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RESUMO

GALVAO-LIMA, L. J. Infeccdo por HIV-1 em macréfagos: ativacdo do
inflamassoma e estratégias de evasdao viral da resposta imune. 2018. 150f.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de
Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Apesar dos inumeros avangos no tratamento da infeccdo por HIV desde o
reconhecimento da epidemia, muitas questbes permanecem em aberto e
dificultam o desenvolvimento de terapias efetivas que auxiliem a manutencéo da
integridade da resposta imune dos individuos infectados. Nesse contexto, ao
longo dos anos diversos trabalhos tem evidenciado o papel-chave dos
macréfagos durante a patogénese da infeccdo por HIV-1. Estas células podem
atuar como importante reservatorio viral ao longo da infeccéo por HIV, apesar de
apresentarem um conjunto complexo de sensores intracelulares, os quais séo
responsaveis pelo reconhecimento de padr6es moleculares associados a
patégenos ou ao perigo. Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar
0S mecanismos virais e celulares ativados durante a infeccdo por HIV-1 que
possibilitam a evasdo da resposta imune e a persisténcia da replicacao viral em
macréfagos humanos. Em paralelo, nés também realizamos a caracterizacao
fenotipica inicial de YSDMs e MDMs, subpopulacbes de macréfagos
ontogenicamente distintos, isoladas do figado de primatas nao-humanos
cronicamente infectados por SIV. Nossos resultados indicaram a liberacéo de IL-
1B e de outras citocinas inflamatérias apenas em MDMs resting infectados in
vitro, mas nao em células ativadas nos padrdes inflamatério ou relacionado ao
reparo tecidual. De modo semelhante, a expressdo génica e ativacdo de
proteinas néo indicou a ativacdo do inflamassoma em MDMs infectados. Com
base nas predi¢cdes de interacdo obtidas in silico entre proteinas virais e do
hospedeiro, a presencga de HIV-1 Gag e HIV-1 Vpr seriam fundamentais para o
sucesso da infeccdo viral, uma vez que elas podem interagir com proteinas
celulares (como PTGES e BCL2), prejudicando a ativagao da resposta imune.
Considerando esta hipotese, avaliamos a producdo de ROS e liberagdo de
mediadores lipidicos no sobrenadante de MDMs infectados. A analise desses
resultados sugere que a infeccado por HIV-1 interfere na liberagcdo de ROS de

forma distinta entre os estagios de ativacdo de macrofagos, prejudicando



especialmente a liberacdo deste mediador por MDMs resting ou ativados no
padrao relacionado ao reparo tecidual, mesmo apos adicdo de PMA. De forma
semelhante, ndo foi observado aumento na liberacdo de trans-LTB4 no
sobrenadante de MDMs infectados, mesmo ap0s estimulo com iono6foro de
calcio. A analise por imunofluorescéncia de MDMs infectados com HIV revelou
a ocorréncia de alteracdes estruturais na mitocéndria e maior presenca de BIM,
proteina relacionada a apoptose pela via mitocondrial. Em conjunto, nossos
dados sugerem que proteinas virais (como HIV-1 Gag e Vpr) podem interagir
com proteinas do hospedeiro desde as etapas iniciais da infeccdo viral em
macrofagos, prejudicando a ativacdo do inflamassoma, o desenvolvimento da
resposta imune e contribuindo para o sucesso da infeccao viral. Adicionalmente,
considerando a diferenca na ontogénese de macréfagos presentes nos tecidos,
sugerimos um novo painel de marcadores que podem ser Uteis para diferenciar

por citometria de fluxo os MDMs e YSDMs obtidos de primatas ndo-humanos.

Palavras-chave: Macréfagos. Infeccdo por HIV-1. Ativagdo do inflamassoma.

Evasao viral.



ABSTRACT

GALVAO-LIMA, L. J. HIV-1 infection in macrophages: inflammasome
activation and strategies of viral evasion of the immune response. 2018.
150f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Despite all advances achieved on the treatment of HIV infection since the
recognition of the epidemy, several questions remain and impair the development
of therapeutic approaches that help maintain the integrity of the immune response
of infected patients. In this sense, over the years several papers have evidenced
the key-role of macrophages during the HIV-1 pathogenesis. These cells can act
as an important viral reservoir during all stages of HIV infection, despite
presenting a complex system of intracellular sensors, which are responsible for
recognition of pathogens- and danger-associated molecular patterns. In this
sense, this study aims to evaluate the viral and cellular mechanisms activated
during the HIV-1 infection that allows the viral evasion of the immune response
and the persistence of viral replication in human macrophages. In parallel, we
also realized the initial phenotypic characterization of YSDMs and MDMs,
ontogenically distinct macrophage subpopulations, isolated from the liver of non-
human primates chronically infected by SIV. Our results indicated the release of
IL-18 and other inflammatory cytokines only in in vitro infected resting MDMs, but
not in cultured cells activated in inflammatory or tissue repair-related patterns.
Similarly, the analysis of gene expression and protein activation did not indicate
the inflammasome activation in infected MDMs. Based on the predictions of
interactions obtained in silico between viral and host proteins, the presence of
HIV-1 Gag and HIV-1 Vpr would be critical to the success of viral infection, since
they may interact with cellular proteins (as PTGES and BCL2), impairing the
activation of the immune response. Considering this hypothesis, we evaluated
the ROS production and release of lipid mediators on the supernatant of infected
MDMs. The analysis of these results suggest that the HIV-1 infection interferes
in the release of ROS distinctly between the stages of macrophage activation,
especially impairing the release of this mediator by resting MDMs or those
activated in tissue repair-related pattern, even after addition of PMA. Similarly,

we did not observe an increase in trans-LTB4 released on supernatant from



infected MDMs, even after stimuli with calcium ionophore. The
immunofluorescence analysis of infected MDMs revealed the occurrence of
structural alterations in mitochondria and increase of BIM, a protein related to
apoptosis via the mitochondrial pathway. Taken together, our data suggest that
viral proteins (as HIV-1 Gag and Vpr) could interact with host proteins since the
early steps of viral infection in macrophages, impairing the inflammasome
activation, the development of the immune response and allowing the
establishment of viral infection. Additionally, considering the differences in the
ontogenesis of macrophages present in tissues, we suggest a new panel of
markers that may be useful for differentiating by flow cytometry the MDMs and

YSDMs obtained from non-human primates.

Keywords: Macrophages. HIV-1 infection. Inflammasome activation. Viral

evasion.
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1.1 Estado da arte da infec¢cdo por HIV

Dentro de poucos anos completaremos a quarta década desde os
primeiros relatos pelo CDC da ocorréncia de uma doenca infecciosa misteriosa,
a principio predominante entre homens gays, usuarios de drogas, profissionais
do sexo, haitianos e hemofilicos, geralmente acompanhada pelo
desenvolvimento de outras infecgfes graves (Cdc, 1981; 1982). Essa estranha
relacdo entre os subgrupos populacionais afetados e a frequente rapida
evolucdo para o Obito chamou a atencédo das autoridades de saude de todo
mundo. O trabalho integrado de diversos grupos de pesquisa resultou poucos
anos depois no isolamento primario do novo agente patogénico, sua
classificacéo viral e o subsequente reconhecimento pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) da relacdo entre a infeccdo por HIV e o desenvolvimento da
AIDS (Barre-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1983). No Brasil, o primeiro relato
de isolamento do virus foi feito pelo grupo liderado pelo Dr. Bernardo Galvao em
1987 e representou um importante marco no desenvolvimento cientifico do pais,
especialmente em relacdo a pesquisa HIV/AIDS e outras doencas infecciosas
(Galvao-Castro et al., 1987).

