INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Mestrado em Biologia Celular e Molecular

Estudo dos efeitos dos neuropeptideos VIP e PACAP sobre a replicacéo do
HIV-1 em macréfagos primarios humanos.

JAIRO RAMOS TEMEROZO

Rio de Janeiro
2013



Temerozo, Jairo Ramos.

Estudo dos efeitos dos neuropeptideos VIP e PACAP sobre a replicagao
do HIV-1 em macroéfagos primarios humanos / Jairo Ramos Temerozo. - Rio de
janeiro, 2013.

53 f.;il.

Dissertacdo (Mestrado) - Instituto Oswaldo Cruz, Pés-Graduagdo em
Biologia Celular e Molecular, 2013.

Orientador: Dumith Chequer Bou-Habib.
Bibliografia: Inclui Bibliografias.

1. HIV-1. 2. Macréfagos. 3. Neuropeptideos. 4. VIP. I. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragdo Automatica de Ficha Catalogréfica da Biblioteca de Manguinhos/ICICT com os dados
fornecidos pelo(a) autor(a).




Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacgao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Po6s-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular

Jairo Ramos Temerozo

Estudo dos efeitos dos neuropeptideos VIP e PACAP sobre a replicacdo do HIV-1 em
macrdfagos primarios humanos.

Dissertagdo apresentada ao Instituto Oswaldo Cruz
como parte dos requisitos para obtencdo do titulo de

Mestre em Biologia Celular e Molecular

Orientador: Prof. Dumith Chequer Bou-Habib

RI1O DE JANEIRO
2013



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacgao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Po6s-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular

AUTOR: JAIRO RAMOS TEMEROZO

ESTUDO DOS EFEITOS DOS NEUROPEPTIDEOS VIP E PACAP SOBRE A
REPLICACAO DO HIV-1 EM MACROFAGOS PRIMARIOS HUMANOS.

ORIENTADOR: Prof. Dumith Chequer Bou-Habib

Aprovada em: 26/11/2013

EXAMINADORES:

Prof. Vinicius de Frias Carvalho (Presidente)

Prof. Marcelo Alves Soares (Titular)

Prof. Pedro Muanis Persechini (Titular)

Prof. Thiago Moreno Lopes e Souza (Revisor/Suplente)
Prof. Daniella Aréas Mendes da Cruz (Suplente)

Rio de Janeiro, Novembro de 2013



AGRADECIMENTOS

Ao longo do periodo do mestrado, muitas pessoas passaram por minha vida, deixando
marcas e licbes para toda ela, proporcionando-me alegrias, conhecimento e crescimento
pessoal. Neste momento gostaria de agradecé-las, pois de forma direta ou indireta,

contribuiram para a conclusao desta etapa.

Ao0s meus grandes amigos Pedro Ferreira e Bruno Cister, que sempre estiveram

presentes e me ajudaram de diversas formas, e com o0s quais sempre dou boas risadas.

A Eduardo Régis (Edu), que iniciou os estudos com estes neuropeptideos, e participou
da minha orientacdo durante a minha Iniciacdo Cientifica. Tenho seus conselhos, orientacGes

e apoio como parte da minha formacéo cientifica e pessoal.

Um especial agradecimento aos colegas e pesquisadores do LPT que sempre estiveram
dispostos a ajudar e discutir ciéncia durante esses anos.

Agradeco muito ao meu orientador, professor Dumith Chequer Bou-Habib, que tenho
como colega e amigo; sempre disposto a discutir e acrescentar, me encorajando e dando
espaco para exposicdo de opiniGes. Minha formacéo é grande parte dependente dessa vivéncia

gue me ensina muito.

Ao Instituto Oswaldo Cruz e a Coordenacdo do Programa de Poés-graduacdo em

Biologia Celular e Molecular, pelo auxilio financeiro e apoio para participacdo de eventos.

Finalmente e principalmente, agradeco a minha familia, que sdo minha inspiracéo de
carater, responsabilidade e carinho, e que sempre me apoiaram e me aconselharam em todos

0S momentos.



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Estudo dos efeitos dos neuropeptideos VIP e PACAP sobre a replicacdo do HIV-1 em
macrdfagos primarios humanos.

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Jairo Ramos Temerozo

O Peptideo Intestinal Vasoativo (VIP) e o Peptideo Ativador da Adenilato Ciclase
Pituitaria (PACAP) regulam diversas funcbes fisiologicas por meio de trés receptores
acoplados a proteina G (VPACL, VPAC2 e PAC1). Tanto os receptores, quanto os ligantes,
possuem ampla distribuicdo orgénica, e no contexto do sistema imune S0 expressos por
células T e macrdfagos. Trabalhos recentes descreveram que a ativacdo especifica de
receptores de VIP e PACAP resulta em efeitos opostos sobre a replicacdo do HIV-1. Neste
estudo avaliamos a acdo destes neuropeptideos sobre a replicacdo do HIV-1 em macroéfagos,
conhecidos reservatorios virais durante a infeccdo do HIV-1. Utilizamos macréfagos obtidos a
partir de células mononucleares de sangue periférico (PBMCs), infectados in vitro com HIV-1
e tratados com VIP ou PACAP e/ou agonistas ou antagonistas dos seus receptores.
Verificamos que ambos 0s neuropeptideos inibem a replicacdo viral, podendo atuar de forma
sinergistica ou aditiva, dependente da concentracdo empregada. A inibicdo por VIP depende
da ligacdo a VPAC1/2, e a inibi¢do induzida por PACAP ocorre preferencialmente por PACL,
podendo ocorrer também através dos receptores VPAC. A ativacdo isolada de VPAC2 e
PACL é capaz de inibir a replicacdo, e o estimulo de VPAC1 amplia a producdo viral. A
associacdo dos agonistas de VPAC1 e VPAC2 mimetiza a acdo de VIP, e a acdo de PACAP
pode ser reproduzida pelo agonista de PAC1, da mesma forma que a associacdo de ambos os
trés agonistas reproduz o efeito inibitorio sobre o HIV-1 quando os dois neuropeptideos estdo
presentes. Ambos neuropeptideos induzem B-quimiocinas e a citocina IL-10, como parte da
resposta destes neuropeptideos sobre o HIV-1. Em suma, nossos resultados elucidam parte do
mecanismo de inibicdo VIP e PACAP sobre a replicacdo do HIV-1 em macrofagos,
contribuindo para a compreensdo do papel destes neuropeptideos e seus receptores na

infeccéo pelo HIV-1.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION

Jairo Ramos Temerozo

The Vasoactive Intestinal Peptide (VIP) and the Pituitary Adenylate Cyclase
Activating Peptide (PACAP) regulate various physiological functions through three G
protein-coupled receptors (VPAC1 and VPAC2, PACL1). Both receptors and ligands have
wide organic distribution, and, in the immune system are expressed by T cells and
macrophages. Recent works described that activation of VIP and PACAP receptors resulted in
opposite effects on the replication of HIV-1. Here, we evaluated the action of these
neuropeptides on HIV-1 replication in macrophages, cells that act as viral reservoirs during
infection. Macrophages were obtained from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of
healthy donors, infected with HIV-1 in vitro and treated with VIP and/or PACAP or with
agonists or antagonists of their receptors. We found that both neuropeptides inhibit viral
replication, and that both molecules can act in a concentration-dependent synergistic or
additive fashion. Inhibition by VIP is dependent of engagement of VPAC1/2, and PACAP-
induced inhibition occurs preferentially via PACL1. Isolated activation of VPAC2 or PAC1
inhibits HIV-1 replication, whereas the sole stimulation of VPAC1 induces viral production.
Association of VPAC1 and VPAC2 agonists mimics the inhibitory action of VIP, and
inhibition mediated by PACAP can be reproduced by PAC1 agonist, likewise, association of
the three agonists reproduces the neuropeptide inhibitory effect on HIV-1 replication. Both
neuropeptides induce B-chemokines and IL-10 production, and these mediators are implicated
on the inhibitory effect of these neuropeptides on HIV-1 replication. In summary, our results
demonstrate that VIP and PACAP increase macrophages resistance to HIV-1 replication,
through induction of [-chemokine and IL-10 production thus contributing to the

understanding of the role of these neuropeptides and their receptors on HIV-1 infection.
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1 INTRODUCAO

1.1 OHIV

1.1.1 O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS).

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é o agente etioldgico da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), a qual € caracterizada por uma profunda
imunossupressdo associada a infecgfes oportunistas, tumores malignos e degeneracdo do
sistema nervoso central (1). A AIDS consiste em uma pandemia, que é hoje considerada uma
preocupacdo global que tem exigido esfor¢os conjuntos da comunidade cientifica, dos
governos e da sociedade em geral, para a sua efetiva prevencao e controle. De acordo com
dados do Programa das Nacdes Unidas para HIV e AIDS (Figura 1), estima-se que 34 milhdes
(31,6 — 35,2 milhdes) de individuos estejam infectados pelo HIV em todo o globo terrestre
(2). No Brasil, o Ministério da Saude informou que os novos numeros de AIDS, atualizados
até junho de 2011, contabilizam 608.230 casos registrados desde 1980. Em relacdo a
disseminacdo, a taxa de incidéncia oscila em torno de 17,9 casos de AIDS por 100 mil

habitantes, e em 2009, foram notificados 34.218 casos da doenca.
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Figura 1 - Pessoas infectadas pelo HIV no mundo e prevaléncia em adultos. Modificada

de “Global epidemic (Powerpoint slides)” (http://www.who.int/hiv/data/en/) em outubro de
2013.

Dois tipos de HIV sdo hoje identificados, o tipo 1 e o tipo 2 (HIV-1 e HIV-2), que séo
classificados em grupos e subtipos, com distribui¢do geogréafica distinta, de acordo com suas
origens (3). O HIV-1 foi isolado por primeira vez em 1983 (4) e sua distribui¢do é irrestrita

pelo mundo. O HIV-2 foi isolado por primeira vez em 1986 (5) na Africa Ocidental.

Ap6s o isolamento, clonagem molecular, e a classificacdo inicial do HIV-1, foram
descobertos vérios Lentivirus geneticamente diferentes que infectavam primatas, e foram
determinadas suas relac6es filogenéticas com o HIV-1. A inoculacdo de espécies de macacos
asiaticos (por exemplo, os macacos rhesus) com estes agentes recém descobertos induziu uma
doenca semelhante a AIDS (6), deste modo esses virus foram nomeados virus da
imunodeficiéncia simia (SIV) para distingui-los dos virus humanos, o HIV-1 e HIV-2.
Filogeneticamente o HIV-2 é mais estreitamente relacionado com 0 SIV¢nm (virus selvagem
isolado de macacos sooty mangabey) do que o HIV-1 (7). Do mesmo modo o HIV-1 é mais
estreitamente relacionado com o SIV¢, (virus selvagem isolado de chimpanze) (8, 9). Devido
ao contato proximo entre humanos e macacos, que eram cacados para alimentacdo ou
mantidos como animais de estimacdo na Africa Ocidental, pensa-se atualmente que o HIV

representa uma transmissao zoonotica de SIV aos seres humanos (10).



As primeiras analises filogenéticas de isolados do HIV-1 foram realizadas em
amostras provenientes da Europa, América do Norte e Africa. A partir destas foram definidos
grupos genéticos ou “clades” do HIV-1, os quais podem ser classificados em: M (major); O
(outlier), N (ndo-M, ndo-0) e P (putative). O grupo M do HIV-1, que inclui mais dos 95%
dos virus isolados, consiste em pelo menos nove subtipos ou subgrupos distintos (A, B, C, D,
F, G, H, J e K) e 51 formas recombinantes circulantes (CRF), as quais possuem segmentos
gendmicos derivados de mais de um subtipo de HIV-1 (Figura 2) (11).

O subtipo C do HIV-1 é o subtipo viral mais prevalente em paises com altas taxas de
infeccdo, como a India, China e Africa sub-saariana, sendo responsavel por mais de 50% dos
casos de infeccdo no mundo. Os subtipos A, B, D e G sdo responsaveis por 12%, 11%, 2% e
5%, respectivamente, das infec¢cbes mundiais, enquanto que os subtipos F,H, J e K juntos

causam menos de 1% das infecGes (Figura 2) (11).
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Figura 2 — Mapa global de distribuicdo dos subtipos e formas recombinantes do HIV-1.
Extraida do portal 1AVI Report - International AIDS Vaccine Initiative

(http://www.iavireport.org)

Vaérios fatores contribuem para a heterogeneidade genética extraordinaria do HIV-1:
(a) a sintese do cDNA viral é propensa a erros durante a transcricdo reversa, (b) altas taxas de
recombinacdo, a qual acontece durante a transcricdo reversa e integracdo (c) os elevados
niveis de producdo de virus in vivo (10° particulas/dia, 150 a 300 ciclos de replicacdo/ano), e
(d) um grande numero de individuos infectados (12-14), o permite que 0S eventos
probabilisticos de mutacdo ocorram com maior facilidade. Estima-se que em uma pessoa
infectada pelo HIV-1 a diversidade genética viral aumenta 1% por ano a partir da cepa do

primeiro virus, durante a fase sintomatica da infeccdo, na auséncia de tratamento (15).
1.1.2 Aspectos gendmicos e estruturais do HIV-1

O HIV é um virus pertencente a familia Retroviridae do género Lentivirus. Os
Retrovirus se distinguem por apresentar uma ou mais fitas simples de acido ribonucleico
(RNA) de senso positivo como material genético e uma enzima DNA (&cido
desoxirribonucleico) polimerase dependente de RNA conhecida como Transcriptase reversa
(16, 17). Essa enzima é a responsavel por converter o RNA de fita simples em cDNA de fita

dupla para a integracdo do genoma viral ao da célula hospedeira. Os Lentivirus séo
11



principalmente caracterizados por apresentarem longos periodos de incubacdo, podendo
manter-se “silenciosos” por anos na célula infectada antes de iniciarem o processo de

replicacéo propriamente dito (17).

