berry, 2008;
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Torchilin, 2008). Interessante mencionar que o CPP do Tat conjugado a -
galactosidase permite que esta enzima atinja diferentes tecidos in vivo, como coragao,
figado, bago, pulmdo e musculo esquelético (Torchilin, 2008). Nesta conjuntura,
acreditamos que a interface entre pesquisas clinicas e basicas seja ténue, uma vez que
estratégias terapéuticas necessitam de um embasamento tedrico. Embora ndo existam
bons modelos experimentais para o estudo da infec¢do pelo HIV-1 in vivo (o0 modelo
animal com SIV é comparado ao HIV-1 por analogia), acreditamos que os modelos in
vitro possam fornecer algumas evidéncias para o que acontece no organismo humano
infectado pelo virus. Um longo caminho ainda precisa ser descortinado para que
possamos compreender os fatores que modulam mutuamente o crescimento do HIV-1
e de um patoégeno classico (Leishmania), ou mesmo de um possivel patdégeno
(Blastocrithidia). Esta tese representa o primeiro passo nesta iniciativa.
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- A infeccdo pelo HIV-1 aumenta a replicacido intracelular do protozoario L.
amazonensis e permite a replicacdo do tripanossomatideo B. culicis em macréfagos

humanos primarios co-infectados;

- A neutralizagcdo imune do Tat reduz significativamente o incremento da

replicagdo protozoaria instigada pela co-infecgdo com HIV-1 em macrofagos;

- A adigdo exogena da proteina Tat recombinante estimula o crescimento
intracelular dos tripanossomatideos Leishmania e Blastocrithidia;

- A proteina Tat estimula a sintese da COX-2, com consequente produgao de
PGE,, em macrofagos humanos nao infectados;

- A neutralizagdo do TGF-f1, ou da producdo de PGE,, reduz a replicagédo

pronunciada dos tripanossomatideos em macrofagos expostos a proteina Tat do HIV-1;

- A PGE; é capaz de promover o crescimento intracelular da Leishmania em

macrofagos humanos, e este efeito depende da liberagéo de TGF-p1;

100



Conclusoes

- Adicdo de TGF-B1 estimula a replicagdo intracelular da B. culicis em

macrofagos humanos normais;

- O efeito que o Tat possui na exacerbagdo da replicacdo dos protozoarios

Leishmania e Blastocrithidia € dependente de TGF-1.
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Embora existam relatos clinicos de co-infecgdo HIV-1 e Leishmania major
(Foulet et al., 2006; Guiguemde et al., 2003), nenhum estudo in vitro procurou
correlacionar a replicacdo destes dois patdégenos em macréfagos co-infectados. Em
2007, nos iniciamos um estudo em colaboragdo com a Dra Sharon Wahl (National
Institutes of Health, MD, EUA) visando investigar a modulagédo da enzima APOBEC (um
conhecido fator de restricdo a infecgcao pelo HIV-1) em macrofagos infectador por
Leishmania major ou expostos a molécula Lipofosfoglicana (LPG) da L. major.
Surpreendemo-nos ao verificar que a infeccdo por L. major era capaz de inibir a
producdo de HIV-1 em culturas de macréfagos humanos co-infectados in vitro. Em
macrofagos humanos primarios, o protozoario Leishmania major era capaz de estimular
a sintese de RNA mensageiro para um subtipo de APOBEC (APOBEC3A), sem alterar
a producdo dos demais subtipos. A producdo de mRNA para APOBEC3A era
transitoria, e atingia o pico apos 24h da infec¢ao pela Leishmania. Porém a inibicao da
producao do HIV-1 era mais precoce, ocorrendo poucas horas apos a infec¢ado com L.
major.  Promastigotas de Leishmania interagem com moléculas presentes na
membrana plasmatica de macréfagos durante a entrada nestas células hospedeiras, o
que confere uma amplitude de sinalizagdes intracelulares (Olivier et al., 2005). Baseado
nestas premissas, n6s passamos a inferir que a infec¢do por L. major seria capaz de
reduzir a replicacédo do HIV-1 em um periodo bem precoce, provavelmente durante o
processo de invasdo do macréfago. Para iniciar a investigacdo desta hipotese,
decidimos padronizar uma curva em que a Leishmania major fosse exposta ao
macrofago em diferentes momentos: concomitantemente com a infecgéo pelo virus; ou

dois dias apds a entrada do HIV-1.