A répida disseminagdo mundial da epidemia e o alto indice de
mortalidade apos o diagnostico de infeccdo por HIV impulsionaram o
desenvolvimento de novas pesquisas para compreensdo dos aspectos virais
mais elementares. Um exemplo deste fato consiste no sequenciamento completo
do genoma viral poucos anos apoés a sua identificacdo (Ratner et al., 1985) e
que, aliado ao desenvolvimento de estudos complementares sobre a replicacao
viral, possibilitaram a identificacdo de enzimas fundamentais para o sucesso da
infeccdo. Estas enzimas — notadamente a transcriptase reversa, a integrase e
protease viral — foram rapidamente selecionadas como potenciais alvos
terapéuticos e guiaram inicialmente o desenvolvimento de novas drogas capazes
de interferir no ciclo natural de replicacao viral. Nesse contexto, a Zidovudina
(AZT), um medicamento utilizado anteriormente durante a terapia de leucemias
causadas por retrovirus, foi a primeira droga liberada para uso terapéutico
durante a infeccdo por HIV em 1987. Nos anos seguintes, outras classes de
medicamentos foram desenvolvidas (inibidores de integrase, da protease viral,

da transcriptase reversa de modo analogo ou ndo-analogo dos nucleosideos,
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inibidores de entrada, inibidores de fusdo e antagonistas de CCR5) e
progressivamente implementadas na terapéutica combinada utilizada nos dias
atuais (Greene, 2007). Atualmente, mais de 25 drogas antirretrovirais com acao
em diferentes etapas da replicacdo viral sdo licenciadas pelo FDA e estdo
disponiveis para o tratamento em todo mundo (Avert, 2015).

No entanto, embora os inUmeros avangos conquistados desde entao,
atualmente a infeccéo por HIV e progressao para AIDS associadas a ocorréncia
de infeccbes oportunistas ainda € uma das principais causas de morte
relacionada ao desenvolvimento de doencas infecciosas em todo mundo
(Getahun et al., 2010; Ansari et al., 2013). Dados mais recentes da OMS estimam
que, desde o reconhecimento da epidemia, mais de 76 milhdes de pessoas
tenham sido infectadas pelo HIV e aproximadamente 35 milhdes tenham morrido
em decorréncia de comorbidades relacionadas ao HIV neste periodo,
especialmente a coinfeccdo por Mycobaterium tuberculosis. Estimativas mais
recentes preveem a manutencao da leve queda observada na taxa de incidéncia
anual e ocorréncia de 1,8 milhdes de novos casos por ano em todo mundo (Who,
2018).

No entanto, os dados epidemiolégicos mais recentes do Brasil parecem
ir na contramdo da tendéncia mundial observada nos ultimos anos. De acordo
com o mais recente boletim epidemiolégico publicado pelo Ministério da Saude,
desde o inicio da epidemia, foram notificados mais de 882 mil casos AIDS no
Brasil, resultando em mais de 316 mil ébitos no periodo. Durante os ultimos anos
as taxas de infeccao por HIV tém aumentado significativamente, especialmente
entre adultos jovens do sexo masculino e subgrupos populacionais de maior
vulnerabilidade, resultando na maior concentracao da infeccédo (2,5 homens: 1
mulher). Ainda durante o ano de 2016 foram notificados 37.884 mil casos novos
de infeccéo por HIV em todo pais, representando a alarmante ocorréncia de, em
média, um caso novo notificado a cada 13 minutos (Brasil, 2017).

Filogeneticamente, o HIV é pertence a familia Retroviridae e ao género
Lentivirus e pode ser classificado em dois tipos: HIV tipo 1 (HIV-1) e HIV tipo 2
(HIV-2). Eles diferem entre si nas caracteristicas genéticas e expressao de
antigenos virais, mas, embora os individuos infectados por HIV-1 apresentem

uma progressdo para desenvolvimento da AIDS mais acelerada quando
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comparados aqueles infectados apenas com HIV-2, ambos os tipos séo
igualmente capazes de ocasionar falhas na resposta imunoldgica do hospedeiro,
possibilitando a ocorréncia de neoplasias e infec¢des oportunistas (Buonaguro
et al., 2007; Human Immunodeficiency Virus (HIV), 2016).

O HIV-1 é geneticamente mais diverso quando comparado ao tipo 2,
amplamente disperso em todo mundo e pode ser subdivido em quatro grupos:
grupo M (maior ou principal); grupo O (outlier ou secundario); grupo N (n&o-M e
nao-0) e o grupo P (derivado da expressao ‘pending the identification of further
human cases’ cunhada no momento da sua descri¢do inicial). O HIV-1 grupo M
pode ser classificado ainda em diferentes subtipos (A1, A2, B, C, D, F1, F2, G,
H, J e K) de acordo com a sequéncia isolada do virus (Robertson et al., 2000;
Plantier et al., 2009; Vallari et al., 2011). Por outro lado, a dispersédo geogréfica
do HIV-2 ainda é limitada e restrita ao continente africano e ao sudeste asiatico.
Este tipo € geneticamente menos diverso em relacao ao tipo 1 e pode ainda ser
subdividido em sete diferentes grupos de acordo com a sequéncia génica: A, B,
C, D, E, F e G (Santiago et al., 2005). Ao longo deste trabalho seréo
apresentados resultados provenientes do estudo dos mecanismos de
patogénese e evasao viral desencadeados por duas cepas distintas do grupo M

de HIV-1, especialmente durante a infeccdo em macréfagos.

1.2 Historia natural da infec¢do por HIV-1 e desenvolvimento da

resposta imunoldgica

A infeccdo pelo virus ocorre a partir do contato com sangue ou outros
fluidos biol6gicos contaminados e pode ocorrer durante a préatica sexual sem uso
de preservativos; através do compartilhamento de seringas e outros objetos
(comuns durante o uso de drogas injetaveis); durante a gravidez, parto ou
aleitamento materno por mae contaminada (transmisséo vertical); ou ainda a
partir da transfusdo de sangue e outros hemoderivados contaminados. Outras
circunstancias expdem o individuo a maior vulnerabilidade e favorecem a
transmissao do virus: abuso de alcool e outras drogas; situacdes de reclusao ou
a pratica sexual com multiplos parceiros (Sleasman e Goodenow, 2003). Em
comum, todas as vias de transmisséo inicial da infeccéo resultam na presenca

de particulas virais na mucosa tecidual ou nos linfonodos drenantes,
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possibilitando o contato do virus com células suscetiveis a infeccdo do novo
hospedeiro.

Dentre as primeiras células infectadas logo ap6s o contato com as
particulas virais, os macréfagos teciduais expressam CD4, CCR5 e CXCR4 em
sua superficie — correceptores fundamentais para o sucesso da fusao inicial da
particula viral a membrana celular do novo hospedeiro (Freedman et al., 2003;
Smith et al., 2003). Paralelamente ao acumulo de evidéncias sobre o papel dos
macrofagos durante a patogénese da infeccdo por HIV-1, ao longo dos ultimos
anos diversos autores também tém discutido o papel das células dendriticas
(DCs) no processo de replicagao viral e disseminacao da infecgcéo para outros
subtipos celulares. Embora ainda encontrem resisténcia por parte da
comunidade cientifica especializada na area, estudos recentes sugerem que as
DCs, apesar de pouco infectadas por HIV-1, podem originar novas particulas
virais infecciosas ou ainda auxiliar na disseminacdo da infeccdo para outros
subtipos celulares através do mecanismo de trans-infeccéo (Geijtenbeek et al.,
2000; Wu e Kewalramani, 2006; Tsunetsugu-Yokota e Muhsen, 2013; Manches
et al., 2014).