O virion do HIV € constituido por um envelope lipoprotéico, um nucleocapsideo
proteico que carreia 0 genoma viral e proteinas acessorias (Figura 3). O envelope lipoprotéico
é formado por uma bicamada fosfolipidica na qual ficam inseridas as proteinas do envelope
(gp120 e gp4l) responsaveis pela ligacdo do virus com a célula-alvo. O envelope viral é
derivado da propria membrana da célula na qual o virion foi gerado, levando inclusive
consigo proteinas celulares tais como antigenos leucocitarios humanos de classe 1 e 2.
Internamente se encontra uma matriz proteica constituida pela proteina viral p17. O ndcleo
capsideo, uma estrutura conica proteica formada pela proteina p24, contém duas cépias de

RNA fita simples e proteinas ndo estruturais; Protease, Transcriptase reversa e Integrase (17).

VIRION G

Protease

Nucleocapsid

IMMATURE h MATURE

Figura 3 - Estrutura do virion do HIV-1. Extraida do Portal ViralZone do SIB Swiss Institute of

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

O genoma do HIV-1 possui trés fases de leitura que codificam nove genes, i.e.
gag, pol, env, tat, rev, nef, vif, vpr, vpu. Os genes gag, pol e env codificam proteinas
estruturais do virion, sdo os maiores genes do genoma do HIV e sdo compartilhados com o0s
outros membros da familia Retroviridae. Gag (antigeno especifico do grupo) codifica uma
proteina precursora, p55, que apds o processamento pela protease viral da origem as proteinas
do capsideo: p17 (matriz), p24 (Capsideo), p7 (nucleo capsideo), p6. Pol €é a regido genébmica
gue codifica para as enzimas virais Protease, Transcriptase reversa e Integrase. Essas enzimas

sdo produzidas pela proteina precursora Gag-Pol que é processada pela protease viral. Env

12



codifica as glicoproteinas do envelope viral gp120 e gp41, a partir de um precursor gp160 que
é clivado por proteases celulares. As glicoproteinas sdo encontradas envelope viral derivado
da membrana celular, elas estdo ligadas ndo covalentemente e se arrumam de maneira a
formar trimeros que sdo as estruturas que se ligam ao CD4 celular e aos co-receptores para
promover a fusdo e entrada do virion na célula. Os outros seis genes codificam proteinas com
propriedades regulatorias que controlam a habilidade do HIV de infectar as células, estimulam
a replicacdo e combatem fatores enddgenos que inibem a producdo de novos virions. Outro
elemento importante dentro do genoma proviral integrado sdo os LTRs (repeti¢fes terminais
longas) que flanqueiam o genoma e possuem regides regulatorias, especialmente controlando

a iniciacdo da transcrigéo e a poliadenilacdo (Figura 4).

I-6  Genome maps

il |

t U t t ¢ t t ¢ ¢

HIV-1 HXB2

Figura 4 - Representacdo esquematica da organizacdo gendmica do HIV-1.
Extraida do portal HIV Databases
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/COMPENDIUM/2011/frontmatter.pdf)
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1.1.3 Ciclo replicativo e a infec¢do do HIV-1

O HIV-1 infecta linfécitos T CD4+, macrdfagos, células dendriticas e, no sistema
nervoso central, a microglia (18, 19), células que expressam a glicoproteina CD4 que serve
como receptor do HIV-1 e HIV-2. Essa via classica comega com a adsor¢do das
glicoproteinas de sua superficie com o receptor na membrana das células alvo e a receptores
de guimiocinas; CCR5 e CXCR4. Como primeiro passo, a gpl20 se liga ao receptor CD4,
essa ligagdo promove uma mudanca conformacional na gpl20 que permite que ela entdo se
ligue os co-receptores (CCR5 e CXCR4). Essa segunda ligacdo desencadeia uma mudanca
conformacional ainda mais profunda que exp6e a por¢do chamada heptad repeat 1 (HR1) da
gp41 que penetra na membrana. Posteriormente a por¢do heptad repeat 2 passa pelo dltimo
rearranjo estrutural formando uma estrutura semelhante a um grampo que aproxima o
envelope da membrana forcando a fusdo e permitindo a passagem do capsideo para o
citoplasma (20, 21).

Apds a entrada o material genético e as enzimas virais sdo liberados do capsideo, e se
da o processo de transcricao reversa. Esse consiste da ligagdo da enzima viral transcriptase
reversa a fita simples positiva de RNA (genoma viral) que vai transcrever reversamente uma
fita complementar de DNA (cDNA). A transcriptase reversa possui também atividade de
ribonuclease, degradando o RNA original durante a sintese do cDNA, e atividade DNA
polimerase dependente de DNA, que promove a criacdo da fita senso a partir do cDNA
antisenso. Ambas fitas se ligam formando um cDNA dupla fita viral que é transportado até o
nucleo da célula onde sera incorporado ao genoma celular por meio da atividade da enzima

viral integrase. O cDNA viral integrado passa a ser chamado entdo de provirus (22).

O provirus pode permanecer silencioso durante a fase latente da infeccdo. Para ser
ativado, o pro-virus necessita do auxilio de certos fatores de transcricdo da célula, o mais
importante € 0 NF-«B, que se ¢ regulado positivamente em células ativadas. Esse fator se liga
a regido promotora do LTR viral induzindo a transcricdo do provirus em RNA mensageiro
(mMRNA) que passa pelo processo de “splicing” que o edita em fragmentos menores. Esses
fragmentos séo transportados para o citoplasma e produzem as proteinas regulatérias Tat (que
amplifica regula positivamente a replicagdo) e Rev. As particulas de Rev entdo se acumulam
no nucleo onde se ligam ao mMRNA n&o editado promovendo sua saida do ndcleo, de onde eles
ndo sairiam até serem editados. Nesse ponto, as proteinas estruturais Gag e Env sdo traduzidas

no citoplasma a partir desses mMRNAs néo editados. Essas fitas s@o, na verdade, o RNA

14



genbmico integral que vai se associar a proteina Gag para ser empacotado nas novas

particulas virais (22-24).

A formacdo de novas particulas virais ocorre na membrana celular através de uma
organizacdo auténoma das poliproteinas estruturais precursoras Gag e Gag/Pol (Pr55 gag,
Pr155 Gag-Pol) junto com o RNA genémico. Apos a formagdo desta ribonucleoproteina
(RNP) os novos virions ainda imaturos sao liberados da célula. Essas particulas ainda passam
por uma maturacdo morfologica e funcional, consequéncia da clivagem protéica das proteinas
precursoras. Essa clivagem ocorre durante a montagem do virion ou logo ap6s a liberagdo da

particula imatura (Figura 5).
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Figura 5 — Ciclo replicativo do HIV-1. Extraido de Alan Engelman & Peter Cherepanov,
2012 — Nature Reviews Microbiology.

1.1.4 Imunopatogénese da infeccédo pelo HIV-1

A infeccdo aguda ou priméria é definida como o periodo inicial da infeccdo,
determinada entre a deteccdo do RNA viral no plasma de pacientes infectados pelo HIV, até a
formagéo de anticorpos especificos para o HIV, 3 a 4 semanas apods a infecgdo. Quando a
infeccdo pelo HIV ocorre por transmisséo sexual, existe uma fase inicial, antes da detecgéo de
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RNA viral no plasma do paciente, que se caracteriza pela replicacdo do HIV no tecido

linféide associado a mucosa vaginal ou retal (25).

Durante a infec¢cdo primaria, a viremia aumenta atingindo seu ponto maximo apos 21-
28 dias de infecgdo, juntamente com diminuicio do nimero de células T CD4" (Figura 6).
Embora a quantidade de células T circulantes retorne a um valor proximo ao normal, o
numero de células T CD4" no tecido linféide associado ao intestino (GALT) permanece
reduzido (26). Essa perda é em grande parte irreversivel e tem importantes consequéncias
imunoldgicas, como falha do sistema imune e progressao para a AIDS durante o transcurso da
infeccdo (27). No momento do pico da viremia, os pacientes desenvolvem sintomas gerais,
incluindo sindrome semelhante a gripe, com febre, dor de garganta, linfoadenopatias, e

exantema (28).
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Figura 6 - Curso clinico tipico da infecgdo pelo HIV-1. Extraido de Pantaleo G, 1993 —

New England Journal of Medicine.

Durante a fase cronica da infeccdo pelo HIV-1, respostas imunes celulares e humorais
sdo desencadeadas, mas podem ndo ser suficientes para conter a propagacdo viral e o
estabelecimento, mais tarde, do quadro de imunossupressdo. Esta fase crénica da infeccdo
também se associa com uma severa deplecdo de células T CD4" no tecido linféide associado a

mucosas (MALT), principalmente as células T CD4"CCR5" que residem na lamina propria.
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A homeostase das células T CD4" de memdria efetoras residentes nas mucosas depende da
proliferacdo e migracdo de novas células, deste modo uma diminuigdo a nivel sistémico das
células T CD4" de memoria central resulta no déficit de células T de memdria efetoras; este

processo esta associado a progressao para a AIDS (29).

A ativacdo cronica do sistema imune em pacientes infectados pelo HIV-1 é uma
caracteristica da progressao para AIDS. Neste contexto ¢ observado um “turnover”
aumentado de células T, um maior numero de células T ativadas, e niveis elevados de
quimiocinas e citocinas proinflamatoérias no soro (30). O grau de ativacdo do sistema imune é

considerado por varios pesquisadores como melhor preditor da progressdo da doenca (31, 32).

A ativacdo imune na infeccdo pelo HIV-1 pode resultar em efeitos benéficos ou
nocivos para o paciente. Podemos mencionar algumas consequéncias benéficas, como a
restituicdo parcial (principalmente nas mucosas) do pool de células T CD4" de memoria
depletado e restabelecimento transitorio da competéncia imune (33, 34). Porém, a longo
prazo, a ativacdo imune é deletéria. Alguns dos efeitos nocivos incluem a perpetuacdo da
replicacéo do HIV, e consequente destruicdo da arquitetura dos linfonodos e fibrose (35, 36),
retencdo de células T efetoras nos linfonodos, perda da fungdo timica, drenagem de células

virgens para a circulacédo (31, 37, 38).

A ativacdo imune causa deplecdo de células T CD4" durante a infecgdo pelo HIV, e
contribui com a morbidade relacionada a infeccdo, determinando a progressdo para AIDS (39,
40). A ativacdo imune pode estar diretamente relacionada a replicacdo viral ou ndo, no
entanto se presume que um dos principais responsaveis pela ativacdo imune é o proprio virus
(41-44). A Terapia Anti-Retroviral Altamente Ativa (HAART) diminui a carga viral e a
ativacdo do sistema imune (26, 45). Também contribui para a persistente ativacdo do sistema
imune a passagem de produtos microbianos do limen do intestino para a circulagdo, processo
conhecido como translocacdo microbiana, que ocorre durante o curso clinico da infec¢do (31,
46).

O aumento dos niveis séricos de citocinas proinflamatdrias, liberadas pelo sistema
imune quando ativado pelas proteinas virais, ou pelo préprio virion, € tanto uma causa quanto
uma consequéncia do processo da ativagdo imune cronica (47). Além disso, a infeccdo das
células T CD4" reguladoras leva a sua propria deplecio e pode agravar o estado de ativacio
imune (48, 49). A excecdo destes efeitos relacionados diretamente com o virus, também

existem causas indiretas como, por exemplo, a acentuada destruicdo do tecido linféide

17



associado a mucosa intestinal (GALT), a qual induz uma translocacdo aumentada da flora

intestinal para a circulagdo e uma subsequente ativagdo imune (31, 46, 50).

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

resposta celular citotdxica do individuo (29).