Conforme pode ser verificado na figura A (apresentada abaixo), a co-infecgéo
com L. major acarretou em redugédo na replicagdo do HIV-1 em macréfagos que ja
estavam produzindo a particula viral. Quando a L. major foi adicionada no mesmo
momento do HIV-1, nés observamos uma inibicdo marcante da produg¢ao do HIV-1 por
macrofagos infectados ha sete dias com o virus (Figura B). Porém a maior intensidade
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de inibicdo (~90%) foi verificada quando os macr6fagos eram expostos a Leishmania
major no segundo dia pos-entrada do HIV-1 (48 horas). Considerando que ja ocorre
integracao do HIV-1 no 2° dia pds-infecgéo viral, ou mesmo pelo fato da L. major inibir a
producédo viral em macréfagos que ja estavam produzindo HIV-1, n6s acreditamos que
a interagcdo da L. major com o macrofago néo altera a integragdo do cDNA viral no

genoma celular.
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Inibi¢do da replicagdo do HIV-1 pela L. major. (Fig A) Macréfagos humanos primdrios (oriundos de monécitos do
sangue) foram infectados com HIV-1 por 2 horas e, apds sete dias, as células foram infectadas com L. major (3
parasitos/macréfago). As culturas foram lavadas com PBS por 2X, meio fresco foi re-adicionado e alguns pogos foram tratados
com IFN-a. a 10ng/mL. Apds 24 horas, os sobrenadantes da cultura foram recolhidos e a produgdo do HIV-1 foi quantificada por
ELISA comercial para o p24. Barras representam média * erro padrdo da média de 2 doadores; (Fig B) Culturas de Macréfagos
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/macréfago) logo apds as 2 horas de interagdo das células com o HIV-1
(primeira barra) ou mesmo apds 48 horas da infecgdo com o virus (segunda barra). A replicagdo do HIV-1 foi avaliada por ELISA
ap0s 7 dias da infeccdo pelo virus. Os dados representam as médias *+ erro padrdo da média (n=2) de percentagens de inibigdo
da replicagdo do virus em relagdo aos valores absolutos de p24 dos macréfagos infectados somente com HIV-1.

Conforme citado no paragrafo anterior, promastigotas de Leishmania disparam

uma cascata de sinalizagdes intracelulares quando se ligam a certas moléculas
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presentes na membrana de macréfagos. Uma destas moléculas € 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 laboratorio tem resultados
demonstrando que o Zymosan, um carboidrato proveniente da parede de fungo, é
capaz de inibir a replicagdo do HIV-1 em macrofagos. Assim como o LPG, Zymosan
também ¢é reconhecido pelo TLR-2, o que nos faz hipotetizar que a inibicdo da
replicagdo do HIV-1 em macréfagos expostos a Leishmania major seja decorrente da
interagao do LPG do protozoario com o TLR-2 na membrana plasmatica do macrofago.
Nés procederemos com experimentos utilizando LPG purificado, ou com LPG
purificado na presenga de anticorpos antagonistas para TLR-2 humano, com intuito de
avaliar se ocorre inibicdo da replicacdo do HIV-1. Em paralelo, nés realizaremos estas
mesmas condicdes em L. amazonensis, pois esta espécie de Leishmania promove um
incremento da replicagdo viral. Uma vez que as moléculas LPGs variam entre espécies
de Leishmania (a variagdo ocorre principalmente no dominio glicidico da molécula)
(Beverley & Turco, 1998), é plausivel especular que moléculas LPGs de L.
amazonensis possam nao ser reconhecidas por TLR-2, ou mesmo por outro receptor
na membrana do macrofago. Partindo do pressuposto que a proteina adaptadora
MyD88 é& fundamental para a sinalizagdo 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 participagdo do MyD88 no processo de inibicdo da
replicacdo do HIV-1 em macréfagos expostos a 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 doencas (Falkow, 1988). Segundo
Koch, o indculo destes microorganismos em um animal saudavel deve causar doenga
(s). Entretanto, o quadro clinico de imunossupressao permite o estabelecimento de
patdogenos oportunistas os quais ndo se encaixam neste postulado de Koch. Desde a
identificacdo da AIDS no inicio dos anos 80, os médicos e pesquisadores sempre
reconheceram que infec¢des oportunistas podem agravar o quadro clinico da infecg&o
pelo HIV-1. Por esta razdo, as co-infecgées entre HIV-1 e outros patégenos (ou
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possiveis patdgenos) jamais perderdo enfoque ao longo dos anos. N6s acreditamos
que o estudo das co-infecgdes HIV-1/protozoarios merega destaque, principalmente em
nosso pais onde a presenca destes patdgenos é elevada e endémica. Estudar como
um tripanossomatideo interfere na replicacdo do HIV-1, e vice versa, contribui para a
formulacdo de possiveis estratégias terapéuticas para a co-infecgdo, ou mesmo para
as infeccdes isoladas. Por exemplo, o estudo de como a L. major promove uma
sinalizagao intracelular capaz de reduzir a replicagdo do HIV-1 em macréfagos pode
ser interessante no desenvolvimento de compostos com atividade anti-retroviral. Por
fim, nds acreditamos que a infecgao pelo HIV-1, e a respectiva repercussao no sistema
imune, pode levar ao surgimento de doengas nunca vistas, tornando dificil prever quais