A etapa inicial da infeccdo por HIV-1 € caracterizada pela rapida
expansdo da carga viral e ativacdo sustentada da resposta imune (RI) inata,
resultando na migracdo das células recém-infectadas para os linfonodos
drenantes e liberacdo de citocinas e quimiocinas, ocasionando o recrutamento
de novos subtipos celulares para os tecidos, incluindo outros macréfagos e
linfécitos T CD4+. Durante a formacao de sinapses imunolégicas entre APCs
(especialmente macréfagos e DCs) e linfocitos T CD4+ naive nos linfonodos,
ocorre, simultaneamente, a formacdo de sinapses infecciosas, as quais
possibilitam a disseminacdo de novas particulas virais recém-formadas para
células nao-infectadas (Mcdonald, 2010). Nesse contexto, apesar de iniciar a
resposta imune adaptativa contra a infeccdo recém-instalada, macrofagos
teciduais e DCs desempenham um papel critico ao longo da patogénese viral,
uma vez que possibilitam a expansao inicial das particulas virais e a
disseminacéao sistémica da infeccao, afetando diversos subtipos celulares.

Molecularmente, a etapa de fusdo da particula viral a célula do

7

hospedeiro € caracterizada pela interagdo entre a proteina viral gpl20 e o
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receptor CD4, presente na superficie celular. Esta interagdo inicial permite que
a proteina viral gp41 também interaja com um segundo receptor celular — CCR5
ou CXCRA4. O conjunto destas interacdes possibilita a fusdo da particula viral e
a membrana celular do hospedeiro, resultando na dissociacdo parcial das
proteinas que compdem o0 nucleocapsideo e a consequente liberacdo do
material genético e de outras proteinas virais no citoplasma da célula recém-
infectada. Estas proteinas, por sua vez, atuardo no processo de transcricao
reversa e sintese do cDNA viral, integracdo no genoma do hospedeiro e
producdo de novas particulas virais (Engelman e Cherepanov, 2012).

Em conjunto, as etapas de replicacao viral resultam na ativacédo da Rl
adaptativa (linfocitos B, linfécitos T CD4+ e CD8+), ocasionando a producédo da
primeira onda de anticorpos contra o virus. O periodo compreendido desde a
infeccdo inicial até a producdo dos primeiros anticorpos acompanhada do pico
da viremia inicial determina a fase aguda da infeccdo por HIV-1, ocorrendo
durante as primeiras semanas apds o contato com o virus. Ainda durante esta
etapa, o individuo infectado pode apresentar os primeiros sintomas clinicos —
como sudorese noturna, perda de peso sem razao aparente, cansaco, febres
recorrentes e diarréia. Outras caracteristicas marcantes desta etapa sdo a
intensa disseminacdao viral para outros 6rgaos e tecidos (como intestinos, baco,
figado e SNC), reducéo progressiva no numero de linfécitos T CD4+ presentes
no sangue periférico e na mucosa intestinal, aumento da carga viral detectada
no plasma e a ativagao sustentada da resposta imune (Moir et al., 2000).

ApGs este periodo inicial ocorre o desenvolvimento da fase cronica da
infeccdo, caracterizada muitas vezes pela auséncia de sintomas clinicos
importantes, a massiva colonizacao viral dos tecidos e ativacao sustentada da
resposta imunoldgica inata e adaptativa. Esta fase pode durar meses ou mesmo
varios anos sem que o individuo infectado apresente outras coinfeccbes
oportunistas e progrida para o desenvolvimento da sindrome (Crowe e Sonza,
2000).

Aterceira fase da infeccdo por HIV é caracterizada pelo desenvolvimento
da AIDS, geralmente cursando com a ocorréncia de infec¢cdes oportunistas
secundérias a intensa imunossupressdo causada apos a infec¢do viral. Neste

periodo, os pacientes infectados apresentam intensa imunossupressao e
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comprometimento geral do seu quadro, sendo necessario a implementacao de
diversas terapias de resgate. Comumente, a maior parte dos trabalhos presentes
na literatura relacionam o desenvolvimento da AIDS com a reducao brusca dos
niveis de linfocitos T CD4+ no sangue periférico, alta carga viral encontrada no
plasma e exaustdo da resposta adaptativa decorrente da ativacdo imune
sustentada (Barasa, 2011).

Nesse contexto, durante varios anos os trabalhos presentes na literatura
sugeriam que a reducdo do numero de linfocitos T CD4+ observada apos a
infeccdo por HIV-1 era ocasionada pela ativagéo de vias apoptéticas, resultando
na liberacdo de poucos sinais pro-inflamatérios e pequeno recrutamento
adicional de células para os tecidos. No entanto, recentemente o trabalho de
Greene e colaboradores modificou este paradigma ao evidenciar que a morte 0s
linfécitos T CD4+ nos 6rgaos linféides secundarios ocorre principalmente por
piroptose, e ndo apoptose, mediada pela intensa ativacao da caspase-1 e IFI16
(Doitsh et al., 2014; Monroe et al., 2014). Estes achados séo particularmente
importantes, uma vez que este tipo de morte celular amplificaria os sinais pro-
inflamatoérios gerados ao longo de todo curso da infeccdo e possibilitaria a
ativacao sustentada da resposta imunoldgica, apesar da reducao progressiva do
namero de linfocitos T CD4+ presentes no sangue periférico e nos tecidos.

Este desequilibrio gerado na ativacdo da resposta imunoldgica,
associado as deficiéncias funcionais encontradas em macréfagos infectados,
afeta diretamente a integridade do epitélio intestinal, permitindo a translocacéo
da microbiota e a consequente liberacdo de diversos PAMPs na corrente
sanguinea (Marchetti et al., 2013). O reconhecimento dessas moléculas por
células da imunidade inata induz a ativacdo sistémica da resposta imunoldgica,
a partir da liberacdo de diversas citocinas e quimiocinas no plasma, resultando
em um fendmeno conhecido como ou hiperativacdo continuada do sistema
imune, ou metainflamacéo, que influencia diretamente o desenvolvimento
sustentado do padrédo de resposta no perfil Thl (Kamat et al., 2012). Aliado a
intensa translocacdo da microbiota intestinal, estes eventos contribuem para a
ativacdo crbnica do sistema imune, resultando na exaustdo e consequente
inducéo do estado de anergia/senescéncia da resposta imunolégica. Este estado

de “inflammaging” (ativacao persistente que resulta na senescéncia da sistema
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imunoldgico) foi descrito inicialmente a partir da observacao da resposta imune
de individuos infectados na década de 1990 e que, aproximadamente 10 anos
apos a infeccdo, apresentavam desordens metabdlicas e imunologicas
compativeis ao envelhecimento precoce destes sistemas (Antiretroviral Therapy
Cohort, 2008).

1.3 Infeccdo por HIV-1 em macrofagos e sua influéncia nos padrdes
de ativacéao celular

Ao abordar este topico é fundamental ter em mente que, classicamente,
o termo “macréfagos” € usado para fazer referéncia de forma direta a um
conjunto de células, muitas vezes com morfologia e fungfes distintas entre os
tecidos, mas que em comum apresentam notéria capacidade fagocitica de micro-
organismos e debris celulares; producéo de citocinas e quimiocinas nos tecidos,
fundamentais para o recrutamento e ativacdo de outros subtipos celulares; assim
como capacidade de atuar como células apresentadoras de antigeno
profissionais (APCs), fazendo a conexao entre a ativagdo da resposta imune
inata e adaptativa. Além da sua notéria importancia para o funcionamento do
sistema imune, macréfagos sao fundamentais também durante o
remodelamento tecidual em condicbes fisiolégicas e manutencdo da
homeostase (Wynn e Vannella, 2016; Bosurgi et al., 2017; Ma et al., 2018).