Um fator adicional para a amplificacdo da replicacdo do HIV-1 e manutencao de carga
viral elevada é a alta taxa de expressdo membranar do receptor de morte programada (PD-1).
Tais receptores, quando ativados pela ligagdo com o seu ligante PD-L1, induzem diminuigéo
da funcdo celular, relacionada ao declinio da atividade citotoxica, baixa capacidade de
proliferar e de produzir citocinas (51). Assim, viu-se, em pacientes infectados pelo HIV-1,
que a expressdo do receptor PD-1 esta elevada em células T CD4+ e CD8+ especificas para
este virus, e que este aumento esta associado com o deficiente funcionamento destas células,
alta carga viral, baixo nimero de células T CD4+, e mais répido progresso para AIDS (52).
Este mesmo grupo verificou que a expressdo do marcador CTLA-4, uma molécula com
propriedades inibitdrias sobre a resposta imune, esta elevada em células T CD4+ especificas
para 0 HIV-1, e que este aumento também se correlaciona com o funcionamento celular

deficiente e acelerado progresso da doenca (53).
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1.1.5 Resposta imune a infeccédo pelo HIV-1

A resposta imune contra o HIV-1 envolve diferentes mecanismos efetores, entre estes
a producdo de anticorpos neutralizantes e a resposta mediada por linfécitos T CD8"
citotoxicos (CTL) (41, 54). A resposta imune humoral tem um papel fundamental em muitas
infecgBes virais, porém ndo e sempre capaz de eliminar definitivamente o virus. Foi observado
que o0s anticorpos presentes no soro de pacientes infectados pelo HIV-1 tém uma capacidade
de neutralizacao (in vitro) insuficiente para isolados primarios de HIV-1 (55-58). Os primeiros
anticorpos neutralizantes encontrados em individuos infectados pelo HIV-1 sdo especificos
para a regidao hipervariavel V3 da glicoproteina gp120 do envelope viral (“V3 loop”) (59).
Diversos estudos sugerem que em pacientes nos quais a infeccdo esta bem estabelecida os
anticorpos neutralizantes tém uma contribuicdo minima no controle da replicacdo do HIV-1,
pois sdo dirigidos principalmente para epitopos que ndo sdo expostos na particula viral (55,

56, 60).

Em relacdo a resposta imune celular, reconhece-se a participacdo fundamental dos
linfocitos T citotdxicos CD8" (LTCs) no controle da replicacdo do HIV-1 (61). Tanto nos
pacientes infectados pelo HIV-1 quanto em macacos infectados pelo SIV demonstrou-se a
existéncia de LTCs em numero variado e em diversos compartimentos anatdmicos, como por
exemplo, no sangue, espaco bronquio-alveolar, linfonodos, baco, pele, fluido cerebrospinal,

sémen e tecidos de mucosa vaginal e gastrointestinal (54).

Os linfocitos T CD8" citotoxicos (LTCs) inibem a replicacdo do HIV-1 in vitro, e
muitos mecanismos, tanto citotoxicos como ndo citotoxicos, tém sido associados com este
efeito antiviral (61-63). Os LTCs lisam as células infectadas pelo HIV-1 in vitro bloqueando
assim a propagacdo da infeccdo (64). Do mesmo modo estas células efetoras também
produzem fatores soliveis como, por exemplo, as B-quimiocinas CCL3 (MIP-1a), CCL4
(MIP-1B) e CCL5 (RANTES) que medeiam esse efeito (65-67). Durante os primeiros dias
apos a infeccdo pelo HIV-1 ha um controle da replicacdo viral que se correlaciona com o
aparecimento de uma resposta de LTCs especificos contra o HIV-1 (41). Este fendmeno foi
demonstrado pela associacdo entre o aparecimento de populacgdes celulares efetoras capazes
de lisar celulas-alvo que expressam proteinas virais, e a diminuicdo do RNA viral plasmético

numa infecgédo priméria pelo HIV-1 (64, 68).

Apesar das respostas imunes celulares e humorais serem induzidas apos a infeccao

pelo HIV-1, a replicagdo viral ndo é contida como um todo, e como consequéncia, €
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observada uma progressiva supressao do sistema imune. Uma das causas do chamado “escape
imune” sdo as mutagdes nos epitopos virais, que sdo alvos das repostas celulares e humorais
(69). Dentre os mecanismos de escape para evadir a resposta humoral pode ser mencionada a
mudanca nos carboidratos do envelope viral que protegem os sitios de ligacdo dos anticorpos,
que ocorrem com o curso da infeccdo (70). Um dos mecanismos de escape para evadir a
resposta dos LTCs sdo mutagdes de epitopos em sitios essenciais para o reconhecimento do
MHC de classe | ou do receptor da célula T (TCR), ou mutacBes nas regides que as
flanqueiam, afetando o processamento antigénico (69, 71). Além disso a propria replicacdo
viral favorece o escape imune, por ocasionar a destruicdo e exaustio dos linfocitos T CD4*

que poderiam responder a infecgéo.
1.1.6 Imunomodulacdo da replicacdo do HIV-1

Os principais alvos da infeccdo do HIV-1 sdo as células que expressam moléculas de
CD4 em suas membranas. Essas células também expressam os co-receptores para a entrada do
HIV-1, receptores de quimiocinas. Em 1995, Cocchi e colaboradores identificaram as
quimiocinas CCL3, CCL4 e CCL5 como fatores supressores do HIV-1, esse fato foi sucedido
de uma série de publicagdes que demonstravam que essas quimiocinas eram antagonistas do
HIV-1 R5 tropico que competiam pelo seu co-receptor CCR5 (19). Em 1996, Bleul e
colaboradores demonstraram que CXCL12, ligante de CXCR4, bloqueava a entrada de uma
variante T-trépica de HIV-1 (72). Desde entdo o papel inibitorio dessas quimiocinas sobre a
entrada do HIV-1 em suas células alvo foi bem estabelecido, contudo, outros estudos vieram a
demonstrar que as quimiocinas ligantes também podem atuar em macréfagos e mondcitos
infectados induzindo um aumento da replicacdo viral. Este fendbmeno estd relacionado a
ativacdo da proteina G associada ao CCR5 que induz mecanismos intracelulares que estéo
relacionados com a ativagéo celular e acabam por aumentar a replicagdo viral (73).

Assim como as quimiocinas, as citocinas também possuem uma ampla influéncia
sobre a modulagéo da replicacdo do HIV-1. Seus efeitos podem ser inibitorios, estimulatérios
ou ambos (73). Dentre as citocinas capazes de favorecer a replicacdo do HIV-1 encontram-se:
M-CSF, que estimula um aumento da expressao de CD4 e CCR5 em macréfagos favorecendo
sua infecgdo pelo HIV-1 (74); TNF-0, que estimula a transcricido de mRNA viral, efeito
parcialmente mediado por IFN-y (75); IL-1, induz aumento da replicacdo viram mesmo em
células cronicamente infectadas (76); 1L-6, potencializa o efeito do TNF-a sobre a replicagio
do HIV por estimular a indugdo de NF-xB (77). As citocinas classicamente descritas por

inibirem a replicacdo do HIV-1 sdo: interferons do tipo 1, IFN-a e IFN-B, que possuem uma
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grande atividade inibitoria da replicacdo viral, IFN-a é capaz de inibir a transcri¢do reversa
assim como a transcrigéo de provirus integrados (78, 79), e IFN-p, se inibido com anticorpos
neutralizantes em células infectadas permite um aumento da producéo de p24 (80); IL-10,
inibe a replicacdo viral mesmo em estagios precoces da infecgdo, inibe a expressdo de mMRNA
viral, e tem seu efeito relacionado a sua capacidade de modular negativamente IL-6 e TNF-a
(81-83); 1L-13, possui efeito anti-HIV relacionado a diminuicdo da expressdo de CD4, CCR5
e CXCR4 (84); IL-16, é um ligante natural de CD4 que compete pela ligagdo do receptor viral
impedindo a entrada do HIV (85).

Varios fatores celulares de restrigdo ao HIV-1, induzidos por Interferon, ja& foram
descritos atuando em diferentes etapas do processo de replicacdo viral, como o
APOBEC3G/3F (“Apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide-like”),
BST2/CD317 (“tetherin/bone marrow stromal cell antigen 2”), TRIM5-a (“tripartite-motif-
containing 5a”), e outros mais recentes (86-88). A proteina BST-2 restringe o brotamento das
particulas maduras do HIV-1 mediante a retencdo das mesmas na superficie da célula
infectada, efeito este que é contra-balanceado pela proteina viral Vpu (86). TRIMS5a ¢ uma
proteina que, mediante a formacdo de multimeros, tem a capacidade tanto de bloquear o
acumulo de cDNA na célula infectada, como de impedir o transporte de cDNA ao nucleo da
mesma (87, 89). Véarios membros da familia de enzimas citidinas-deaminases, APOBEC3G,
APOBEC3F, APOBEC3A, tém sido descritos como potentes inibidores da replicacdo do
HIV-1. As proteinas APOBEC3G/3F sdo incorporadas a particula viral em brotamento, e
provocam um grande nimero de mutagdes hiper-soméaticas no DNA pré-viral durante o
processo de transcri¢do reversa, através da desaminacao da desoxi-citosina, com consequente
formacdo da desoxi-uracila. Este acimulo de mutagdes G>A gera virions ndo-infectivos,
impedindo com isso novos ciclos de infec¢do. A proteina viral Vif possibilita ao HIV-1 o
escape deste mecanismo celular, marcando a APOBEC3A, 3F e 3G para a degradagdo nos
proteassomas via ubiquitinizacgéo (87, 90).
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1.2 O Peptideo Intestinal Vasoativo (VIP) e o Peptideo Ativador da Adenilato Ciclase
Pituitaria (PACAP)

1.2.1 Caracterizagao, receptores e vias de sinalizacao.

O neuropeptideo VIP (do inglés “Vasoactive Intestinal Peptide”; Peptideo Intestinal
Vasoativo) (Figura 7) foi isolado de células do intestino delgado de suinos por Said e Mutt em
1970 (91), e caracterizado por estes estudiosos como uma molécula de 28 aminoacidos da
familia secretina/glucagon dotada de potentes e distintos efeitos biologicos, capaz de provocar
vasodilatacdo sistémica, aumento do débito cardiaco, hipotensdo, estimulagdo respiratoria e
hiperglicemia. Desde este estudo pioneiro, inUmeras outras propriedades desta molécula
foram relatadas, e hoje se sabe que este peptideo esta amplamente distribuido pelo organismo,
e (que atua como neurotransmissor no sistema nervoso central e periférico, como um agente

anti-inflamatorio end6geno, e como modulador de ag¢6es do sistema imunoldgico (92).

O neuropeptideo PACAP (do inglés “Pituitary Adenylate Cyclase-activating
Polypeptide”; Polipeptideo Ativador da Adenilato-ciclase Pituitaria) (Figura 7) foi isolado e
identificado inicialmente no hipotdlamo de ovinos por Miyata e colegas, em 1989, e recebeu
este nome em funcdo da sua capacidade de ativar a enzima Adenilato Ciclase e induzir a
formacédo de AMP ciclico em células da pituitaria anterior de ratos (93). Estes autores também
observaram que o PACAP aumenta a liberacdo dos Horménios do Crescimento e
Luteinizante, Prolactina e Corticotrofina por estas mesmas células em doses muito baixas
(93). No estudo original, os autores descreveram que PACAP apresenta 68% de homologia na
sequéncia de aminoacidos com o peptideo VIP, e que a sua capacidade de ativar a enzima
Adenilato Ciclase é 1000 vezes maior que a de VIP (93). Um trabalho posterior identificou
duas isoformas de PACAP, uma de 38 aminoécidos (PACAP-38), e outra com 27
aminoécidos (PACAP-27) (Figura 7) (94). A isoforma PACAP-38 é a mais frequente nos
tecidos, (95, 96), e ambas apresentam as mesmas atividades biol6gicas. Atualmente se sabe
que o polipeptideo PACAP estd amplamente expresso no sistema nervoso central e em tecidos
periféricos, e é capaz de exercer um elevado numero de efeitos bioldgicos, como, entre outras,

atividade de neurotransmissdo e de modulagéo do sistema imunologico (97).

Em relacdo a evolucdo dessas moléculas, ambos sdo bem conservados entre diversos
filos, fato que sugere uma forte pressdo seletiva na manutencdo das sequéncias destas

moléculas, ressaltando a importancia bioldgica destes peptideos nos organismos (98).
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VIP gene data: i+ PACAP gene data:

Chromosomal Entrez : Chromosomal Entrez
Species location GenelD  References \ Species location GenelD References
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Figura 7 - Gene e peptideo precursor de VIP e PACAP. Extraida de Dickson L &
Finlayson K, 2009 - Pharmacology & Therapeutics.

Os receptores de VIP e PACAP foram designados como VPACL, VPAC2 e PAC1
pela Unido Internacional de Farmacologia (IUP) de acordo com a afinidade relativa pelos
respectivos ligantes (99). Com a clonagem de outros receptores de peptideos da familia
Secretina/Glucagon, uma nova subfamilia de GPCRs foi descoberta, e a partir dai,
denominada de classe B de GPCR, ou classe Il de GPCR, ou também familia de receptores
“secretin-like” (100). Os receptores membros da subfamilia B de GPCRs apresentam entre 25
e 50% de homologia no nivel de aminoacidos e pouca homologia de sequéncia priméaria com
membros de outras classes de GPCRs, porém, como membros do grupo de receptores
acoplados a proteina G, compartilham a conformacéo tipica de sete dominios transmembrana

(denominadas TM | até TM VII), interconectadas por al¢as intra e extracelulares (100).

Dois desses receptores, VPACL e VPAC2, reconhecem PACAP e VIP com igual
afinidade; o terceiro, PACL1, reconhece PACAP com maior afinidade (101-103). O mRNA de
PACL é alvo de “splicing” alternativo, e por isso diferentes variantes existem no organismo e
recrutam diferentes segundos mensageiros. Sdo descritas cinco variantes resultantes do
processo de splicing na regido codificante para a terceira alcga intracelular do receptor PAC1
em ratos (104). Algumas dessas variantes foram caracterizadas pela auséncia (short variant,
S), ou pela presenca de um ou dois cassetes de 28 aminoacidos (hip ou hopl variant), ou 27
aminoacidos (hop2 variant) (104). A presenca do cassete hip diminui a ativagdo da Adenilato
Ciclase e impede a ativacdo da Fosfolipase C (PLC) (104). A quarta variante apresenta uma
delecdo de 21 aminoécidos no dominio N-terminal (extracelular), que resulta em diferente
seletividade para as isoformas PACAP27 e PACAP38 (105). A quinta variante foi
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caracterizada por apresentar diferencas no quarto dominio transmembrana (TM4) e foi

clonada a partir do cerebelo de ratos (106).