sdo 0s microorganismos potencialmente perigosos para o ser humano.
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aumento da replicagdo do HIV-1 em consequéncia do reconhecimento de células
apoptéticas por macrofagos humanos primarios. Demonstramos que a adigdo de PGE;
e de PAF foi capaz de aumentar a producdo de HIV-1 por macrofagos, e que o
antagonista do receptor de PAF, assim como o inibidor farmacolégico da Ciclo-
oxigenase (COX-2), reverteram o aumento da replicacdo viral instigada pelo
reconhecimento de células apoptoticas por macréfagos. Também reportamos que o
receptor de Vitronectina € importante para a fagocitose de células apoptoéticas neste
modelo, e que a estimulacéo deste receptor induz o aumento da produgao viral.
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Interaction of Macrophages with Apoptotic Cells
Enhances HIV Type 1 Replication Through PGE,, PAF,
and Vitronectin Receptor

ROSANGELA G. LIMA.!?* LETICIA MOREIRA.** JOANA PAES—'LEME,_E
VICTOR BARRETO-DE-SOUZA,* HUGO C. CASTRO-FARIA-NETO,? PATRICIA T. BOZZA?
and DUMITH CHEQUER BOU-HABIB*

ABSTRACT

Phagocytosis of apoptotic cells by macrophages increases secretion of soluble mediators and generates an
antiinflammatory environment. We previously reported that phagocytosis of apoptotic cells by HIV-1-infected
macrophages enhances viral replication, with the participation of the cytoKine transforming growth factor-
B1 and an integrin receptor. Now, we describe the role of prostaglandin Eaz (PGE3), platelet-activating factor
(PAF), and the integrin ay3 (vitronectin receptor, VnR) in this phenomenon. Exacerbation of HIV-1 growth
induced by phagocytosis of apoptotic cells was inhibited when HIV-1-infected macrophages were treated with
a cyclooxygenase 2 inhibitor, or with a PAF receptor antagonist (BN 52021) immediately after macrophage
interaction with apoptotic cells. Treatment of HIV-1-infected macrophages with BN 32021 decreased viral
replication, whereas addition of PGEz or PAF to these cells enhanced viral replication. Monoclonal antibod-
ies (MAbs) to VnR reduced the macrophage uptake of apoptotic cells, prevented the enhancement of HIV-1
growth upon the engulfment of apoptotic cells, and potently augmented viral replication in HIV-1-infected
macrophages in the absence of apoptotic cells. In conclusion, PGEz and PAF, and ligation of VnR as well,

contribute to amplify viral growth in HIV-1-infected macrophages upon uptake of apoptotic cells.

INTRODUCTION

ELLS FROM THE MONOCYTE/MACROPHAGE LINEAGE and

CD4* T lymphocytes are the main targets of the human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1), the etiological agent
of the acquired immunodeficiency syndrome (AIDS). Although
most of the circulating HIV-1 isolates are released from acti-
vated CD4™ T lymphocytes, these cells are rapidly destroyed
by the virus, whereas macrophages are resistant to HIV-1-me-
diated cytopathicity.! Indeed, chronically infected macrophages
can survive for longer periods, sustaining productive viral repli-
cation and, thus, functioning as an important reservoir for HIV-
1 infection.” Production and release of HIV-1 by macrophages
can be influenced by many factors in tissues where macro-
phages populate and exert their physiologic activities, such as
in the lymph nodes. Accordingly, increased permissiveness of

macrophages to HIV-1 infection and higher numbers of HIV-
l-infected and virus-producing macrophages have been associ-
ated with a number of conditions, such as coinfections®> and
immune activation.®7 In this sense, we indicated that the phago-
cytosis of apoptotic cells by HIV-I-infected macrophages re-
sulted in an exacerbated viral growth, a phenomenon involving
the cytokine transforming growth factor g1 (TGF-81) and an
integrin receptor,® suppesting that HIV-1 replication could be
up-modulated in patients when apoptotic cells are cleared by
HIV-1-infected macrophages. Production of TGF-g1 by HIV-
l-infected macrophages exposed to apoptotic cells was ele-
vated, and neutralizing antibodies to TGF-51 reduced by 50%
the enhancement effect of apoptotic cells on viral growth. Since
TGF-B1 is only partially responsible for the augmented HIV-1
replication in this model, other modulators could possibly par-
ticipate in the increment of viral growth.