No entanto, o uso desta nomenclatura genérica parece nao definir
adequadamente a complexidade dessas células, uma vez que ao longo dos
altimos anos diversos trabalhos evidenciaram por mecanismos distintos que
estas células nao representam uma populacdo homogénea. Alguns macréfagos
derivam de populacdes com capacidade de auto-replicacdo presentes nos
tecidos desde as etapas iniciais da embriogénese (Yolk Sac-Derived
Macrophages — YSDMs), enquanto outros macréfagos derivam diretamente de
mondcitos sanguineos (Monocyte-Derived Macrophages — MDMs) (Schulz et al.,
2012). Além disso, macrofagos residentes de diferentes 6rgdos apresentam
diferentes perfis de transcricdo génica e expressam marcadores de superficie
especificos para cada tecido (Gautier et al., 2012). A maioria dos estudos
envolvendo macrofagos e HIV baseiam-se em experimentos realizados com

MDMs, o que representa apenas um dos varios fenotipos encontrados em
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humanos. No entanto, j& foi evidenciado que também os YSDMs presentes em
diferentes 6rgaos podem ser eficientemente infectados por véarias cepas de HIV-
1 e atuar como importantes reservatorios virais, uma vez que podem proliferar e
sobreviver por longos periodos mesmo apos a infeccdo (Hufert et al., 1993;
Corboy e Garl, 1997; Kootstra e Schuitemaker, 1998).

No contexto da infec¢do por HIV-1, o estudo do papel dos macrofagos
foi bastante negligenciado ao longo dos anos, a despeito da sua importancia
para o desenvolvimento da patogénese viral. De fato, a ativacdo cronica da
resposta imune apos a infeccdo e a disseminacgdo viral nos tecidos e érgaos
linféides secundarios mediada por estas células contribui diretamente para o
sucesso da infeccao sistémica.

No entanto, uma diferenca importante relacionada ao mecanismo de
patogénese viral observada entre linfécitos T CD4+ e macréfagos consiste na
capacidade de resisténcia celular apds a infeccdo. Enquanto a maioria dos
linfécitos T CD4+ é rapidamente encaminhada para morte celular por diversos
mecanismos apos a infeccdo, os macréfagos sdo mais resistentes a inducao da
morte celular e conseguem sobreviver varios meses apos a infeccado. Essa
caracteristica é fundamental para formacédo de reservatérios virais e, aliada a
capacidade de producdo de novas particulas infecciosas, possibilita a
disseminacado da infeccdo por longos periodos, a persisténcia da inflamacéo
sistémica e o comprometimento de novas células do sistema imune, mesmo
durante o uso continuo de ARVs (Clapham e Mcknight, 2002; Benaroch et al.,
2010; Cunningham et al., 2010).

Ao longo dos anos, diversos trabalhos evidenciaram que os mondcitos
sdo menos permissivos a infeccdo quando comparado aos macrofagos (Rich et
al., 1992; Sonza et al., 1996; Yu et al., 2006; Alexaki et al., 2008; Collini et al.,
2010). No entanto, apoOs tornarem-se infectados nos tecidos e capazes de
produzir novas particulas virais, MDMs permanecem viaveis e apresentam
diversas deficiéncias funcionais relacionadas a apresentacdo de antigenos,
producao de citocinas/quimiocinas apés o reconhecimento de PAMPs e a menor
atividade fagocitica - como observada em macrofagos alveolares (Sperber et al.,
1993; Jambo et al., 2014; Galvao-Lima et al., 2017).
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Durante a ativacdo da resposta imunoldgica inata, os macréfagos sao
capazes de reconhecer PAMPsS/DAMPSs e, em conjunto com as citocinas
presentes no microambiente celular, resultam na ativacdo dessas células em
padrdes distintos: um com perfil mais inflamatério e outro relacionado ao reparo
tecidual. O processo de ativacéo celular ocorre de forma dinamica e permite a
transicdo entre os padrdoes, de acordo com as citocinas presentes no
microambiente tecidual (Novak e Koh, 2013; Wynn e Vannella, 2016; Bosurgi et
al., 2017).

A ativacdo de macrdfagos no padrdo inflamatorio esté relacionada ao
reconhecimento de citocinas proé-inflamatérias (como INF-y e TNF-a) no
microambiente celular e induz amplificacdo da resposta imune, com intensa
liberacdo de citocinas e quimiocinas (como IL-12 e CXCL10), alta capacidade
microbicida e de eliminagdo de células tumorais, relacionando-se diretamente ao
desenvolvimento da resposta Thl observada em linfécitos T CD4+. Por outro
lado, a ativacao de macréfagos no padréo relacionado ao reparo tecidual diverge
em relacdo ao anterior pelo conjunto de citocinas (como IL-4, IL-13 ou TGF-B)
reconhecidas por estas células no microambiente tecidual, resultando na maior
liberacdo de citocinas anti-inflamatérias (como IL-10 e TGF-[8), maior capacidade
fagocitica e de apresentacdo de antigenos. A ativacdo de macrofagos neste
padrao também esté relacionada a ativacdo da resposta imune contra infec¢des
parasitarias, atividade imunorreguladora e desenvolvimento e progressao
tumoral, assemelhando-se ao padrao de resposta Th2 observado em linfocitos T
CD4+ (Ishii et al., 2009; Lawrence e Natoli, 2011; Sica e Mantovani, 2012).

Nesse contexto, o reconhecimento das citocinas e de PAMPs no
microambiente tecidual induz alteracBes epigenéticas, as quais resultam em
perfis distintos de expressdo génica e ativacao/silenciamento de importantes
vias de sinalizacao (Kittan et al., 2013). Trabalhos recentes do nosso grupo
demonstraram que macrofagos obtidos de pacientes infectados por HIV-1
virgens de tratamento ou em uso regular da terapia antirretroviral e ativados in
vitro nos padrdes inflamatorio ou relacionado ao reparo tecidual liberam menores
niveis de citocinas e quimiocinas (como IL-6, IL-12, TNF-a, IL-10, RANTES,
CXCL10 e MCP-1) apés estimulo com agonistas de TLR4 e TLR2/Dectin-1,

sugerindo que os MDMs obtidos de pacientes cronicamente infectados
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apresentam alteracdes epigenéticas e funcionais que néo sdo revertidas mesmo
durante o uso regular de ARVs (Espindola et al., 2015; Galvao-Lima et al., 2017).
Estas alteracdes também foram observadas nos mondcitos obtidos destes
pacientes, sugerindo que a infec¢ao por HIV-1 provavelmente ocorre nas células
progenitoras presentes na medula 0ssea e que, possivelmente, estas células
infectadas ao migrarem para os tecidos e diferenciarem-se em macrofagos
manterdo este imprint epigenético, o qual ndo é revertido pelos protocolos
terapéuticos atuais (Espindola et al., 2018). Dessa forma, com base nestes
achados e outros publicados na literatura, consideramos a ocorréncia de
alteracdes no processo fisiolégico de sinalizacdo celular em macréfagos de
pacientes infectados por HIV-1 como um evento critico para 0 sucesso da
replicacdo viral, evasdo da resposta imune e o estabelecimento da infeccdo
sistémica (Kogan e Rappaport, 2011; Koppensteiner et al., 2012; Dai et al., 2013,
Kumar et al., 2014).

1.4 Influéncia da infec¢éo por HIV-1 em vias de sinalizacdo e evaséao
viral da resposta imune em macrofagos

Diferentes autores sugeriram que as proteinas virais presentes nas
etapas iniciais da infeccdo poderiam interferir também na ativacao de vias de
sinalizacdo durante a infeccdo em macrofagos, contribuindo para o
desenvolvimento de estratégias de evasao viral da resposta imune e o
estabelecimento da infeccdo crbénica (Gougeon, 2003; Diget et al., 2013;
Mashiba e Collins, 2013).