Cada um desses GPCRs é acoplado a sistemas de segundos mensageiros, sendo o
principal via proteina G heterotrimérica (Gas) e Adenilato Ciclase para producdo de AMP
ciclico e ativacdo da via de PKA (Figura 8) (100). Estes receptores podem também ativar
outros sistemas de mensageiros intracelulares em paralelo ou ao inveés do descrito acima
(Figura 8). Entre as vias ja descritas estdo: via de 6xido nitrico (107), Ativacdo de PLC via
Gag ou Gai, levando ao aumento da concentragdo intracellular de Ca2+ e ativacdo da via de
PKC, por conseguinte (104), via de PI3K (108), via de src (109), via de MAPKs (110, 111),
via de Jak/STAT e NF-kB (112, 113). Ampla capacidade dos receptores em ativar diversas
vias celulares, dependentes ou ndo de proteinas G, é condizente com os diversos efeitos

bioldgicos ja descritos para VIP e PACAP.
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Figura 8 — Sinalizagdo cléssica ativada por VIP e PACAP. Extraida de Dickson L &
Finlayson K, 2009 - Pharmacology & Therapeutics.

De fato alguns trabalhos demonstram que os receptores de VIP e PACAP sdo capazes
de interagir com outras proteinas acessorias (proteinas outras que nao G) e transduzir um sinal
intracelular (114). Das proteinas desse grupo ja foi descrito que VPACL, porém nao VPAC?2,
é capaz de interagir com RAMPs (115, 116). E particularmente, por interagir com RAMP2,
VPAC1 induz a producédo de inositol trifosfato e eleva a concentragéo intracelular de CA2+,
sem afetar o seu acoplamento com a Adenilato Ciclase (115). Outra proteina acessoéria ja
descrita é a S-SCAM, que foi identificada ligando o C-terminal de VPAC1 através de seu
dominio PDZ, o que implica no recrutamento potencial de VPAC1 para 0s terminais
sinapticos (117), e, além disso, foi demonstrado que nessa condigdo ocorre inibigdo da
producédo de AMP ciclico via VPACI, e inibi¢ao da internalizacdo do receptor apds estimulo

com VIP (117). Além dessas proteinas acessérias, VPAC1 é capaz também de interagir
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diretamente com a Calmodulina, porém a consequéncia dessa interacdo ainda € desconhecida
(118). E além da capacidade interagir com “proteinas acessorias nao-G” VPACI ¢ capaz de
dimerizar com VPAC2 e com o0s receptores de Secretina, sendo que a significancia dessa

interacdo ainda ndo é conhecida (119).

1.2.2  Funcdes biologicas

VIP e PACAP, assim como 0s seus receptores sao produzidos e estdo expressos no
tecido nervoso central e em tecidos periféricos, os quais podem apresentar, simultaneamente,
tanto os peptideos quanto os seus receptores. As principais fontes de VIP e PACAP séo 0s
nervos periféricos e células do sitema imune, como células de Langerhans,
monaocitos/macréfagos, e linfocitos T CD4+ do tipo Th2 (97, 120). Consideravel progresso no
entendimento das atividades funcionais de VIP e PACAP foram obtidos nos ultimos anos com
a realizagdo de estudos em animais nocauteados para 0s seus receptores (121). Assim, a partir
destes estudos depreende-se que estes peptideos regulam atividades metabolicas e endocrinas,
exercem efeitos sobre o tecido gastrointestinal, sdo agentes imunomoduladores e anti-
inflamatorios, participam do desenvolvimento neural e apresentam efeitos neuroprotetores. De
forma resumida, pode-se dizer que VIP e PACAP estimulam a secrecdo de Insulina e de
Glucagon pelas células B do pancreas; regulam o metabolismo de lipideos, apetite e 0 peso
corporal, e estimulam a motilidade gastrointestinal (peristaltismo intestinal) (97, 121). Efeitos
neuroprotetores de VIP e PACAP foram também definidos a partir de investigacoes realizadas
em diversos modelos experimentais, que mostraram gque ambos os peptideos protegem células
do tecido nervoso de lesbes provocadas por agentes neurotdxicos, incluindo etanol, peréxido
de hidrogénio e a glicoproteina 120 (gp120) do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), e
reduziram o dano tecidual resultante de isquemia cerebral (122-126). VIP e PACAP podem
também reduzir os danos teciduais decorrentes de doencas neurodegenerativas, como Doencas
de Parkinson e de Alzheimer (127, 128).

1.2.3 VIP e PACAP no sistema imune

VIP e PACAP participam de uma variedade de funcGes do sistema imune e uma das
suas principais fun¢es imunomodulatdrias € atuar como uma citocina anti-inflamatoria. VIP
e PACAP sdo produzidos por celulas T do tipo Th2, células T CD8+ e macrofagos,
principalmente (mas ndo somente) em condicdes inflamatdrias (97, 129). O efeito anti-
inflamatdrio de VIP e PACAP esta bem estabelecido, do ponto de vista experimental, em

diversas condigdes patoldgicas, como em doencas autoimunes (artrite reumatoide, diabete tipo
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1, uveite e encefalite autoimunes, sindrome de Sjogren, doenca inflamatdria do intestino), e
infecciosas (choque séptico), assim como na prevencdo da sindrome do enxerto versus
hospedeiro (130-134). Nestas condicbes, o efeito anti-inflamatério destes peptideos €
marcante, e ocorre de acordo com a sua capacidade de modular a sintese e producdo de
diversos mediadores pré ou anti-inflamatérios, como descrito acima. Os efeitos anti-
inflamatorios de VIP também podem ser exercidos através da sua capacidade de diminuir a
expressao celular dos receptores do tipo Toll (TLRs). VIP promove a reducgéo da expressdo de
TLR-2 e TLR-4 em células T CD4+ de animais portadores de colite experimental, e também
em células sinoviais obtidas de pacientes com artrite reumatoide, efeitos que possuem
potencial terapéutico. VIP também reduz a expressdo destes receptores em macréfagos
humanos ativados pelos préprios agonistas de TLRs, evidéncia adicional do seu papel

imunoregulador e anti-inflamatério (135-139).

VIP e PACAP, junto com seus receptores, possuem papel importante em muitos
outros campos da resposta imune dependente de células T, como controle de infeccdes,
doencas auto-imunes e rejeicdo de transplantes. Em linfocitos T CD4 em repouso, VPACL é
expresso constitutivamente, e apos ativacdo (por anticorpos anti-CD3 e anti-CD28) tem sua
expressdo diminuida enquanto a expressdo de VPAC?2 é induzida (140). De forma curiosa,
mesmo com a diferenciagdo dos linfocitos T para os fenodtipos “Th” sendo dependente
principalmente da interacdo com células apresentadoras de antigeno, alguns estudos mostram
que VIP e PACAP sdo capazes, em alguns casos, de induzir respostas Th2 diretamente, via
recrutamento de fatores de transcrigdo e inducdo de citocinas especificos desse fenttipo (141-
143). Os receptores VPAC1 e VPAC2 aparentam estar envolvidos nessas acfes, como por
exemplo, em linfocitos T CD4 ativados VPAC?2 é expresso durante a diferenciacdo para Th2,
indicando sua possivel participacdo no processo (140). Paralelo a isso, a ativacdo de VPAC1
por VIP e PACAP diminui a producdo, in vitro e in vivo, de CXCL10 e aumentam a producéo
de CCL22, quimiocinas especificas, respectivamente, do perfil Thl e Th2 (144). Tais acdes
poderiam levar o recrutamento preferencial de células T com perfil Th2 para os sitios de

inflamacéo.

As células apresentadoras de antigenos regulam a diferenciacdo e proliferacdo de
linfocitos T, através de moléculas co-estimulatorias e citocinas especificas. Através dessa
interacdo, os linfdcitos T diferenciam-se, apds encontro com antigenos, em quatro principais
subtipos, denominados Thl, Th2, Th1l7 e Treg (145). Dentro desse contexto, estudos in vitro
demonstraram que VIP e PACAP sdo capazes de alterar, via VPACL, a expressao de das

moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86 em APCs (Figura 9) (146). VIP e PACAP também
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aparentam regular a capacidade das células dendriticas em ativar linfécitos T (Figura9) (143).
Em células dendriticas derivadas da medula &ssea, estes neuropeptideos promovem o
aumento, via VPAC1, de CD86, e por conseguinte permitindo proliferacéo e diferenciacdo de
linfécitos com o perfil Th2, in vitro e in vivo (Figura 9) (143). Em contraste, VIP/PACAP
diminuem a expressao de CD80 e CD86 em macrofagos estimulados com LPS e dessa forma,
reduzindo a capacidade de estimular a proliferacdo de linfocitos T e também de liberar
citocinas do perfil Thl e Th2 (Figura 9) (147). Em paralelo a essas fungdes, células
dendriticas tanto murinas, quanto humanas diferenciadas in vitro na presenca de VIP exibem
um perfil “tolerogénico”, caracterizado pelo fenétipo CD11¢"" CD45RB"" com auséncia de
expressdo de CD80, CD86 e CD40 e capacidade de liberar grandes quantidades de 1L-10
apos estimulo (Figura 9) (130). Estas células dendriticas diferenciadas na presenca VIP se
mostram capazes de promover a diferenciacdo de linfocitos em Tregs tanto in vitro, quanto in
vivo (148, 149).
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expostos a estimulos inflamatdrios passam a expressar também VPAC2 (Figura 9 e 10) (147,
150). As principais a¢bes de VIP e PACAP sobre macrofagos sdo bem documentadas por
diversos autores; em macrofagos ndo estimulados, VIP e PACAP induzem a producéo de IL-6
através da ativacdo de PKA e PKC (Figura 9 e 10) (151, 152). Em contraste, em macrofagos
estimulados (com LPS), VIP e PACAP inibem a producéo das citocinas inflamatorias TNF-
alfa, IL-6 e IL-12 (Figura 9 e 10) (152-154). O efeito inibidor sobre a producéo de TNF-alfa e
outros fatores inflamatdrios produzidos por macrofagos aparenta ser mediado primariamente
por VPAC1, sendo que VPAC?2 (induzido apos estimulo) também poderia participar (155).
VIP e PACAP também se mostram capazes de induzir a sintese e liberacdo de moléculas anti-
inflamatorias, tais como a IL-10 e o antagonista enddgeno do receptor de IL-1 (IL-1Ra),
promovendo assim a supressdo de respostas inflamatdrias (Figura 9 e 10) (156). Além disso, a
producdo de diversas quimiocinas pode ser alterada por VIP e PACAP. Em macréfagos e na
micrdglia estimulados com LPS, VIP e PACAP inibem a producéo de MIP-2, IL-8, MIP-1aq,
MIP-1B, MCP-1 e RANTES (157-159).
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VIP@TNFQ Al Y CK

LPS 7%'
B7

VIP | pPACI

Septic Shock
- Inflammatory
Diseases
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Figura 10 - Efeitos de VIP e PACAP sobre macrdfagos ativados. Extraida de Ganea D &
Delgado M, 2002.
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1.3 VIP, PACAP e a Infeccdo pelo HIV-1

Em 2002, Branch e colaboradores descreveram que a ativacdo de VPAC1 (um dos
receptores de VIP) com um ligante especifico, induz um evento de sinalizacdo que aumenta a
replicacdo da infecgdo pelo HIV-1 em linfocitos. Este estudo mostra que a ativacdo especifica
de VPACL1 eleva a produtividade da infeccdo pelo HIV-1 em células primarias humanas
infectadas in vitro (160), mas ndo elucida os mecanismos envolvidos nesta facilitacdo da

infeccdo do HIV-1 mediada por este receptor.

Depois do trabalho de Branch e colaboradores (2002), outros estudos foram realizados
com destaque para o executado por Bokaei e colaboradores (2007), demonstrando que a
estimulacdo com agonistas especificos de outro receptor de VIP e PACAP, VPAC2, resulta na
inibicdo da integracdo do HIV-1 ao genoma de linfécitos, inibindo a infeccdo produtiva do
HIV-1 (161), embora sem definir os mecanismos responsaveis pela inibi¢cdo da integracdo
viral. Estes resultados, portanto, demonstram uma interessante consequéncia da estimulagéo
do receptor VPAC2, resultando em um efeito inibitério na infeccdo por HIV-1. Este
fendmeno mostra-se contrario ao mostrado por Branch (2002), sugerindo que o VPAC1 e

VPAC2 desempenham fungdes opostas.

Estes achados despertam o interesse o efeito dos neuropeptideos ligantes destes
receptores, VIP e PACAP na patogénese da infecgdo pelo HIV-1; mesmo assim, sd0 poucos
os trabalhos disponiveis na literatura relacionados com o papel de VIP ou PACAP na infecgdo
pelo HIV-1.
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Os neuropeptideos VIP e PACAP agem através de receptores acoplados a proteina G
(VPACL, VPAC2 e PAC1), que, no contexto imune, sdo expressos por macrdfagos e células
T (140, 150, 162-164). VIP e PACAP participam de uma variedade de funcdes do sistema
imume e uma das suas principais funcdes imunomodulatérias é atuarem como uma citocina
anti-inflamatoria. Por conta das caracteristicas imunomodulatorias VIP e PACAP tém sido

apontados como promissores alvos de estratégias terapéuticas em diversas patologias (165).