Institwto de Ciéncias da Sadde, Universidade Federal da Bahia, Salvador, BA, Brazil.
Laboratdrio de Imunofarmacologia, Departamento de Fisiologia e Farmacodindmica and *Laboratério de Imunclogia Clinica, Depariamento
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It has been proposed that phagocytosis of apoptotic cells by
macrophages, a physiological and essential process for internal
homeostasis, generates an antiinflammatory and immunosup-
pressive environment regulated by synthesis of several cyto-
kines.* ! In fact, the TGF-#1 released by macrophages upon
interaction with apoptotic cells'? contributes to the impairment
of the ability of macrophages to control the growth of the har-
hored infectious agents 513 Besides TGF-81, prostaglandin E;
(PGE3) and platelet-activating factor (PAF) are produced by
macrophages following uptake of apoptotic cells,'>!'? and may
be additional factors contributing for the generation of such an
immunosuppressive milien. These two mediators are synthe-
sized upon cell activation from lipid precursors present in the
plasma membrane by action of phospholipase A;.'415 PGE; is
released by many cells, including macrophages, and, like other
prostaglandins, is active only near the site where it is pro-
duced.'* Relative to PAF, it has been recognized that this mol-
ecule presents multiple physiological functions in innate im-
munity.!* Since there have been sugpestions that PAF
participates in the pathogenesis of AIDS-associated dementia,'®
and because PGE; production is up-modulated in HIV-1 infec-
tion,'” we now investigate whether these two mediators also
contribute to the enhancement of HIV-1 replication following
the uptake of apoptotic cells and, therefore, would modulate
HIV-1 replication in peripheral human macrophages.

Recognition and removal of apoptotic cells by professional
phagocytes occur upon engagement of multiple receptors pres-
ent on phagocyte plasma membrane,'? including the vitronectin
receptor (VnR).!™1519 Since we have previously found that the
Arg-Gly-Asp-Ser peptide, which presents high affinity for in-
tegrin receptors, reduced the binding of apoptotic cells to mac-
rophages and inhibited the enhancement of HIV-1 replication
driven by the ingestion of apoptotic cells,® we also studied
whether the engagement of VnR results in enhanced HIV-1
replication. In this paper, we present further evidence that sig-
naling originated from VnR contributes to the enhancement of
viral growth in HIV-1-infected macrophages, exposed or not
exposed to apoptotic cells.

MATERIALS AND METHODS

Virus and reagents

All assays of macrophage infection were performed with the
monocytotropic, CCRS-dependent isolate HIV-1ga1.® PAF
and the PAF receptor antagonist BN 52021 were purchased
from Biomol Research Laboratories Inc. (Plymouth Meeting,
PA). PGE;> was from Cayman Chemicals, Inc. (Ann Arbor, MI),
and the COX-2 inhibitor Celecoxib was from Searle Pharma-
ceuticals (Skokie, IL). Anti-ay (clone AV1) and anti-cevfs
(clone LM609) monoclonal antibodies (MAbs) were from
Chemicon International, Inc. (Temecula, CA), and IgGl1 iso-
type control from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). The
concentrations of Celecoxib and BN 52021 used in this study
were not toxic for peripheral primary cells, as evaluated by a
trypan blue dye exclusion assay.

Cells

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from healthy
donors were obtained by density gradient centrifugation

(Hystopaque, Sigma) from buffy coat preparations and, from
these PBMCs, monocyte-derived macrophages were isolated by
plastic adherence. Briefly, 2.5 > 106 PBMCs were plated in 48-
well plates in RPMI without serum for 1 h, 5% COs, 37°C.
Nonadherent cells were washed out, and adherent cells were
maintained with Dulbecco’s modified essential medium
(DMEM) with 10% human serum (Sigma) for 7 days, for dif-
ferentiation in macrophages. Macrophage purity was above
90%. as checked by flow cytometry analysis performed on an
EPICS ALTRA flow cytometer (Beckman Coulter,
Hialeah FL.), using anti-CD3 (Caltag, Burlingpame, CA) and
anti-CD6 (SouthernBiotech, Birmingham, AL) MAbs. Apop-
totic cells (APO) were prepared from the CD4™ T cell line Ju-
rkat, by exposing these cells to UV radiation (312 nm) for 10
min, followed by culturing them at 37°C for 2 h. This treatment
induced apoptosis in approximately 80% of the cells, as con-
firmed by annexin V and propidium iodide staining. Fixed cells
were obtained by treating Jurkat cells with 1% paraformalde-
hyde for 30 min.

Phagocytosis of apoprotic cells by
uninfected macrophages

To measure the uptake of apoptotic cells, 1058 PBMCs were
seeded in B-well Permanox chamber slides (Nalge Nunc Inter-
national, Naperville, IL), and macrophage differentiation was
performed as above. Next, apoptotic cells were added to mac-
rophages in a ratio of 10:1 for 1 h. Nonphagocytized cells were
washed out and macrophages were fixed and stained with
Giemsa. Phagocytic indices (PI) were determined as the per-
centage of macrophages that had phagocytized apoptotic cells,
multiplied by the average number of ingested cells per macro-
phage. ® and are presented as mean + standard error of the mean
(SEM). To evaluate the effect of anti-VnR MAbs on the uptake
of apoptotic cells, macrophages were treated with anti-ay or
with anti-ceyB: MAbs for 15 min, followed by the addition of
apototic cells, and the PI was calculated as mentioned above.