Nesse sentido, Chihara e colaboradores demonstraram in vitro que
macrofagos ativados no padrdo relacionado ao reparo tecidual, ao
reconhecerem proteinas soluveis de HIV-1 (Tat, Vpr, gp120 e Nef), ativam as
vias dependentes de MAPK, AP-1 e NF-kB e séo reprogramados para o padrao
inflamatorio de ativagdo (Herbein et al., 2010; Chihara et al., 2012), enquanto o
reconhecimento de proteinas virais por macréfagos néo polarizados induz a
liberacdo de estimulos pro-inflamatérios dependentes da ativacdo de NF-kB,
MAPK e STAT1, além de inibir a expressdao de CD36 na superficie celular
(Federico et al., 2001; Olivetta et al., 2003; Varin et al., 2003; Olivetta et al.,
2014).
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A acdo de proteinas virais na inativacdo ou escape da acao de fatores
de restricdo da replicagdo viral em macréfagos tem sido extensivamente
demonstrada (Cobos Jimenez et al., 2012; Malim e Bieniasz, 2012; Dragin et al.,
2013; Pauls et al., 2013). No entanto, poucos estudos exploram os efeitos das
proteinas virais liberadas no citoplasma durante os estagios iniciais da infeccéo
e como elas interferem no metabolismo celular e recrutamento/degradacéo de
proteinas, permitindo a replicacdo viral e a ocorréncia de falhas no
desenvolvimento da resposta imune (Herbein et al., 2010; Datta et al., 2016)

Em uma situacdo ideal de ativacdo da resposta imune inata, o
reconhecimento de uma possivel infeccao viral ocorre a partir da interacao entre
os PAMPs virais e os PRRs presentes na superficie ou no meio intracelular,
desencadeando a ativacao de vias de sinalizacao intracelulares e a inducao do
estado antiviral celular com objetivo de controlar a infeccédo (Jacobs e Damania,
2012). Durante estes processos, um dos principais mecanismos utilizados para
ativacao da resposta antiviral em macréfagos € a ativacdo das vias do complexo
de sinalizacdo do inflamassoma. Descrito inicialmente por Martinon, Burns e
Tschopp, esse mecanismo esta relacionado ao reconhecimento de PAMPs e
DAMPs intracelulares e desenvolvimento da resposta imunoldgica, resultando
na ativacao de fatores de transcricdo génica, producéo de citocinas/quimiocinas
e ativacao de vias de sinalizacao relacionadas a sobrevivéncia celular (Martinon
et al., 2002; Lamkanfi e Dixit, 2012).

Dentre os principais mecanismos de sinalizacéo relacionadas a ativagao
do inflamassoma, as vias de sinalizacdo dependentes de NLRP3, AIM2 e RIG-I
sdo particularmente importantes para o0 desenvolvimento da resposta
imunoldgica durante as etapas iniciais de infec¢Bes virais (Poeck et al., 2010;
Rathinam et al., 2010; Rajan et al., 2011; Ermler et al., 2014; Tam e Jacques,
2014). Estruturalmente, o sensor RIG-I (Retinoic acid-inducible gene I, também
denomidado de DDX58) é formado por 3 heterodominios: o primeiro € composto
por duas regides responséaveis pela interacdo e ativagdo com as caspases na
porcdo N-terminal (Caspaese Activation and Recruitment Domains; CARD); o
segundo dominio € composto por uma regido capaz de interagir com o RNA
exogeno (DEAD Helicase); e o terceiro, presente na por¢cdo C-terminal, esta

relacionado ao processo de autorregulagdo da ativacdo do RIG-I (Repressor
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Domain - RD; C-terminal Domain — CTD). Fisiologicamente, este sensor &
ativado apds o reconhecimento de RNAs néo-proprios no citoplasma, comuns
durante os estagios iniciais de diversas infec¢des virais. Por sua vez, a molécula
de AIM2 (Absent in melanoma 2) € composta por dois dominios distintos: o
primeiro, PYD, presente na por¢éo N-terminal é responsavel pela interagdo com
o dominio semelhante da molécula adaptadora ASC durante a ativacdo desta via
de sinalizacédo; e o segundo, HIN-200, presente na por¢cao C-terminal da proteina
€ responsavel pelo reconhecimento de moléculas de DNA dupla fita no
citoplasma celular do hospedeiro. Durante as etapas de sinalizagdo desta via €
fundamental a presenca de ASC para completa ativacdo das caspases,
producdo de IFN-tipo | e inducédo do estado antiviral celular (Yoneyama et al.,
2004; Hausmann et al., 2008; Fernandes-Alnemri et al., 2009; Rathinam et al.,
2010; Hwang et al., 2012).

Por outro lado, a sinalizacdo mediada por NLRP3 que resulta na ativacao
do inflamassoma ocorre a partir do reconhecimento de uma ampla variedade de
estimulos potencialmente perigosos para célula, como a presenca de PAMPs
virais e bacterianos, influxo de Ca?*, efluxo de K* a liberacéo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) produzidas durante o0 metabolismo mitocondrial.
Estruturalmente, a molécula de NLRP3 é composta de 3 dominios distintos: o
primeiro na porcdo C-terminal € composto por uma regido rica em leucina
(Leucine-rich repeat; LRRs); o segundo, NOD (Nucleotide-binding
oligomerization domain-containing protein 2; também conhecido como NACHT),
€ responsavel pelo reconhecimento e interacdo com os PAMPs e DAMPs, assim
como pela oligomerizacdo adequada da proteina; e o terceiro dominio presente
na porcao N-terminal é formado por PYD e, a exemplo do observado com AIM2,
€ responsavel pela interacdo com a molécula adaptadora ASC, uma proteina
composta por um dominio PYD e outro CARD, para ativacdo das caspases
intracelulares (Davis e Ting, 2010; Tschopp e Schroder, 2010; Latz et al., 2013).

Em comum, a ativacéo isolada ou em conjunto de cada uma dessas vias
resulta na formagéo do inflamassoma — um complexo multiproteico responséavel
pelo recrutamento e clivagem da pro-caspase 1 na sua forma ativa. A ativacao
das caspases no meio intracelular ocasiona a clivagem da pro-IL-1 e da pro-IL-

18, liberando-as nas respectivas formas ativas - IL-la, IL-1B e IL-18.
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Adicionalmente, ocorre a ativacdo NF-kB, a indugao de genes pro-inflamatorios
e a ativagdo da resposta imune (Rathinam et al., 2010; Tschopp e Schroder,
2010; Gross et al., 2012; Hwang et al., 2012; Latz et al., 2013).

Considerando os diversos sensores intracelulares e as etapas
necessérias para replicacdo do HIV-1, em teoria, a infeccdo em macrofagos
deveria ndo conseguir ser estabelecida, uma vez que diferentes vias de
sinalizacao do inflamassoma seriam ativadas, o que resultaria na morte celular
por piroptose, além da ativacdo de um estado antiviral nas células subjacentes
apos o reconhecimento das citocinas pro-inflamatdrias liberadas. No entanto,
considerando os achados obtidos em diversos estudos in vitro e in vivo, 0s quais
comprovam o sucesso da infeccdo em macrofagos, claramente a infecgéo viral
consegue subverter o funcionamento da resposta imune e mesmo entrar em
laténcia por longos periodos.

Os mecanismos de ativagdo do inflamassoma durante infecgdes virais
tem sido evidenciados (Rehwinkel et al., 2010; Rajan et al., 2011; Lupfer et al.,
2013; Ermler et al., 2014; Chen e Ichinohe, 2015), no entanto, poucos estudos
exploram o reconhecimento/ativacéo do inflamassoma em células da imunidade
inata durante a infecgéo por HIV-1. Dessa forma, dada a relevancia da ativagéo
do inflamassoma para ativacdo da resposta imune e controle de diversas
infeccdes e, por outro lado, a capacidade dos macrofagos serem infectados por
HIV-1 e produzir novas particulas virais ao longo do curso natural da doenca,
nossa hipétese inicial de trabalho foi que o sucesso de infeccdo viral e a
ocorréncia de alteracdes funcionais em macréfagos infectados por HIV-1 poderia
estar relacionada as falhas induzidas nos mecanismos de ativacéo da resposta
imune inata, especialmente na ativacdo do inflamassoma, as quais
possibilitariam a evaséo viral da resposta imunologica e a producéo viral por

longos periodos, mesmo durante o uso regular da terapia antirretroviral.