Em 2002, Branch e colaboradores descreveram que a ativacdo de VPACL1 com um
ligante especifico, induz um evento de sinalizacdo que aumenta a replicacdo do HIV-1 em
linfocitos. Este estudo mostra que a ativacdo especifica de VPAC1 eleva a produtividade da
infecgdo pelo HIV-1 em células primérias humanas infectadas in vitro (160), mas ndo elucida

0s mecanismos envolvidos nesta facilitacdo da infec¢do do HIV-1 mediada por este receptor.

Outro estudo, realizado por Bokaei e colaboradores (2007), demonstrou que a
estimulacdo de VPAC2 com agonistas especificos, resulta na inibicdo da integracdo do HIV-1
ao genoma de linfdcitos, inibindo a infeccdo produtiva do HIV-1, embora sem definir os
mecanismos responsaveis pela inibicdo da integragdo viral. Este fenébmeno mostra-se
contrario ao mostrado por Branch (2002), sugerindo que o VPAC1 e VPAC2 desempenham

funcbes opostas.

Estes achados despertam o interesse no efeito dos neuropeptideos ligantes destes
receptores, VIP e PACAP na patogénese da infecgdo pelo HIV-1; mesmo assim, sd0 poucos
os trabalhos disponiveis na literatura relacionados com o papel de VIP ou PACAP na infeccdo
pelo HIV-1. Considerando essa questdo, nos propusemos a analisar a acdo destas moléculas
sobre a replicacdo do HIV-1 em macrofagos, células quais que expressam 0s receptores de
VIP e PACAP, que sdo alvos primarios do HIV-1, e que durante a infecgdo constituem um
importante reservatorio viral no hospedeiro. Assim, neste estudo avaliamos a capacidade
inibitoria dos neuropeptideos VIP e PACAP sobre o HIV-1 em macréfagos, com a intencdo

de descrever o fendmeno e identificar os receptores envolvidos nesta acéo.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a acdo dos neuropeptideos VIP e PACAP sobre a replicagdo do HIV-1 em
macrofagos, focando no entendimento da participagdo dos receptores VPAC1, VPAC2 e

PAC1 nessa acdo, e buscando mecanismos que respondam pelo fenémeno.
3.2 Objetivos Especificos

e Analisar o perfil de replicacdo do HIV-1 em macrofagos expostos a diferentes doses
de VIP e PACAP.

e Analisar se VIP e PACAP poderiam atuar de forma sinergistica ou aditiva para
promover a inibicdo do HIV-1.

e Definir a contribuigdo individual dos receptores de VIP e PACAP no fendbmeno
inibitério da replicacdo do HIV-1.

e Verificar se VIP e PACAP modulariam a producdo de B-quimiocinas e IL-10 em
macrofagos e se elas participariam do fendmeno de inibicdo da replicacdo do HIV-1
induzido por VIP e PACAP.

32



4 METODOLOGIA E RESULTADOS

A secdo de metodologia e resultados esta inserida no artigo anexado “Macrophage
Resistance to HIV-1 Infection Is Enhanced by the Neuropeptides VIP and PACAP”, cujo
conteido representa os objetivos citados na se¢do anterior dessa dissertacdo, a exce¢ao de um
resultado obtido ap0s a publicacdo deste artigo. O resultado citado estd descrito na sub-secao
4.1, sob o titulo “Efeito individual e associado de VIP e PACAP sobre a replicacao do HIV-1

em fun¢do do tempo de tratamento”.

Referéncia completa do artigo anexado:

Temerozo JR, Joaquim R, Regis EG, Savino W, Bou-Habib DC. Macrophage
Resistance to HIV-1 Infection Is Enhanced by the Neuropeptides VIP and PACAP.
PLoS One. 2013;8(6):e67701.
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4.1 Efeito individual e associado de VIP e PACAP sobre a replicagdo do HIV-1 em

funcdo do tempo de tratamento

Considerando que a concentracdo de 10 nM de VIP e PACAP isolados promove a
inibicdo da replicacdo do HIV-1 em macrofagos, e que a combinacéo de ambos em doses que
quando isolados eram ndo-funcionais (1 nM), promove o mesmo efeito inibitorio, nos
perguntamos se poderiamos reproduzir a inibicdo da replicacdo do HIV-1 com essas doses
ndo-funcionais isoladas utilizando um protocolo de tratamento consecutivo; e se, com 0
mesmo protocolo, poderiamos também observar uma maior inibicdo quando utilizando a
concentracdo 6tima de VIP e PACAP (10 nM). Com base nessa hipdtese, expusemos culturas
de macréfagos infectados pelo HIV-1 aos neuropeptideos VIP e PACAP combinados e
isolados, nas suas doses Otimas e nas suas doses nao-funcionais, para avaliar a inibicdo da
replicacdo do HIV-1; comparando o tratamento Unico e um protocolo de tratamento repetido
em dias ndo-consecutivos. Para melhor compreensdo dos resultados, calculamos a &rea sob as
curvas de replicacdo oriundas das variaveis de tratamento (método descrito em Temerozo et
al, 2013, anexado a dissertacdo). Como mostra a Figura 11C, o protocolo de tratamento com
trés exposicdes dos macrdéfagos aos neuropeptideos (isolados, e na dose inicialmente néo-
funcional de 1 nM), resultou na inibicdo da replicacdo do HIV-1 apds 15 dias de infeccéo,
quando comparado com o tratamento em tempo Unico e de forma comparavel com o
tratamento padrdo de 10 nM e o tratamento combinado (ambos neuropeptideos, 1 nM cada)
no mesmo protocolo. Em relacdo a possivel ampliacdo do efeito inibitério de VIP e PACAP
guando em 10 nM e submetidos a esse protocolo de tratamento, ndo observamos incremento
na acdo sobre o HIV-1, como também pode ser observado na Figura 11C. Assim,
evidenciamos que a inibicdo da replicacdo do HIV-1 pelos neuropeptideos VIP e PACAP
pode ser obtida com o uso isolado dos mesmos em doses baixas; e que, no que tange ao NOSSoO
modelo, existe a principio, um platd maximo para a inibi¢do da replicacdo do HIV-1 obtida
com o uso de VIP e PACAP.

34



A Tratamento
80001
€ -@- Controle
S, 70004 VIP 10 nM T
o ~A—~ PACAP 10 nM
5 6000+ VIP 1 nM
o
= 5000- - PACAP 1nM
N VIP/PACAP 1 nM
£ 4000+
(=]
T 30004
(=}
T
S 2000
L
& 10004
'4
0
Dias p6s-infecgdo
B Tratamento
80001
= -@- Controle
S 70004 VIP 10 nM
o
~A— PACAP 10 nM
< 6000 "
N VIP 1 nM
Z, 50004 -@- PACAP 1nM
% 40004 VIP/PACAP 1 nM
'8 3000 i
o Z=
(T
< 20004 1
L 3
S 10004 i /‘
a9 P
0 €= T T T
0 5 10 15
Dias pds-infecg¢éo
50000+
)
S 400004 )
< @B Dose Unica
N Dose tripla
= 300004
T
o
©
g 200004
&
2
% 100004
x
0- T T T
& Q&“ °<§\ &‘ SO
N S N Q™ Q™
) 4 Q
@) N = Q 8 o8
S \s \s
¥ Q Q
\3
Q\

Figura 11 - Efeito individual e associado de VIP e PACAP sobre a replicacéo do HIV-1
em funcéo do tempo de tratamento. (A, B, C) Macrofagos foram infectados com o isolado
Ba-L (HIV-1 Subtipo B, CCR5 trépico) e tratados com diferentes concentracdes de VIP e
PACAP no regime de dose Unica (Figura 10A, dia 0, seta indicativa) ou dose tripla (Figura
10B, dias 0, 5 e 10, seta indicativa). Foram colhidas amostras de sobrenadantes apds 5, 10 e
15 dias de infeccdo, e a replicacdo viral foi avaliada por ELISA para o antigeno p24 do
capsideo do HIV-1. (n=4) **, p<0.01
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Abstract

It is well established that host factors can modulate HIV-1 replication in macrophages, critical cells in the pathogenesis of
HIV-1 infection due to their ability to continuously produce virus. The neuropeptides VIP and PACAP induce well-
characterized effects on macrophages through binding to the G protein-coupled receptors VPAC1, VPAC2 and PAC1, but
their influence on HIV-1 production by these cells has not been established. Here, we describe that VIP and PACAP reduce
macrophage production of HIV-1, acting in a synergistic or additive manner to decrease viral growth. Using receptor
antagonists, we detected that the HIV-1 inhibition promoted by VIP is dependent on its ligation to VPAC1/2, whereas
PACAP decreases HIV-1 growth via activation of the VPAC1/2 and PAC1 receptors. Specific agonists of VPAC2 or PACI1
decrease macrophage production of HIV-1, whereas sole activation of VPAC1 enhances viral growth. However, the
combination of specific agonists mimicking the receptor preference of the natural neuropeptides reproduces the ability of
VIP and PACAP to increase macrophage resistance to HIV-1 replication. VIP and PACAP up-regulated macrophage secretion
of the B-chemokines CCL3 and CCL5 and the cytokine IL-10, whose neutralization reversed the neuropeptide-induced
inhibition of HIV-1 replication. Our results suggest that VIP and PACAP and the receptors VPAC2 and PAC1 could be used as
targets for developing alternative therapeutic strategies for HIV-1 infection.

Citation: Temerozo JR, Joaquim R, Regis EG, Savino W, Bou-Habib DC (2013) Macrophage Resistance to HIV-1 Infection Is Enhanced by the Neuropeptides VIP
and PACAP. PLoS ONE 8(6): e67701. doi:10.1371/journal.pone.0067701

Editor: Jialin Charles Zheng, University of Nebraska Medical Center, United States of America
Received December 6, 2012; Accepted May 22, 2013; Published June 20, 2013

Copyright: © 2013 Temerozo et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.

Funding: This work was supported by Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPg; grant # 475958/2011-0) and Fundacao Carlos
Chagas Filho de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (Faperj; grant # E-26/102755/2008). The funders had no role in study design, data collection and

analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript.

* E-mail: dumith@ioc.fiocruz.br

Competing Interests: The authors have declared that no competing interests exist.

Introduction

The neuropeptides Vasoactive Intestinal Peptide (VIP) and
Pituitary Adenylate Cyclase-activating Peptide (PACAP) belong to
the secretin/glucagon family of peptides and were initially
discovered due to their vasodilatation properties on the gastroin-
testinal tract and ability to activate rat pituitary adenylate cyclase,
respectively [1,2]. VIP and PACAP present a 68% homology in
their amino acid sequences, and share many biological properties
[3,4] through their interaction with the G protein-coupled
receptors VPAC1, VPAC2 and PAC1. PACAP binds to all three
receptors, with higher affinity to PACI, while VIP interacts
preferentially with VPAC1 and VPAC2 [5-8]. VIP and PACAP
are produced by Th2 GD4" and CD8" T cells, and their receptors
are expressed by a variety of cell types, including T cells,
macrophages and dendritic cells [4].

VIP and PACAP have well-characterized effects on the immune
system and anti-inflammatory properties, including inhibition of
macrophage adherence and down-regulation of inflammatory
cytokines and reactive oxygen species [9,10-14]. Moreover, they
can induce production of the anti-inflammatory cytokine IL-10
[12,14]. Due to their immunomodulatory properties, both
neuropeptides have been considered as promising therapeutic
agents for a range of pathologies [15-17].

Macrophages play a central role in the pathogenesis of the
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infection due to
their ability to resist HIV-1-mediated cytopathic effects and to
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continuously produce virus even in the presence of antiretrovirals
[18-20]. They function as an HIV-1 reservoir and contribute in
HIV-1 transmission to CD4" T cells and virus propagation in
lymphoid tissues [21,22]. Considering that HIV-1 replication in
macrophages can be modulated by a variety of inflammatory
mediators and cytokines [23-25], identifying factors that influence
HIV-1 growth in these cells is essential to understand the
immunopathogenesis of HIV-1 infection and to design novel
strategies to control HIV-1 propagation. We recently reported that
the neuroimmunomodulatory molecule Nerve Growth Factor
(NGFT) stimulates HIV-1 replication in primary monocyte-derived
macrophages [26], and we now address whether the immunosup-
pressive neuropeptides VIP and PACAP, which also regulate the
functioning of the neuro-immune-endocrine system, could also
affect HIV-1 production in those cells.