Macrophage infection and exposure ro apopiotic cells
and to exogenous compounds

Macrophages were infected with 10-20 ng/ml of HIV-1 p24
antigen and, after overnight incubation, excess virus was
washed out. Apoptotic cells were added to HI'V-1-infected mac-
rophages in a 10:1 ratio for 2 h at 37°C, 5% CO,, in DMEM
without serum. Nonphagocytized apoptotic cells were removed,
and monolayers were replenished with fresh medium supple-
mented with 108 human serum, with or without Celecoxib or
BN52021. Culture medium was renewed each 7 days, with no
further addition of apoptotic cells or exogenous compounds. Vi-
ral replication was measured in culture supernatants using a p24
antigen enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) capture
assay (ZeptoMetrix Co., Buffalo, NY). Uninfected macro-
phages were also exposed to apoptotic cells to evaluate modu-
lation of PGE- release, which was measured in cell culture su-
pernatants by enzyme immunoassay (EIA) (Cayman Chemicals,
Inc.), according to manufacturer’s instructions. In separate ex-
periments, HIV-1-infected macrophages were treated with PAF
or PGE; immediately after cell infection. Culture medium was
renewed each 7 days. with no further addition of these com-
pounds, and viral replication was measured as described above.
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Treatment of HIV-1-infected macrophages with
anti-VnR MAbs

HIV-1-infected macrophages were treated either with anti-
ary OF anti-eeyB; MADbs to investigate whether they could mod-
ulate HIV-1 replication. In some assays, infected macrophages
were treated with anti-eyB8; MAD for 15 min, followed by ad-
dition of apoptotic cells. After 2 h cells were washed to remove
nonphagocytized apoptotic cells and cultures were maintained
as described. Viral replication was assessed as mentioned
above.

RESULTS

It has been indicated that the clearance of apoptotic cells by
human or murine macrophages modulates the production of cy-
tokines and inflammatory mediators, including PGE;.">!"* Here,
we also observed an up-modulation of PGE; secretion when
human monocyte-derived macrophages were exposed to apop-
totic cells (Fig. 1A). The amount of PGE, released by macro-
phages after apoptotic cell uptake increased more than four
times relative to spontaneous release of this mediator (p = 0.03,
as calculated using Student’s r test). Addition of Celecoxib, a
selective COX-2 inhibitor, drastically reduced the enhancement
effect of apoptotic cell uptake, similar to other studies that sug-
gest that macrophage-apoptotic cell interaction activates the en-
zyme COX-2, thus resulting in an elevated PGE; synthesis and
release.'>"? Celecoxib had no effect on spontaneous release of
PGE; by macrophages cultured only in the presence of medium,
and macrophage interaction with fixed cells did not induce
PGE; release (data not shown). Based on these findings, and
given that we indicated that uptake of apoptotic cells potently

;] |

PGE production (n-fold contral)
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Treatment of macrophages
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FIG. 1.

enhances HIV-1 growth,® we investipated whether the block-
age of COX-2 could have any consequence on HIV-1 replica-
tion in macrophages after phagocytosis of apoptotic cells. Of
note, we and others have indicated that the phagocytic abilities
of the HIV-1-infected macrophages are not altered.®-2%2! Thus,
we added Celecoxib to HIV-1-infected macrophages immedi-
ately after interaction with apoptotic cells, and viral growth was
evaluated 14 days after infection, when the differences in viral
replication levels between unstimulated and apoptotic cell-stim-
ulated macrophages are usually higher.® Similar to our former
results,® phagocytosis of apoptotic cells increased HIV-1 repli-
cation 20 times over spontaneous viral growth, and Celecoxib
treatment completely ablated the enhancement effect of apop-
totic cells (Fig. 1B; Apo vs. Med: p = 0.02; Apo vs. Apo+cele:
p = 0.003). (Due to the commonly observed donor-to-donor
variation of viral production by macrophages, the next results
will be shown as HIV-1 replication over production, arbitrarily
defined as 1.) These findings suggest that prostaglandins stim-
ulate viral replication in HIV-1-infected macrophages and, in-
deed, addition of PGE; at | uM to HIV-1-infected macrophages
amplified HIV-1 growth by 3.2 + 0.7-fold control (n = 4; p =
0.05). As we have already reported.® exposure of HIV-1-in-
fected macrophages to fixed cells did not affect viral replica-
tion (data not shown). Of note, addition of supplementary apop-
totic cells to HIV-1-infected macrophages at 7 and 14 days after
infection did not further enhance viral replication relative to
HIV-1 growth in macrophages exposed to apoptotic cells just
after infection.