15 Infec¢do viral em macréfagos ontogenicamente distintos e uso de
primatas n&do-humanos no estudo da patogénese mediada por
SIV/HIV-1
Até poucos anos atras, o termo “macréfago” era utilizado para designar

uma populacdo de células presentes em diversos tecidos, mas que
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apresentavam em comum a capacidade de fagocitar patégenos e outros debris
celulares, apresentar antigenos e recrutar outras células para os tecidos apos o
reconhecimento de PAMPs e DAMPs. No entanto, o recente acumulo sucessivo
de novas evidéncias sobre a ontogénese dual desta populacdo celular foi
decisivo para quebra deste paradigma e a subsequente reavaliagdo do papel
destas células na manutencédo da homeostase tecidual e durante a patogénese
de diversas doencas.

Durante as etapas iniciais do desenvolvimento embrionario, uma
primeira onda de macrofagos é originada a partir de células progenitoras
presentes no saco vitelinico (Yolk Sac-derived macrophages — YSDMs), a qual
sera responsavel pela colonizacao inicial dos tecidos. A partir dessas células
ocorre 0 remodelamento tecidual, critico durante a embriogénese, a partir da
fagocitose de células apoptoticas e liberacdo de citocinas e quimiocinas,
fundamentais para a migracdo e diferenciagcdo de células progenitoras. Ao
contrario dos MDMs, YSDMs apresentam capacidade de autoproliferacdo na
periferia e, de forma semelhante, sdo capazes de fagocitar debris celulares,
liberar citocinas e quimiocinas, além de reconhecer PAMPs e DAMPSs teciduais.

Adicionalmente, os YSDMs podem dar origem a macréfagos teciduais
especializados (como a microglia no SNC), os quais persistem mesmo durante
a fase adulta em alguns tecidos. No entanto, em outros tecidos (como no figado,
pele e coragdo), essa primeira onda de macréfagos é parcialmente ou
completamente substituida por MDMs (Monocyte-derived macrophages) ao
longo do desenvolvimento, os quais iréo colonizar esses tecidos durante a fase
adulta (Ginhoux e Guilliams, 2016; Ginhoux et al., 2016). Paralelamente,
macrofagos teciduais tém sido relacionados a formacédo de reservatoérios virais
durante a infeccdo por HIV e SIV (Clayton et al., 2017; Gama et al., 2018), no
entanto, sem explicitar a influéncia de cada subpopulacdo de macréfago
considerando as suas diferencas ontogénicas durante a patogénese viral,
evidenciando a necessidade de novos estudos nesta area.

Entretanto, apesar dessas lacunas ainda existentes, 0s recentes
avangos conquistados ao longo dos ultimos anos no estudo dos mecanismos
basicos de replicacdo viral e relacionados a patogénese do HIV aceleraram a

descoberta de estratégias efetivas de prevencgéo da infec¢do, o desenvolvimento
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de novos antirretrovirais e alteraram drasticamente o destino de milhdes de
pacientes infectados, possibilitando maior sobrevida e com mais qualidade de
vida, além de impedir milhares de novas infeccbes a cada ano. Dentre os
principais marcos cientificos revolucionarios, o isolamento viral e o
desenvolvimento das primeiras terapias capazes de controlar a replicagéo viral
e causar menos efeitos colaterais foram decisivos para o rapido avanco do
conhecimento cientifico na area.

Embora néo exista até os dias atuais um protocolo terapéutico que
alcance a cura definitiva da infeccado por HIV, ao longo dos anos as terapias
antirretrovirais empregadas foram continuamente aprimoradas, como pelo
desenvolvimento de novas classes de medicamentos, aumento da eficiéncia
terapéutica com a utilizacdo de um nimero menor de comprimidos diariamente
e reducdo dos efeitos colaterais observados durante a terapia. Em conjunto,
todos os avancos conquistados na pesquisa de HIV/AIDS contribuiram para a
alteracdo do status da doenca ao longo dos anos: de uma eminente sentenca de
morte durante as décadas de 1980 e a primeira metade da década de 1990 para
o enfrentamento desta infeccdo como uma doenca crdnica grave que requer
atencao especial e tratamento diario, mas bem diferente do panorama observado
no comeco da epidemia.

Apesar destes avancos no tratamento e manejo da doenca, outros
desafios ainda se imp6em sobre 0s cientistas da area, médicos e pacientes.
Dentre eles, talvez 0 mais intrigante seja a capacidade do virus formar
reservatérios teciduais e muitas vezes entrar em laténcia durante a terapia
antirretroviral, fazendo com que a carga viral seja indetectavel no plasma dos
pacientes com boa adeséo ao tratamento. No entanto, a Suspensao por poucos
dias ou semanas do uso de ARVs resulta, na vasta maioria dos casos, no retorno
da carga viral detectavel no soro/plasma deste paciente e da capacidade de
transmissédo da infec¢do para outros individuos.

Nesse sentido, fica claro que, além das células presentes no sangue
periférico, a infeccdo por HIV-1 também afeta outros subtipos celulares
presentes nos tecidos, como linfécitos T CD4+, macrofagos e células da
microglia (Avalos et al., 2016; Murray et al., 2016; Gama et al., 2017). A infecgéo

cronica destes subtipos celulares, associada a baixa biodisponibilidade tecidual
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dos ARVs, possibilitam a manutencao de um pool de células infectadas e viaveis
por longos periodos. Estes reservatorios virais presentes em diversos tecidos
(como SNC, baco e medula 6ssea) podem ser constituidos por células infectadas
em estado de laténcia (cujo genoma viral esta integrado ao do hospedeiro, mas
gue ndo apresentam sinais de replicacao viral ativa) e por aquelas com taxa de
replicagéo viral basal. Apesar de ser suficientemente baixa a ponto da sua
presenca nao ser detectada em amostras de sangue periférico de pacientes em
uso regular dos ARVs, a replicacao viral observada nos tecidos a partir destas
células que compdem os reservatérios € fundamental para disseminacdo da
infeccdo para ceélulas ndo infectadas e a consequente manutencdo dos
reservatorios virais a longo prazo (Chun et al., 1995; Chun, Stuyver, et al., 1997;
Micci et al., 2014).

Ao longo dos ultimos anos diversos estudos tém buscado compreender
quais os fatores determinantes para a quebra da laténcia de células infectadas
e a reativacdo da replicacdo viral in vivo, assim como quais 0S mecanismos
celulares ativados durante a infec¢do que contribuem para evasao para evasao
viral da resposta imune. Diante deste fato, diferentes métodos tem sido
desenvolvidos para quantificacdo da laténcia e ativagao viral em diferentes
tecidos (Chun, Carruth, et al., 1997; Clements et al., 2002; Queen et al., 2011,
Avalos et al., 2016; Gama et al., 2017).

Paradoxalmente ao observado na maioria dos linfécitos T CD4+
infectados no sangue periférico, macréfagos e uma parcela dos linfécitos T CD4+
presentes nos tecidos sdo mais resistentes e suportam por longos periodos a
infeccdo por HIV-1, mesmo em estados de replicacdo viral ativa. Dentre os
possiveis mecanismos diferencialmente ativados entre esses dois subtipos
celulares, a maior acdo de mecanismos protetores e de reparo associados a
producdo de espécies reativas de oxigénio e a peroxidacdo de proteinas
celulares durante a replicagéo viral podem ajudar a compreender a formacéo dos
reservatorios nos tecidos, evitando a morte das células infectadas (Stephensen
et al., 2005; Ilvanov et al., 2016).