Few studies have addressed the biological effects of VIP and
PACAP during HIV-1 infection, which have mainly focused on
the repercussion of VIP and PACAP receptor ligation on HIV-1
production, describing that VPAC] facilitates productive HIV-1
infection in CD4" T cell lines [27], and that VPAC2 stimulation
diminishes HIV-1 production in peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) and in CD4" T cell lines [28]. These findings
suggest that the sole activation of VPAC1 or VPAC2 receptors can
lead to opposite effects on HIV-1 replication, but the consequence
of the simultaneous ligation of these receptors and PAC1 by their
natural ligands on viral production is unknown. Therefore,
because the existent data regarding the influence of VIP and
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PACAP receptors on HIV-1 infection were obtained in T cells
using selective receptor agonists, we analyzed whether these
neuropeptides could directly modulate the viral production in
HIV-1-infected monocyte-derived macrophages, a possibility that
has not been pursued thus far. We found that VIP and PACAP
increased macrophage resistance to HIV-1 replication by inducing
the synthesis of B-chemokines and IL-10 following preferential
activation of the receptors VPAC2 and PACI.

Materials and Methods

Ethics Statement

All experimental procedures involving human cells were
performed with samples obtained after written informed consent
and were approved by the Research Ethics Committee of the
Oswaldo Cruz Foundation/Fiocruz (Rio de Janeiro, R]J, Brazil)
under the number 397-07.

HIV-1 isolates and reagents

The CCR5-dependent isolate HIV-1y, 1, was obtained through
the AIDS Research and Reference Reagent Program (NIH,
Bethesda, MD). The neuropeptides VIP and PACAP and the VIP
antagonist, which blocks both the VPAC1 and VPAC2 receptors,
were from Anaspec (USA). The recombinant protein Maxadilan
(PAC1 agonist) and its truncated form MaxadilanA65 (M65;
PAC1 antagonist) were kindly donated by Dr. Ethan A. Lerner
(Department of Dermatology, Massachusetts General Hospital,
MA, USA). The VPAC1 and VPAC2 agonists Ala'**?*-VIP and
Bay 55-9837, respectively, were obtained from Tocris Bioscience
(Bristol, UK). The neutralizing antibodies to CCL3, CCL4 and
CCL5 and to the IL-10 receptor were obtained from Peprotech
(NJ, USA) and Abcam (MA, USA), respectively. The endotoxin
levels in the VIP and PACAP preparations were below the lower
limit of detection (0.1 EU/mL), as measured by the Limulus
Amebocyte Lysate (LAL) assay (Lonza).

Cells

Human monocyte-derived macrophages were obtained from
PBMC:s that had been isolated by density gradient centrifugation
(Ficoll-Paque Premium 1.077; GE Healthcare Biosciences, PA,
USA) from bufly coat preparations of blood from healthy donors,
through adherence onto plastic plates. Briefly, 1.5 — 2.0x10°
PBMCs were plated onto 48-well plates (Corning, MA, USA) in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; LGC Bio, SP,
Brazil) containing 10% normal human serum (EMD Millipore,
MA, USA) and penicillin-streptomycin (LGC Bio, SP, Brazil).
Cells were maintained at 37°C in 5% COs for 6-7 days for
monocyte differentiation into macrophages. Non-adherent cells
were washed out, and the remaining macrophage layer was
maintained in DMEM with 5% human serum. Macrophage purity
was > 90%, as determined by flow cytometry (FACScan; Becton
Dickinson, NJ, USA) analysis using anti-CD3 (BD Biosciences
Pharmingen, CA, USA) and anti-CD68 (Southern Biotech, AL,

USA) monoclonal antibodies.

Macrophage production of B-chemokines and IL-10

Uninfected macrophages were treated with VIP or PACAP
(10 nM), and concentrations of the B-chemokines CCL3 and
CCL5 and of the cytokine IL-10 in the culture supernatants were
measured using specific ELISA kits (R&D Systems, MN, USA,
and eBioscience Inc, CA, USA, respectively). The results are
shown as mass/volume and also by the area under curve (AUC)
transformation, which allows a global analysis of the induced
production of the mediators.
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HIV-1 infection

Macrophages were exposed for 16-18 h to viral suspensions
containing 5-10 ng/mL of HIV-1 p24 antigen, as previously
described [29]. The infected cells were then washed, replenished
with fresh medium and maintained under standard culture
conditions. HIV-1 replication was evaluated in cell culture
supernatants after 12-14 days using an ELISA kit for HIV-1
p24 antigen (ZeptoMetrix Corp, NY, USA). Due to the common
donor-to-donor variation of HIV-1 replication in primary cells
[30], some HIV-1 inhibition results are presented normalized to
viral production by macrophages maintained only in culture
medium, with the absolute values shown in the legend of the
figure.

Effect of VIP and PACAP on HIV-1 replication

HIV-1-infected macrophages were treated either with VIP or
PACAP immediately after cell infection, and viral production was
measured as described above. After establishing that VIP and
PACAP decreased viral replication, we addressed the relative
contributions of the VIP and PACAP receptors using two different
approaches. Initially, acutely HIV-1-infected cells were exposed to
receptor antagonists for 15 min followed by the addition of VIP
and PACAP to cell preparations. In later experiments, infected
macrophages were treated with specific pharmacological agonists
of the VIP and PACAP receptors (as listed above). In another set
of experiments, HIV-1-infected macrophages were treated with
either neuropeptide five days after infection together with
neutralizing antibodies to the IL-10 receptor (1 pg/mL) or to
the B-chemokines CCL3, CCL4 and CCL5 (1 pg/mL each). HIV-
1 replication was evaluated as previously described.

Statistical Analysis

All results presented in this study were prepared using
GraphPad Prism 5.0 software (CA, USA). Statistical analysis
calculation was performed using one-way ANOVA and the
Tukey-Kramer tests. The results are shown as the mean £ SEM
(standard error of the mean), and the comparisons between values
were considered significantly different when the p value was less
than 0.05 (p=.05 = *; p=.01 = ** p=.001 = **+¥)

Results

VIP and PACAP treatment inhibited HIV-1 production in
macrophages

Because activation of the receptors VPAC1 and VPAC2 has
previously resulted in opposite effects during HIV-1 infection
[27,28], we initially investigated whether the neuropeptides VIP
and PACAP, the natural ligands of those receptors, would also
affect HIV-1 replication. To test this hypothesis, HIV-1-infected
monocyte-derived macrophages were treated with VIP or PACAP.
We first observed that both neuropeptides induced a significant
reduction in virus replication (Fig. 1). VIP and PACAP were each
individually able to decrease HIV-1 replication, achieving 33%
and 38% of viral inhibition at 5 nM and 62% and 58% at 10 nM
concentrations for VIP and PACAP, respectively. These results
suggest that both neuropeptides were similarly effective in their
ability to reduce HIV-1 production in macrophages. Higher
concentrations of VIP or PACAP did not inhibit virus production
and actually enhanced it (VIP at 100 nM), possibly due to receptor
desensitization or an inverse agonist effect, as discussed later.
Therefore, the next experiments were performed using the optimal
inhibitory concentration of 10 nM for both neuropeptides.
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Figure 1. VIP and PACAP inhibit HIV-1 replication. Macrophages
were infected with an R5-tropic HIV-1 isolate (Ba-L) and treated once
with different concentrations of the neuropeptides, as indicated. Virus
replication was measured in the culture supernatants by an HIV-1 p24
ELISA 12-14 days after infection. Data represent means = SEM of five
independent experiments for each peptide. *p=.05; ***p=.001.
doi:10.1371/journal.pone.0067701.g001

VIP and PACAP present synergistic and additive effects
on HIV-1 inhibition

As VIP and PACAP share receptors, we analyzed whether these
neuropeptides could cooperatively modulate HIV-1 replication by
exposing infected macrophages to combinations of sub-optimal or
optimal viral inhibitory concentrations of VIP and PACAP.
Combinations of 1 nM and 5 nM significantly potentiated
inhibition relative to their individual activities, while no increment
of HIV-1 inhibition occurred when both peptides were combined
at a concentration of 10 nM (Fig. 2). To accurately classify the
nature of this finding, we calculated the interaction coefficient of
VIP and PACAP at those concentrations by dividing the inhibition
percentages found when the peptides were associated by the sum
of the inhibition of each isolated peptide (Fig. 2D; an interaction
coeflicient on the order of 1 indicates an additive phenomenon,
whereas values greater than 1 indicate a synergistic effect).
Therefore, VIP and PACAP synergize at 1 nM and act in an
additive manner on viral production at 5 nM. These results
suggest that combinations of small concentrations of VIP and
PACAP could result in potent pharmacological activity, which
could be physiologically relevant in situations where both peptides
are simultaneously present in the tissue microenvironment.

Receptor engagement in the VIP and PACAP modulation
of HIV-1 replication

Because VIP preferentially activates the VPAC1 and VPAC2
receptors and PACAP binds the three receptors with high affinity
[5-8], we analyzed the neuropeptide dependence of these
receptors to inhibit HIV-1 production using two distinct assays.
Initially, we added specific antagonists of PAC1 or VPAC1/2 to
HIV-1-infected cells before treating them with VIP or PACAP. As
shown in Fig 3A, VIP-induced HIV-1 inhibition is largely
dependent on VPAC1/2, since blockade of both receptors
abrogated the VIP-mediated inhibition of HIV-1 production with
no significant changes following PAC1 blockade. We also observed
that PACAP could inhibit HIV-1 replication via activation of all
three receptors, as its ability to decrease viral growth was
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maintained when VPAC1/2 or PAC1 was antagonized separately
but was abolished when all three receptors were blocked together
(Fig 3B).

We further studied the role of the individual receptors in the
VIP- and PACAP-mediated regulation of HIV-1 replication by
using specific agonists to VPAC1, VPAC2 and PAC1 (ALA-VIP,
Bay 55 and Maxadilan, respectively). We found that the VPAC1
agonist at 5 nM increased HIV-1 production by 48%, whereas the
VPAC2 agonist at 5 nM and 10 nM reduced viral growth by 31%
and 35%, respectively. The PAC1 agonist at 5 nM and 10 nM
decreased HIV-1 replication by 56% and 46%, respectively (Fig
4). Of note, the optimal concentrations of the receptor agonists
that significantly modulated viral production were similar to those
of the natural receptor ligands VIP and PACAP.

Due to the opposing effects of VPAC1 and VPAC2 or PACI
engagement, we analyzed the outcome of agonist combinations on
viral production. For these assays we used the agonists at sub-
optimal concentrations to allow for comparison with non-
saturating doses of the natural ligands VIP and PACAP.
Combination treatment with VPAC1 and VPAC2 agonists
decreased HIV-1 replication by 48%, similar to the effect observed
with sub-optimal doses of VIP. Their combined usage with a
PACI agonist reduced viral growth by 68%, similar to the additive
effects observed during co-treatment with VIP and PACAP (Iig.
5). These results showed that combination treatment with agonists
of the different receptors mimicked the receptor preference of both
natural peptides in reproducing the individual or additive effects of
VIP and PACAP treatment on HIV-1 replication. Of note,
simultaneous activation of VPAC1 and PACI slightly increased
HIV-1 replication, whereas binding of VPAC2 plus PAC1 did not
change HIV-1 replication (data not shown). In conclusion, VIP
depended on the ligation of VPAC1/2 to increase macrophage
resistance to HIV-1 growth, and PACAP promoted the same
phenomenon either by activating PAC1 only or through activating
VPAC1/2 plus PACI.

VIP and PACAP increase B-chemokine production by
macrophages

VIP and PACAP can induce the production of the fB-
chemokines CCL3, CCL4 and CCL5 in microglial cells, an effect
associated with the prevention of HIV-1 gp120-induced apoptosis
[31,32]. Because B-chemokines are potent inhibitors of HIV-1
infection [33,34], we evaluated whether VIP and PACAP could
also induce macrophage secretion of these molecules. Indeed, both
neuropeptides enhanced macrophage release of CCL3 and CCLS5,
with CCL3 production peaking 96 h after stimulation with either
peptide (Fig. SIA) and the maximum production of CCL5
occurring 24 h and 48 h after VIP or PACAP stimulation,
respectively (Fig. S1B). VIP and PACAP more than doubled
CCL3 and CCL5 production relative to untreated cells based on
measuring chemokine production by the area under the curve
(AUC) (Figs. 6A and 6B). Moreover, because the differences in
chemokine production induced by VIP or PACAP were not
significantly different (based on AUC), we can postulate that the
ability of either peptide to induce chemokine production is similar.

VIP and PACAP increase IL-10 production by
macrophages

The immunomodulatory activities of VIP and PACAP are at
least partially dependent of IL-10 [9], an anti-inflammatory
cytokine able to inhibit the HIV-1 replication [35,36]. We also
detected that VIP and PACAP increase macrophage production of
IL-10 (Fig. S1C), which peaked 48 h after the stimuli. Based on
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doi:10.1371/journal.pone.0067701.g002

AUC analyses (Fig. 6C), VIP treatment doubled IL-10 production,
whereas PACAP treatment tripled macrophage release of this
cytokine.

Contribution of B-chemokines and IL-10 to the VIP- and
PACAP- mediated inhibition of HIV-1 replication

We next evaluated whether these mediators were implicated in
the ability of VIP and PACAP to reduce HIV-1 growth by adding
the neuropeptides to infected macrophages together with neutral-
izing antibodies to CCL3, CCL4 and CCL5, or to the IL-10
receptor. This experiment was conducted five days after infection
because this is the approximate time when the infection becomes
productive, thus allowing the antibodies to neutralize the anti-
HIV-1 effector molecules when new rounds of infections were
occurring. Indeed, neutralization of those three B-chemokines and
blocking of the IL-10 receptor significantly reduced the inhibitory
effects of VIP and PACAP on HIV-1 replication (Fig. 7), showing
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that CCL3, CCL4 and CCL5 and IL-10 are implicated in
neuropeptide-mediated inhibition of HIV-1 growth.