The inflammatory mediator PAF is also released by macro-
phages upon phagocytosis of apoptotic cells.'” Thus, we in-
vestigated whether the blockage of the PAF receptor would in-
hibit the augmentation of HIV-1 replication mediated by
interaction with apoptotic cells. We found that addition of the
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(A) Interaction with apoptotic cells up-modulates PGE; release by macrophages. Macrophages were provided with fresh

medium (Med) or exposed to apoptotic cells (Apo) for 2 h and, then, washed out to remove nonphagocytized cells. Celecoxib
(10 M) was added to macrophages exposed (Apo + cele) or not (cele) to apoptotic cells. After 24 h levels of PGE; were mea-
sured by EIA in cell culture supernatants. Data are shown as PGE; production over control, arbitrarily defined as 1. (B) Inhibi-
tion of COX-2 abolishes the enhancement of HIV-1 growth driven by phagocytosis of apoptotic cells. Macrophages were in-
fected with HIV-1g, 1, replenished with fresh medium, and left untreated (Med) or exposed to apoptotic cells (Apo) for 2 h. Then,
Celecoxib (10 pM) was added to macrophages exposed (Apo + cele) or not (cele) to apoptotic cells. HIV-1 replication was mea-
sured in culture supernatants by an HIV p24 ELISA 14 days after infection. Data represent means = SEM of four (A) or three

(B) independent experiments.
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FIG. 2. Blockage of PAF receptor reduces the enhancement

of HIV-1 growth driven by phagocytosis of apoptotic cells.
Macrophages were infected with HIV-1g,4., replenished with
fresh medium, and left untreated (Med) or exposed to apoptotic
cells (Apo) for 2 h. Then, BN 52021 (10 pM) was added to
macrophages exposed (Apo + BN) or not to apoptotic cells
(BN). Viral replication was evaluated in culture supernatants
by an HIV p24 ELISA 14 days after infection. Data are shown
as virus production over control, arbitrarily defined as 1, and
represent means = SEM of three independent experiments.

PAF receptor antagonist BN 52021 to HIV-1-infected macro-
phages right after interaction with apoptotic cells expressively
reduced (604) the viral growth amplification induced by this
interaction (Fig. 2; Apo vs. Med: p = 0.05; Apo vs. Apo+BN
52021: p = 0.11; Med vs. Apo+BN 52021: p = 0.28). In ad-
ditional experiments, we further evaluated the ability of BN
52021 to down-modulate HIV-1 growth by adding this com-
pound to macrophages soon after HIV-1 infection, and we found
that BN 52021 consistently inhibited spontaneous HIV-1 repli-
cation at 10 puM (mean = SEM =65 =78%, n=6; p=
0.006). Higher doses of BN 52021 (25 pM and 50 pM) were
also inhibitory, although we could not detect a dose-dependent
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inhibition (data not shown). Moreover, we also treated HIV-1-
infected PBMCs with 10 pM BN 52021, and observed a re-
duced HIV-1 growth in these cells (mean = SEM = 43.2 +
6.9%: n = 6; p = 0.001). These results indirectly suggest that
PAF up-modulates HIV-1 replication, and, in fact, addition of
exogenous PAF at 1.0 pM to HIV-1-infected macrophages am-
plified viral growth by 7.0 = 5.3 times the control (n = 3; p =
0.03), supporting our assumption that PAF increases HIV-1
replication in peripheral macrophages.

Several macrophage receptors, including members of the in-
tegrin family, can recognize and bind to apoptotic cells.'®18.1%
We previously inferred that integrins are involved in the en-
hancement of HIV-1 replication in macrophages exposed to
apoptotic cells because the peptide Arg-Gly-Asp-Ser, which
binds to integrin receptors, inhibited the uptake of apoptotic
cells and the subsequent enhancement of HIV-1 replication.®
Now we confirm this conjecture with direct evidence that the
WnR participates in this phenomenon using monoclonal anti-
bodies to this receptor. Initially, we found that pretreatment of
macrophages with two anti-VnR MAbs (anti-eey and anti-oy8:)
reduced approximately 504 of the macrophage uptake of apop-
totic cells (Fig. 3A and B; anti-ay 1:10 vs. Med: p = 0.03; anti-
aryfBy 40 pe/ml vs. Med: p = 0.04). Next, we treated HIV-1-
infected macrophages with these antibodies using the
concentrations that more intensely inhibited the uptake of apop-
totic cells, and analyzed viral replication thereafter. Ligation of
WnR by the anti-cy MAbD increased HIV-1 replication 29 times
relative to control (p = 0.02), whereas the anti-ayf; MAb did
not change viral replication (p = 0.5) (Fig. 4A). Based on this
last observation, we investigated whether the anti-cey3; MAD
could revert the enhancement effect on HIV-1 replication me-
diated by uptake of apoptotic cells. Thus, pretreatment of HIV-
l-infected macrophages with anti-ay8; MAbD resulted in an al-
most total blockage of enhancement of viral replication
mediated by apoptotic cells (Apo vs. Apo + anti-ayB3: p =
0.01) (Fig. 4B). Collectively, these results show that stimula-
tion of VnR can induce HIV-1 growth in peripheral macro-