Nesse contexto, de forma a viabilizar a realizagcdo destes estudos, 0
emprego de modelos animais, especialmente de primatas ndo-humanos (NHP),

tem se apresentado como uma importante ferramenta durante para a
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compreensao dos mecanismos envolvidos na patogénese viral (como a
disseminacgdo tecidual, formacdo de reservatorios e indugcdo de laténcia em
células infectadas), o desenvolvimento de novas drogas antirretrovirais e vacinas
gue sejam eficazes na prevencéao e/ou tratamento da infeccao e que apresentem
poucos efeitos colaterais (Hu, 2005; Pace et al., 2011; Evans e Silvestri, 2013;
Lynch et al., 2013).

Ao longo dos anos, o uso de macacos Rhesus e Pigtails tem se
demonstrado um bom modelo para estudo dos mecanismos de patogénese de
SIV/HIV, especialmente por apresentarem boa capacidade de treinamento e
relativa facilidade no manejo mesmo dos animais infectados, além de grande
similaridade fisiopatolégica durante a infeccdo por SIV/HIV aos achados
observados durante a infeccdo em humanos (Alexander et al., 1999; Henning et
al., 2011; Cohen, 2018). Dessa forma, considerando os aspectos éticos
relacionados e a dificuldade de obtencdo de amostras teciduais de seres
humanos infectados por HIV-1, o uso dos modelos animais adequados
possibilitou o avanco das pesquisas em HIV/AIDS, especialmente daquelas
relacionadas a patogénese viral e o desenvolvimento de novos medicamentos
para serem utilizados durante a terapia. Apesar destes avancgos, o atual status
cronico da infeccdo e a auséncia de uma estratégia terapéutica que resulte na
cura efetiva requer a realizacdo de novos estudos, seja diretamente em seres
humanos ou em modelos animais, para que seja realizado o aprimoramento
continuo da terapia e da qualidade de vida dos individuos infectados, visando o
desenvolvimento de uma estratégia de tratamento definitiva para a infec¢éo por
HIV (Gardner e Luciw, 2008; Estes et al., 2018; Sato e Sasaki, 2018).

Nesse sentido e diante do exposto anteriormente, a realizacdo do
presente estudo € necesséaria para melhor compreensdo dos mecanismos
celulares ativados durante a infeccdo por HIV-1 em macrofagos e que
contribuem para evasao viral da resposta imune inata, assim como diferentes
subpopulacdes de macréfagos presentes nos tecidos contribuem para formagéao
de reservatorios virais ao longo de todo curso da infecgdo, mesmo apos o inicio

da terapia antirretroviral.
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2.1

2.2

OBJETIVO

hY

Avaliar os mecanismos relacionados a ativacdo do inflamassoma
durante a infeccgéo in vitro por HIV-1 em macro6fagos humanos derivados
de mondcitos e como eles contribuem para evasao viral da resposta

imunologica inata.

Realizar a caracterizacdo fenotipica inicial para isolamento de
macrofagos de diferentes origens embrionarias, os YSDMs e MDMs,
isolados do figado de primatas ndo-humanos, cronicamente infectados
por SIV.
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Para alcancar o objetivo proposto foram tracados o0s seguintes
delineamentos experimentais:

Durante os experimentos realizados no Laboratério de Imunologia e
Epigenética da FCFRP/USP, foram reaproveitadas as camaras LRS™ de
leucorredugéo do sistema de aférese automatizada Trima Accel™, utilizados
durante a coleta especial de plaquetas no Hemocentro de Ribeirdo Preto. A
utilizacdo desta camara possibilitou a obtencdo de uma fracdo altamente
concentrada de leucocitos sem a necessidade de uma nova coleta ou qualquer
prejuizo para a produgdo normal dos hemocomponentes. Deste modo, 0s
monécitos CD14+ foram purificados utilizando-se sistema de microbeads
magnéticas, diferenciados em macrofagos e utilizados nos experimentos
posteriores, conforme representado na figura 1.

Durante o desenvolvimento do estagio de Doutorado Sanduiche, os
experimentos foram executados no Retrovirus Lab da Johns Hopkins University
— School of Medicine. Para realizacdo dos experimentos envolvendo modelos
animais, o figado de macacos Rhesus infectados com SIV e regularmente
tratados com ARVs foi coleado durante as necropsias previamente agendadas
para realizagéo simultanea de outros estudos. Os macréfagos derivados do saco
vitelinico (YSDMs) ou de monécitos (MDMs) foram isolados baseado no
protocolo descrito por Casseta e colaboradores (Cassetta et al., 2016). Em
seguida, as células MMR+ ou CD11b+ foram purificadas utilizando-se sistema
de microbeads magnéticas, plagueadas e utilizadas em ensaios posteriores (Fig.
2).
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Isolamento dos leucdcitos totais retidos
na camara de leucorreducao durante a
doacdo de plaquetas por aférese

Purificagdo das células mononucleares CD14+
utilizando sistema de microbeads magnéticas
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Infeccdo in vitro por HIV-1 dos macréfagos em cultura

Liberacdao de citocinas e Expressdo de marcadores de superficie
guimiocinas no sobrenadante relacionados a ativacao celular

Expressdo de genes relacionados Atividade e localizacdo de proteinas
a ativacao do inflamassoma e envolvidas na sinalizacdo celulare
evasao viral da respostaimune evasdo viral da respostaimune

Figura 1. Representacdo esquematica do delineamento experimental realizado durante a
execucdo do estudo no Laboratorio de Imunologia e Epigenética da FCFRP — USP.
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macacos Rhesus infectados comSIV e
regularmente tratados com ARVs

Isolamento dos macréfagos teciduais e
MDMs; Purificagdo celular utilizando
microbeads magnéticas

Plagueamento das fragoes celulares obtidas

)

Caracterizacao fenotipicade YSDMs Analise dainfecgdao por SIVem MDMs
e MDMs por citometria de fluxo por Imunofluorescéncia

Avaliacdo da capacidade fagociticade
MDMs purificados

Figura 2. Representacédo esquemaética do delineamento experimental realizado durante a
execucdo do estadgio de doutorado sanduiche no Retrovirus Lab da Johns Hopkins
University — School of Medicine.
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4.1 Casuistica

Durante a fase de execucédo dos experimentos no Brasil foram
recrutados voluntariamente 60 doadores de sangue atendidos no Hemocentro
de Ribeirdo Preto. Foram excluidos do estudo doadores de sangue com idade
inferior a 18 ou superior a 65 anos; aqueles considerados inaptos apos a triagem
clinica ou que apresentaram reatividade soroldgica para infecgdes por HIV-1 e
2, HTLV-I e Il, doenca de Chagas, Sifilis ou Hepatites B e C. Os individuos
considerados aptos, de ambos 0s sexos, manifestaram a sua concordancia em
participar deste projeto apos assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE aprovado pelo comité de ética em pesquisa do HC-
FMRP/USP (processo HCRP n° 18492/2014). Cada participante concordou em
doar a camara LRS™ do sistema de leucorreducédo presente no kit apés a
doacao regular de plaquetas por aférese, realizada no Hemocentro de Ribeirdo
Preto. O nimero de integrantes do estudo e 0 método de andlise estatistica dos
resultados foram determinados baseados nos trabalhos relacionados publicados
na literatura e considerando o tempo de realizacao do projeto.