Discussion

VIP and PACAP are pleiotropic factors associated with a
number of physiological processes, such as endocrine, metabolic
and gastrointestinal effects, also including modulatory effects on
the immune system. The receptors for VIP and PACAP, the G
coupled-receptors  VPAC1, VPAC2 and PACI, are widely
distributed, a feature that allows VIP and PACAP to exert their
large range of effects. Here, we show that VIP and PACAP
treatment increased resistance to HIV-1 replication in primary
macrophages by inducing the production of the B-chemokines
CCL3 and CCL)5 and the cytokine IL-10, molecules that are able
to reduce HIV-1 growth in vitro. Our study focused, for the first
time, on the ability of the natural peptides VIP and PACAP to
modulate HIV-1 infection in a primary target cell, in addition to
defining the relative contribution of each of their receptors to this
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Figure 3. Contribution of VIP and PACAP receptors for the
neuropeptide-induced inhibition of HIV-1 replication. Macro-
phages were infected with an R5-tropic HIV-1 isolate (Ba-L) and treated
with culture medium (Medium) or with an antagonist of PAC1 (M65,
50 nM), VPAC1 and VPAC2 (atVIP, 100 nM) or with both antagonists
(M65+atVIP) 15 minutes before the addition of VIP (A) or PACAP (B) at
10 nM. Viral replication was measured in the culture supernatants using
an HIV-1 p24 ELISA 12-14 days after infection. Data represent means *
SEM of five independent experiments. Virus production in the positive
control (HIV-1-infected cells cultured only with medium): 5.8+1.9 ng/
mL p24 Ag. The three bars on the right show the virus replication by
macrophages exposed only to the antagonists. *p=.05; **p=.01;
***p=.001.

doi:10.1371/journal.pone.0067701.g003

phenomenon. These findings have clear implications in the
understanding of the role of VIP and PACAP in the pathogenesis
of HIV-1 infection.

Treating HIV-1-infected macrophages with these naturally
occurring neuropeptides diminished viral production, and treat-
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Figure 4. Specific activity of VIP and PACAP receptors on HIV-1
replication. Macrophages were infected with an R5-tropic HIV-1
isolate (Ba-L) and treated once with different concentrations of agonists
for the VPAC1 (agVPACT), VPAC2 (agVPAC2) or PACT (agPACT) receptors,
as indicated, and viral replication was measured in the culture
supernatants using an HIV-1 p24 ELISA 12-14 days after infection. Data
represent means = SEM of four independent experiments. *p=.05.
doi:10.1371/journal.pone.0067701.g004
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Figure 5. Combined use of receptor agonists reproduces VIP
and PACAP effects on HIV-1 replication. Macrophages were
infected with an R5-tropic HIV-1 isolate (Ba-L) and treated with agonists
for the VPAC1 (agVPACT 2.5 nM), VPAC2 (agVPAC2 2.5 nM) or PACIT
(agPAC1, 5 nM) receptors or with VIP (5 nM) and PACAP (5 nM), either
alone or in combination, as indicated. Viral replication was measured in
the culture supernatants using an HIV-1 p24 ELISA 12-14 days after
infection. Viral production in the positive control (HIV-1-infected cells
cultured only with medium): 3.00.8 ng/mL p24 Ag. **p=.01;
***p=.001.

doi:10.1371/journal.pone.0067701.g005
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Figure 7. f-chemokines and IL-10 are implicated in the VIP- and
PACAP-induced inhibition of HIV-1 replication. Macrophages
were infected with an R5-tropic HIV-1 isolate (Ba-L), and after 5 days,
were treated with VIP or PACAP plus anti-CCL3, CCL4 and CCL5
antibodies (a-fC) (A), anti-IL-10 receptor antibodies (a-ILT10R), or isotype
control antibodies. Viral replication was measured in the culture
supernatants using an HIV-1 p24 ELISA 12-14 days after infection. Data
represent means = SEM of five (A) or four (B) independent experiments.
Virus production in the positive control (HIV-1-infected cells cultured
only with medium): (A) 14.8+9.0 ng/mL and (B) 14.5+7.0 ng/mL p24
Ag. *p=.05; **p=.01.

doi:10.1371/journal.pone.0067701.g007

ment with specific agonists of the neuropeptide receptors VPAC2
and PAC]1 showed similar effects. The inhibitory effect on viral
replication was not dose-dependent within the range of tested
concentrations of VIP and PACAP between 1 nM and 100 nM,
with the optimal inhibitory concentration at 10 nM for both
peptides. The finding that VIP treatment at a concentration 5-fold
that of the optimal HIV-1 inhibitory concentration and PACAP
treatment at a 10-fold ratio did not influence viral production may
be explained by receptor desensitization. On the other hand, the
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observed increase in HIV-1 production induced by 100 nM VIP
could be explained by the property of inverse agonism that occurs
for some ligands at saturating concentrations, a phenomenon that
has already been described for a variety of G-coupled receptor
ligands [37]. Alternatively, taking into account that the sole
activation of VPACI facilitates HIV-1 infection in CD4" T cell
lines (27), one could explain the HIV-1 promoting effect by VIP at
100 nM due to a possible preferential engagement of VPACI at
high VIP concentrations, although it has been described that the
affinity of VIP for its receptors VPAC1 and VPAC2 is similar [4—
7]. Importantly, the concentration of both neuropeptides that
effectively inhibited HIV-1 production (10 nM) also possesses a
variety of immunomodulatory roles [38—41], suggesting that the
ability of these peptides to influence HIV-1 replication in
macrophages is associated with their immunoregulatory activities
on these cells.

The ability of VIP and PACAP to down-regulate HIV-1
production became even more evident in light of the experiment
testing their additive and synergistic activity on infected macro-
phages. Both neuropeptides presented an additive effect at 5 nM
concentration, and showed potent synergy at 1 nM concentration,
and their combined effects at these concentrations were the same
as those observed following treatment with each molecule
individually at 10 nM concentration (Fig. 2). Furthermore, the
addition of sub-optimal concentrations of the receptor agonists to
HIV-1-infected macrophages restricted the viral growth in a
similar manner to treatment with equivalent doses of VIP and
PACAP (Fig. 5). Thus, even taking into account that the activation
of the VPACI receptor may favor HIV-1 replication, we believe
that the concomitant engagement of the three receptors by the
native neuropeptides, as presumably occurs in lymphoid tissues,
will indeed enhance the macrophage resistance to HIV-1 growth.

VIP promoted HIV-1 inhibition through stimulation of the
receptors VPAC1 and VPAC2 but not through stimulation of
PACI. This effect likely occurred due to the high affinity of VIP
for VPAC1 and VPAC2 and its low affinity for PAC1. The ability
of PACAP to diminish HIV-1 replication, on the other hand,
resulted from its ligation of all three receptors because its effect was
only abrogated when all three receptors were blocked. Because the
PACAP affinity for PACI is higher than its affinity for VPACI or
VPAC2 [8], it is conceivable that it inhibits HIV-1 upon
preferential binding to PACI, but can also exert an inhibitory
effect following ligation to VPAC1 and VPAC2 in the absence or
hindrance of PACI, or in a situation of excess PACAP
concentration.

We defined the receptors preference for the HIV-1 inhibitory
activity of VIP and PACAP using specific receptor agonists. The
combination of these molecules not only mimicked the effects of
the natural neuropeptides but also established the receptors
VPAC2 and PACI1 as HIV-1 inhibitory mediators, and VPACI
as an enhancer of HIV-1 production. Our findings are in
agreement with previous studies that reported that VPACI
facilitates productive HIV-1 infection in CD4" tumor cell lines
[27], and that VPAC2 activation inhibits HIV-1 integration and
viral production in CD4" tumor cell lines and PBMCs [28]. In
addition, we defined the role of the PACI receptor during HIV-1
infection. Therefore, it is reasonable to assume that the
simultaneous activation of these receptors by their natural ligands
VIP and PACAP results in reduced HIV-1 replication in
macrophages, even under conditions in which the receptor
VPACI is present and activated, and that the HIV-1-enhancing
activity of the sole activation of VPACI activation is overcome by
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the concomitant recruitment of the inhibitory receptors VPAC2
and PACI.

VIP and PACAP induced macrophage release of CCL3 and
CCL5, which contributed to the HIV-1 mhibitory effect elicited by
both neuropeptides as evidenced by immunoneutralization of both
B-chemokines (and CCL4 as well). VIP and PACAP can inhibit B-
chemokine production upon pro-inflammatory induction [40,42],
but they are also able to stimulate the production of chemokines in
different settings [31,32,43-45], pointing out their ability to
regulate the chemokine axis. VIP and PACAP have been
suggested to confer a protective role against HIV-1 in the central
nervous system through CCL3 and CCL5 production [46], and
our results now imply that these neuropeptides can offer a systemic
protection against HIV-1 by boosting macrophage resistance to
viral growth by augmenting the secretion of these mediators.

A concurrent mechanism implicated in HIV-1 inhibition by
VIP and PACAP is their ability to induce macrophage secretion of
IL-10, a cytokine that inhibits HIV-1 by interfering in the reverse
transcription of viral RNA [35,47]. IL-10 is readily produced by
human and murine cells stimulated by VIP and PACAP and is a
critical mediator of the anti-inflammatory properties of these
neuropeptides. Here, we found thatIL-10 neutralization reduced
the ability of VIP and PACAP to inhibit HIV-1 replication,
indicating that IL-10, likewise the B-chemokines is required to
increase macrophage resistance following treatment with these
neuropeptides.

In conclusion, our study shows that VIP and PACAP, molecules
endowed with a large spectrum of physiological activities on the
neuro-immune-endocrine system, can increase macrophage resis-
tance to HIV-1 replication. It is remarkable to observe the
contrasting roles of neurotrophic molecules on the HIV-1 biology,
as we recently showed that Nerve Growth Factor (NGF) favors
viral replication in macrophages [26]. Our findings also open new
possibilities for therapeutic strategies, in which HIV-1 replication
could be controlled through activation of VPAC2 and PAC1
receptors through their natural ligands VIP and PACAP, or by
their specific agonists, in association with the present available
antiretroviral compounds.

Supporting Information
Figure S1 VIP and PACAP induce CCL3, CCL5 and IL-10

production in macrophages. Macrophages were left untreated
(M) or treated with VIP or PACAP (10 nM), and supernatants
were collected at different time-points. The concentrations of
CCL3 (A), CCL5 (B) and IL-10 (C) were measured by ELISA.
Data represent means = SEM of six (CCL3) and four (CCL5 and
IL10) independent experiments.
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5 DISCUSSAO

VIP e PACAP atuam como fatores neuroprotetores e neuromoduladores, porém seus
efeitos ndo sdo restritos ao sistema nervoso, estes neuropeptideos sdo fatores pleiotropicos
associados com diversos processos fisioldgicos, tais como, regulacdo metabdlica e
gastrointestinal, incluindo também, modulacdo do sistema imune. Suas funcbes sdo mediadas
por trés receptores acoplados a proteina G, VPACL, VPAC2 e PACL, que sdo amplamente
distribuidos sistemicamente, incluindo em linfocitos e macrofagos, o que confere a VIP e
PACAP tamanha quantidade de a¢des. Neste trabalho, damos continuidade a estudos prévios
de nosso laboratorio que mostram que VIP e PACAP aumentam a resisténcia de macréfagos a
replicacdo do HIV-1, e induzem a producdo de B-quimiocinas e da citocina IL-10, moléculas
com capacidade de diminuir a replicagdo do HIV-1 in vitro. Demonstramos aqui que ambos
fatores induzidos por VIP e PACAP participam ativamente do fenémeno inibitorio promovido
por estes neuropeptideos, e também investigamos a participacdo e contribuicdo de cada um
dos seus receptores nessa acdo. Dessa forma acreditamos que nosso estudo agrega
informagBes importantes para a melhor compreensdo das interages virus/hospedeiro que

ocorrem e determinam a patogénese na infecgéo pelo HIV-1.

Os estudos de imunopatogénese da infec¢do pelo HIV-1 sdo dificultados pelo fato do
HIV-1 s6 infectar células humanas, o que ndo permite o uso de modelos animais para estudos
in vivo. No hospedeiro humano, a replicacdo do HIV-1 ocorre basicamente em linfocitos T
CD4" ativados e macrofagos presentes em tecidos linfoides. Embora linfocitos sejam os
maiores produtores de HIV-1 no organismo humano (166), os macréfagos sdo células
fundamentais na replicagdo do HIV-1. Ao contréario dos linfdcitos, macréfagos sdo altamente
resistentes aos efeitos citopaticos produzidos em decorréncia da replicacdo viral (167, 168) e
podem produzir virus in vitro por até dois meses apos infeccdo (167). In vivo, microglias
podem permanecer infectadas por alguns anos, sugerindo que estas células podem funcionar
como reservatorios virais (168). Além disso, Orenstein e colaboradores (1997) demonstraram
que os macrofagos sdo os principais produtores de HIV-1 em linfonodos de pacientes co-
infectados por Mycobacterium avium e HIV-1, ou co-infectados por Pneumocystis carinii e
HIV-1 (169). Em 2001, Igarashi e colaboradores reforcaram a importancia dos macréfagos
como produtores e reservatorios continuos de HIV-1 (170). Estes autores observaram que
continuava ocorrendo producéo do isolado viral SHIV (uma quimera de HIVV-1 com virus da
imunodeficiéncia simia SIV) mesmo apés a completa deplecdo de linfocitos T CD4" dos

animais infectados experimentalmente. Em face ao exposto, acreditamos que 0s estudos de
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replicacdo do HIV-1 em macrofagos podem contribuir significativamente para o

entendimento dos mecanismos de patogénese do HIV-1 nos hospedeiros humanos.