phages.
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Anti-VnR MAbs diminish macrophage uptake of apoptotic cells. Macrophages were treated with anti-ay MADb (A) or

anti-cey 87 MAD (B) at indicated concentrations, or with irrelevant isotypes (Iso) at 40 pg/ml, before adding apoptotic cells. Phago-
cytic indices (PI) were determined as described in Materials and Methods and data represent means = SEM from three (A) or
two (B) independent experiments for each MAb, and are shown as percentapge of control (Med).
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{A) Stimulation of VnR up-modulates HIV-1 replication. Macrophages were infected with HIV-1g, 1, replenished with

fresh medium, and left untreated (Med) or treated with anti-ay (1:10 dilution), anti-ceyBs (40 pe/ml), or isotype control (40
pg/ml, Iso). (B) VoR is involved in the enhancement of HIV-1 replication in macrophages following phagocytosis of apoptotic
cells. Infected macrophages were left untreated (Med), treated with apoptotic cells (Apo), anti-ceyB2, 40 pp/ml (anti-ayB2), Apo +
anti-aey @z (Apo + anti-aeyfs), or with isotype control, 40 pg/ml (Apo + Iso; Iso). Viral replication was evaluated in culture su-
pernatants using an HIV p24 antigen ELISA 14 days after infection. Data represent means + SEM of three (A) or two (B) in-
dependent experiments and are shown as virus production over control (Med), arbitrarily defined as 1.

DISCUSSION

It has been demonstrated that phagocytosis of apoptotic cells
can influence the ability of macrophages to produce soluble me-
diators.®!2 This common and prevailing process results in syn-
thesis inhibition of a variety of cytokines and soluble media-
tors, such as granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
(GM-CSF), interleukin (IL)-13, IL-8, and tumor necrosis fac-
tor (TNF)-c. In opposition, the production of other factors, such
as TGF-g1, PGE,, and PAF, is stimulated. The modulation of
cytokine release mediated by the uptake of apoptotic cells can
influence the activity of macrophapges themselves. In fact, clear-
ance of apoptotic cells results in a loss of the ability of macro-
phages to destroy tumor cells,* and failure to control parasite
growth by murine macrophages infected with Trypanosoma
cruzi.? We have already reported that viral replication is en-
hanced in HIV-1-infected macrophages following phagocyto-
sis of apoptotic cells® a phenomenon partially mediated by
TGF-g1 and involving an integrin molecule. As long as TGF-
B1 participates only to some extent in the enhancement of vi-
ral growth, other factors might be involved in this process.
Herein, we indicate that PGE; and PAF contribute to raising
viral replication in HIV-l-infected macrophages exposed to
apoptotic cells, and that the vitronectin receptor, a member of
the integrin family, is involved in this phenomenon.

Patients with AIDS show elevated levels of circulating
PGE-.> but reports about the effect of PGE; on HIV-1 repli-
cation in vitro are contradictory, since PGE; has the ability to
inhibit™* or to stimulate®®%" viral growth. Divergent experi-
mental conditions, e.g., source of cells, time of infection, and
use of viral proteins instead of whole virus, can explain these
conflicting observations. Interestingly, PGE> up-modulates the

replication of the retrovirus human lymphotropic virus type |
(HTLV-1),%® supporting the notion that this modulator can en-
hance HIV-1 replication. Addition of PGE; to PBMCs from
asymptomatic HTLV-1-infected subjects caused an activation
of the virus long terminal repears, supported HTLV-1 replica-
tion, and induced viral spread to other cells.?® In our study we
observed that inhibition of COX-2 (a crucial enzyme in the syn-
thesis pathway of PGE;) completely blocked the enhancement
of viral replication triggered by phagocytosis of apoptotic cells,
indirectly showing that PGE, is an up-modulator of HIV-1
growth, and that the PGE; amplifying effect can be neutralized
by inhibiting the COX-2 enzyme. Based on reports suggesting
that PGE; regulates TGF-2 synthesis'>'? and that COX-2 in-
hibitors affect TGF-g pharmacological activity,'® it is likely
that addition of a COX-2 inhibitor negated TGF-g activity and
completely ablated the effect of apoptotic cell uptake on HIV-
1 replication. As with other authors,'2-13 we also detected that
phagocytosis of apoptotic cells induces PGE; release by unin-
fected macrophages, which was thwarted by the addition of a
selective COX-2 inhibitor (Fig. 1A). We further found that ad-
dition of PGE; to HIV-1-infected macrophages elevated viral
growth, corroborating the findings obtained with COX-2 inhi-
bition, and supporting the assumption that PGE; up-modulates
HIV-1 replication in monocyte-derived macrophages.

It has been postulated that PAF plays an important role in
damage of the central nervous system (CNS) of HIV-1 infected
patients, leading to AIDS-associated dementia,'&2%.3% hut little
is known about its role in modulating HIV-1 replication in pe-
ripheral cells. It was reported in a murine model of HIV-1 in-
fection that antiinflammatory drugs exerted a protective action
on the CNS by inhibiting macrophage release of PAF and TNF-
.31 TNF-w is a positive modulator of HIV-1 growth3? and PAF
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apparently stimulates TNF-a synthesis in monocytic cell
lines.** and this possible association could have an important
role in the development of AIDS neuropathopenesis.® In our
model, in which human monocyte-derived macrophages are in-
fected in virro with HIV-1, we verified that PAF is an up-mod-
ulator of HIV-1 replication, suggesting that PAF can contrib-
ute to viral infection and propagation in peripheral tissues.

Initially, we found that addition of the PAF receptor antag-
onist BN 52021 to HIV-1-infected macrophages exposed to
apoptotic cells inhibited the enhancement of viral growth (Fig.
2A). Next, we observed that addition of BN 52021 to HIV-1-
infected macrophages or to HIV-1-infected PBMCs reduced vi-
ral replication in both cell types. Other authors have reported
similar observations with the PAF antagonist PMS 601 in mac-
rophages infected with the HIV-1 clone Ba-L.* Since PMS 601
also inhibits the synthesis of TNF-«, a well-known HIV-1 up-
modulator,*? it is possible that the decline of HIV-1 replication
following PAF receptor blocking results from the combined in-
hibition of the modulatory role of PAF and TNF-«, a mecha-
nism that should be considered to explain the potent effect of
BN 52021 as well. Our above findings that PAF is an up-mod-
ulator of HIV-1 replication in peripheral cells were further con-
firmed in separate experiments in which addition of PAF to
HIV-1-infected macrophages augmented viral growth.

It has been shown that engagement of integrin receptors on
HIV-1-infected macrophages influences viral growth,*"" but
so far there is no direct evidence that stimulation of VnR up-
modulates HIV-1 replication, such as our present findings. In-
deed, treatment of HIV-1-infected macrophages with anti-cey
MADb meaningfully augmented viral growth (Fig. 4A). Inter-
estingly, it has been claimed that VnR may function as a co-
factor for HIV-1 infection,*® since HIV-1 gp120 interacted with
CD4 and eryB: integrin in immunoprecipitation experiments,
and that anti-avy3:; MAbs partially inhibited HIV-1 infection
when cells were treated with these antibodies before infection,
or exposed to virus and antibodies simultaneously. Different
cell culture conditions, time of MAb addition to infected cells,
and distinct MAD clones should be considered to explain these
apparently contradictory results. In fact, we added anti-VnR
MADbs after macrophage infection, hence not affecting the virus
entry process. We could verify that whereas the anti-ay8: MAb
did not stimulate viral replication, the anti-a, MAb exerted an
agonistic effect that resulted in an exacerbated HIV-1 replica-
tion. Therefore, we could confirm our previous suggestion that
the VnR is involved in the augmentation of HIV-1 growth in
macrophages upon phagocytosis of apoptotic cells.* since the
enhancement effect on HIV-1 replication is neufralized when
interaction of apoptotic cells with HIV-1-infected macrophages
is prevented by nonagonistic MAbs directed to VnR (Fig. 4A).
Considering that ligation of VnR on macrophage membrane in-
duces TGF-8 and PGE; release by these cells,'* we could en-
visage that the increment of HIV-1 replication through stimu-
lation of VnR is at least partially mediated by those soluble
factors. Although we cannot exclude the participation of other
receptors for apoptotic cells in this process, it is possible that
the WnR is the main receptor involved, since its blockage com-
pletely reversed the exacerbation of HIV-1 replication subse-
quent to uptake of apoptotic cells by HIV-1-infected macro-
phages. All together, our results suggest that PAF and PGE-
should be recognized as positive mediators of HIV-1 replica-

tion in peripheral macrophages upon recognition of apoptotic
cells, and that signaling through VnR favors viral growth sub-
sequent to interaction between apoptotic cells and HIV-1-in-
fected macrophages.
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