Os dados apresentados neste estudo mostram que os neuropeptideos VIP e PACAP
inibem significativamente a replicacdo do HIV-1 em macrdfagos primarios humanos in vitro.
O efeito inibitério sugere uma curva dose ndo-dependente dentro do intervalo das
concentragdes testadas (1 a 100 nM), com maximo efeito inibitério observado na
concentracdo de 10 nM tanto para VIP quanto para PACAP (Figura 1, artigo anexado). Como
nenhuma das concentraces testadas de PACAP induziu a replicacdo viral nestes macrofagos,
podemos sugerir a possibilidade de que seu efeito inibitorio depende apenas de seu receptor
com maior afinidade, PAC1. No caso do VIP, cabe ressaltar que na concentracdo de 1 nM,
VIP apresenta uma tendéncia de aumento da replicacdo viral, e que na concentracdo de 100
nM promove o0 aumento da producdo viral. Este € um fato interessante, pois indica a
possibilidade do efeito de VIP sobre o HIV-1 ser antagdnico dependendo do receptor ativado
(VPAC1 ou VPAC2), tendo em vista que concentragdes muito pequenas poderiam ativar
apenas um receptor com maior afinidade e/ou com maior expressdo, enquanto que nas
maiores concentracGes, por mais que 0 receptor com atividade inibitoria seja ativado, o
excedente de ligante poderia se ligar a um segundo receptor com atividade indutora da
replicacdo. Ja foi demonstrado que o estimulo de VPAC1 favorece a replicacdo do HIV-1
(160), ao passo que o estimulo de VPAC?2 resulta numa forte inibicdo da infeccdo produtiva
do HIV-1 independente do tropismo viral (161); porém ndo ha trabalhos que mostram o efeito
dos ligantes naturais desses receptores, no caso VIP e PACAP, sendo 0 nosso o primeiro
estudo a mostrar efeito desta moléculas sobre a replicacdo HIV-1. Portanto, é possivel
especular que os efeitos de VIP e PACAP podem depender da concentracdo destes ligantes no
tecido onde o virus esta replicando. Entretanto, observamos que a concentracdo de 10 nM,
para ambos neuropeptideos, reduz significativamente a producdo viral, e que esta
concentracdo possui atividades modulatdrias no sistema imune, de acordo com investigacoes
de Martinez (1996) e Delgado (1999) (171, 172). Logo, é possivel imaginar que ocorra
inibicdo da replicacdo do HIV-1 associada ao efeito regulador destes peptideos sobre uma

resposta imunologica no tecido infectado.

Na busca de mecanismos de acdo envolvidos no efeito anti-HIV-1 de VIP e PACAP,
investigamos se estes neuropeptideos induziriam a liberacdo de pB-quimiocinas por
macrofagos, e vimos que o tratamento com VIP e PACAP induziu a liberagdo de CCL3 e
CCLS5 por estas células. As B-quimiocinas CCL3, CCL4 e CCLJ5, ligantes naturais de CCR5,

foram inicialmente descritas por Cocchi (1995) (66) como potentes agentes inibidores da
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infeccdo pelo HIV-1, e alguns estudos associam niveis altos das B-quimiocinas com infeccéo
assintomatica pelo HIV-1, ilustrando a participagdo destas proteinas na resposta imune inata
contra este virus (173). Estudos sobre o mecanismo de inibicdo das B-quimiocinas mostram
que estas substancias afetam a entrada do HIV-1 através da modulacdo da expressdo de
CCR5, e também através da competicdo direta com o HIV-1 pela ligacdo ao receptor CCR5
(174, 175). Estudos anteriores demonstraram que VIP e PACAP induzem a liberacdo de
CCL3 e CCL5, proteinas necessarias para a sobrevivéncia das células neurais em cultura e
potentes inibidores de diversas variantes de gp120 do HIV-1 em células neurais, conferindo
ao VIP e PACAP um papel protetor contra HIV-1 no sistema nervoso central (122, 123).
Nossos resultados sugerem que as B-quimiocinas RANTES (CCL5) e MIP-1la (CCL3)
participam do efeito inibitério do VIP/PACAP na replicacdo do HIV-1, pois o bloqueio destes
mediadores (por anticorpos neutralizantes) reverteu parcialmente a atividade anti-HIV-1 dos

neuropeptideos.

Outro possivel mecanismo avaliado pelo qual VIP e PACAP inibem a replica¢do do
HIV-1 em macrofagos foi a analise da sua capacidade de estimular a producéo de IL-10. Os
nossos resultados mostram que o VIP e PACAP estimulam a producédo de IL-10, achado que
esta de acordo com os de Delgado e colaboradores (1999), que mostraram que VIP e PACAP
estimulam a producdo de IL-10 em macrofagos murinos (156). IL-10 é uma citocina
produzida por macréfagos e linfocitos T ativados, esta implicada no controle da inflamacéo e
na resposta imune frente a microorganismos patogénicos (176). Em relacdo aos efeitos da IL-
10 na infeccdo por HIV-1, vérios autores j& demonstraram a atividade antiretroviral desta
citocina (73), a qual reduz a replicacdo do HIV-1 nos estégios iniciais da infeccdo (82). E da
mesma forma que demonstramos para as B-quimiocinas, verificamos que o blogqueio do
receptor de IL-10 resultou num decréscimo do efeito inibitério desempenhado por
VIP/PACAP na produgéo do HIV-1.

Nos detectamos previamente que VIP e PACAP induzem a producédo de B-quimocinas
por macréfagos, e determinamos que elas participam do fenémeno inibitério do HIV-1
promovido por VIP e PACAP atraves dos ensaios de neutralizacdo, que significativamente
reduziu o grau de inibicdo da replicacdo viral promovido pelos neuropeptideos. CCL3 e
CCLS5, junto com CCL4, inibem a infeccdo pelo HIV-1 por meio da competicéo pelo receptor
CCR5, que é utilizado como co-receptor de entrada pelo HIV-1, podendo também inibir a
infeccdo em virtude da diminuicdo da expressao membranar induzida apos ligacdo ao

receptor.
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Outro mecanismo gque demonstramos pelo qual VIP e PACAP inibem a replicacdo do
HIV-1, corresponde a capacidade destes neuropeptideos induzirem a producgédo de IL-10 por
macrofagos. Conforme os experimentos de neutralizacdo do receptor de IL-10 mostram, VIP
e PACAP dependem da inducdo desta citocina para promover a inibicdo 6tima do HIV-1. No
contexto da infeccdo pelo HIV-1, a IL-10 é descrita como uma potente inibidora da

replicacdo, agindo através da interferéncia na transcrigdo reversa do RNA viral do HIV-1.

Considerando a dependéncia de receptores para a inducdo do efeito inibitorio sobre o
HIV-1, observamos que a acdo de VIP ocorre via estimulo dos seus receptores VPACL e
VPAC?2, porem ndo atraves de PACL. Estes resultados certamente derivam da alta afinidade
de VIP para VPACL1 e VPAC2, e de sua baixa afinidade para PAC1. A capacidade de PACAP
em diminuir a replicacdo do HIV-1, por outro lado, pode ser dependente dos seus trés
receptores, desde que sua acdo € anulada apenas quando os trés receptores sdo bloqueados.
Em virtude da afinidade de PACAP por PACL1 ser muito maior do que a afinidade por VPAC1
e VPAC?2, acreditamos que PACAP liga-se preferencialmente a PAC1, interagindo com o0s
outros receptores apenas em situacfes de auséncia ou blogueio do seu receptor primario, ou
também quando em concentragdes muito altas. A nocao da acao inibitoria de VIP e PACAP,
dependente de receptores, sobre o HIV-1 foi consolidada com o uso de agonistas especificos.
Caracterizamos VPAC2 e PAC1 como receptores inibitdrios da replicacdo do HIV-1,
enquanto que VPAC1 como um receptor favoravel a replicacdo viral. Além disso,
determinamos que a ativacdo simultanea desses receptores por agonistas especificos, ou pelos
neuropeptideos nativos, supera a acdo pro-HIV-1 de VPAC1 quando ativado isoladamente.
Em outras palavras, o resultado final da ligagdo simultdnea desses trés receptores em
macrofagos infectados é a producédo reduzida de particulas virais por estas células. A luz dos
dados aqui expostos, este estudo acrescenta informacdes que ajudam a melhor entender como
mecanismos de interacdes fisiolégicas do hospedeiro podem participar e influenciar a
patogenia da infeccdo pelo HIV-1, e o discernimento das fungdes dos receptores destes
neuropeptideos contribui  para o possivel desenvolvimento de novas estratégias

farmacoldgicas de controle da infeccdo pelo HIV-1, focando o hospedeiro.

A interacdo entre o HIV-1 e o hospedeiro € um mecanismo complexo e multifatorial,
dependente da viruléncia e patogenicidade do virus, assim como da resposta imunoldgica do
hospedeiro frente a presenca deste patdgeno (177). Na auséncia de tratamento antiretroviral, a
infeccdo por HIV-1 resulta no comprometimento do sistema imune do hospedeiro, com
progressiva deplecdo de linfocitos T CD4" e o desenvolvimento da AIDS. Muitos

mecanismos que contribuem para a patogénese constituem desafios para o seu esclarecimento;
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portanto, a identificacdo e caracterizacdo de fatores endogenos que modulam a replicagédo do
HIV-1 contribuem de forma importante para uma melhor compreensédo da infeccéo pelo HIV-
1. Além disso, um entendimento dos mecanismos que alteram a producgdo do virus no corpo
humano permite a formulacdo de novas estratégias terapéuticas com vista ao controle da
infeccdo por este patdgeno. Nessa perspectiva muitos estudos procuram elucidar a
participacdo dos diferentes fatores envolvidos na modulacéo da replicacéo viral no hospedeiro
(178).

Assim, entendemos que os resultados apresentados e discutidos na presente
dissertagdo possuem relevancia dentro da linha de pesquisa de modulacdo da replicagcdo do
HIV-1 por fatores do hospedeiro, trazendo novas perspectivas e possibilidades de estudos
complementares. Ndo podemos descartar efeitos diretos de VIP e PACAP sobre a transcricao
e traducdo do virus, tais como ativacao ou inibi¢do de vias de sinalizagcdo que atuem sobre 0
HIV-1, incluindo tanto componentes citosélicos quanto fatores nucleares. A capacidade de
VIP e PACAP de induzir a sintese de B-quimiocinas e de IL-10, moléculas reconhecidas por
sua atividade antirretroviral, e a capacidade de inibir a replicacdo do HIV-1 em diferentes
doses e abordagens de tratamento mostram que estes neuropeptideos podem desempenhar um
papel relevante na regulacdo da disseminacdo sistémica e na multiplicagdo do HIV-1
principalmente nos macrdfagos, considerados reservatorios virais e parcialmente refratarios a

drogas antirretrovirais (179).
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6 CONCLUSOES

VIP e PACAP inibem a replicacdo do HIV-1 em macrdfagos, e essa inibi¢do pode ser
obtida com o uso combinado de ambos 0s neuropeptideos em doses baixas, ou mesmo

isoladamente, quando em exposicao repetida.

A acdo de VIP ocorre através dos receptores VPAC1 e VPAC2, enquanto a de
PACAP ocorre primariamente via o receptor PACL. Isoladamente, VPAC1 promove 0
aumento da replicacdo viral, enquanto VPAC2 e PACL1 isolados atuam inibindo a producdo de
HIV-1.

A exposicdo a VIP ¢ PACAP resulta na produgdo de B-quimiocinas e de IL-10 por
macrofagos, e estas moléculas participam da inibicdo promovida por VIP e PACAP,

correspondendo a parte do mecanismo inibitério do HIV-1 por estes neuropeptideos.
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7

PERSPECTIVAS

Como objetivos futuros, pretendemos:

Verificar a atividade de componentes da via de sinalizagéo de VIP e PACAP
em macrofagos infectados e tratados com estes neuropeptideos.

Avaliar a expressdo génica e proteica de membros da familia APOBEC3 em
macrofagos infectados pelo HIV-1 e expostos aos neuropeptideos VIP e
PACAP.

Verificar se membros da familia APOBEC3 sdo alvos de fosforilagdo por
componentes da via de sinalizacdo de VIP e PACAP em macrofagos
infectados pelo HIV-1.

Avaliar a atividade enzimética dos membros da familia APOBEC3 em células
infectadas por HIV-1 e tratadas com VIP e PACAP, com base na identificagdo
de hipermutacdes caracteristicas no provirus integrado.

Averiguar se VIP e PACAP inibem a replicacdo do HIV-1 em macr6fagos
expostos a estes neuropeptideos antes da infeccdo.

Analisar a expressao génica e proteica de fatores transcricionais e reguladores
do ciclo celular relacionados aos processos de transcri¢do e laténcia do HIV-1

em macrdfagos tratados com VIP e PACAP antes e apos a infeccao.
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