De forma semelhante, a inclusdo e utilizacdo dos 6rgdos de animais
infectados durante o periodo de Doutorado Sanduiche seguiu todas as normas
estabelecidas pelo comité de ética em pesquisa animal da Johns Hopkins
University — School of Medicine. Todos os animais utilizados durante a execucao
do presente estudo ja participavam de outras propostas complementares do
Retrovirus Lab, de modo que foi preciso realizar apenas um adendo a lista de
orgdos analisados durante as necropsias previamente programadas (NA
00015485). Ao longo deste estudo ndo foi necessario a inclusdo de outros

animais além daqueles previstos anteriormente.

4.2 Isolamento de leucdcitos totais, purificacdo da fracdo CD14+ e
diferenciacdo em macrofagos
A partir da fracdo sanguinea retida na camara LRS™ do sistema de
leucorreducéo dos circuitos do kit utilizado durante a doacao de plaquetas por
aférese, as células mononucleares presentes nas amostras foram isoladas
utilizando os tubos BD Vacutainer® CPT™ com heparina, seguindo as

recomendac¢des do fabricante. Em seguida, os mondcitos (fragdo CD14+) foram
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purificados utilizando sistema de selegdo imunomagnética positiva com Kkit
especifico (Milteny Biotec, USA). O precipitado celular obtido foi incubado com
anticorpos monoclonais anti-CD14 complexados as microbeads magnéticas e
em seguida aplicado a coluna de separagédo (LS column MACS™, Miltenyi
Biotec), acoplada a um suporte contendo um campo magnético
(QuadroMACS™, Miltenyi Biotec). Deste modo, apds a remocédo da coluna de
separacao do suporte, apenas células CD14+ foram purificadas e cultivadas em
placas de alta aderéncia. O meio de cultura foi substituido apés 3 dias de cultura
para remocao de debris e células ndo aderentes. Apds este periodo, as células
foram incubadas novamente por mais 2 dias em estufa a 37°C com 5% de COo..

4.3 Polarizacdo de macrofagos nos padrdoes inflamatorio ou

relacionado ao reparo tecidual

ApGs 5 dias em cultura, os macréfagos em cultura foram estimulados
com GM-CSF e IFN-y (20 e 10 ng/mL, respectivamente; R&D Systems e
Millipore) e mantidos em cultura por 72 horas para ativacdo no padrdo
inflamatério. De modo semelhante, os macréfagos foram estimulados durante 72
horas com IL-4 e IL-13 (50 ng/mL de cada; R&D Systems) para ativacdo no
padrao relacionado ao reparo tecidual. Macrofagos foram cultivados pelo mesmo
periodo adicional apenas com meio de cultura suplementado com 10% de FBS

e antibiotico como controle negativo (resting MDMSs) da ativacéo.

4.4 Infeccao in vitro por HIV-1 e avaliacdo da replicacao viral

Durante a execucao dos experimentos foram utilizadas duas cepas de
HIV-1 distintas: HIV-1gaL € HIV-1 89.6, ambas com tropismo CD4/CCR5 para
infeccdo em mondcitos/macréfagos. A primeira cepa viral foi gentilmente cedida
ao nosso laboratdrio pelo professor Dr. Dumith Chequer Bou-Habib, do Instituto
Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, enquanto os experimentos realizados no Retrovirus
lab (Johns Hopkins University) foram conduzidos utilizando a cepa HIV-1 89.6.

Apés a polarizagdo dos macréfagos em cultura, as células foram
incubadas com as respectivas suspensoes virais - 20 ng/mL (p24) de HIV-1gaL
ou MOI 0.001 de HIV-1 89.6 — em meio OptiPro (ThermoFischer). Em seguida,
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as células foram espinoculadas (1200 x G; 120 minutos; temperatura ambiente)
e, apos este periodo o sobrenadante foi removido para remocao das particulas
virais livres no sobrenadante e as células foram incubadas em meio fresco por
mais 16 horas (Lima et al., 2002; Souza et al., 2011).

A replicagéo viral apos infecgéo in vitro foi quantificada pela presenca de
RNA viral ou p24 de HIV-1 no sobrenadante das células em cultura. No primeiro
caso, o0 sobrenadante foi coletado em diferentes periodos, o material genético
viral foi extraido utilizando o QIAamp MiniElute Virus Spin Kit (Qiagen) e
quantificado por gRT-PCR, conforme descrito previamente (Avalos et al., 2016).
Paralelamente, a presenca de p24 no sobrenadante foi quantificada por ELISA,

seguindo as recomendacdes do fabricante (Sino Biological Inc., UK).

4.5 Deteccdao de citocinas e quimiocinas liberadas no sobrenadante
Ap0s 48 horas da infeccao in vitro por HIV-1, o sobrenadante foi coletado
para quantificacdo de citocinas e quimiocinas (IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-
17A, IFN-02, TNF-a, CXCL10, MCP-1, MIP-1a e MIP-1pB) liberadas apds infecgao
in vitro, utilizando kits multiplex (HCYTOMAG-60K, Milliplex® kit, Merck Millipore,
Germany). Seguindo as recomendagbes do fabricante, as amostras foram
adicionadas em placas especificas para o0 ensaio e diluidas em tampao fornecido
no kit e, apdés a incubacdo com microesferas magnéticas fluorescentes
recobertas por anticorpos de captura, quantificadas utilizando o software Milliplex
Analyst 5.1®, com auxilio de curva padrao para cada um dos analitos e encaixe
cubico em escala de log durante as analises. As analises de correlacdo das
citocinas liberadas foram realizadas utilizando o teste de Spearman bimodal e
os graficos foram realizados utilizando o software Cytoscape (v.3.2.0),
classificando as interagdes de acordo com a seguinte razéo: negativa (r<0); fraca
(r<0,36); moderadas (0,36<r<0,67); ou fortes (r>0,67). Em todas as condi¢des

analisadas, p<0.05 foi considerado estatisticamente significante.

4.6 Quantificacdo de mRNA de macrofagos infectados por HIV-1
O RNA total dos macréfagos em cultura foi extraido 8 horas apos
infeccédo in vitro (Chattergoon et al., 2014), utilizando o kit PureLink® RNA Mini

Kit (Invitrogen Corporation) e quantificado utilizando o Qubit® 2.0 Fluorometer
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(Life Technologies). Em seguida, o cDNA das amostras foi sintetizado utilizando
o kit MultiScribe™ Reverse Transcriptase (Life Technologies) e realizado o PCR
guantitativo com sondas TagMan® para analise da expressdo dos seguintes
genes: AIM2 (#Hs00915710_m1; sonda VIC-MGB; Life Technologies); ALOX15
(#Hs00993765_g1; sonda VIC-MGB,; Life Technologies); CPSF6
(#Hs00199668 _m1; sonda VIC-MGB; Life Technologies); CXCL10
(#Hs.PT.58.3790956.g9; sonda FAM; IDT® Inc.); NLRP3 (#Hs00918082_m1;
sonda VIC-MGB; Life Technologies); RIG-I (#Hs00204833 _m1; sonda VIC-MGB;
Life Technologies); SAMHD1 (#Hs00210019 m1l; sonda VIC-MGB; Life
Technologies); e SPTBN1 (#Hs00199668 ml1; sonda VIC-MGB; Life
Technologies). A expressdo de B-actina (#Hs.PT.39a.22214847; sonda HEX;

IDT® Inc.) foi utilizada como controle constitutivo das amostras analisadas.

4.7 Quantificacdo da expressao de marcadores presentes na superficie

de macrofagos

Para analise da expressdo de marcadores presentes na superficie
celular de YSDMs e MDMs foram utilizados os seguintes anticorpos: anti-CD3
(clone #sp34-2; BD Biosciences); anti-CD4 (clone #A161A1; Biolegend); anti-
CD11b (clone #Bearl; Beckman Coulter); anti-CD14 (clone #63D3; Biolegend);
anti-CD64 (clone #CD6428; Invitrogen); Anti-CD163 (clone #GHI/61; Biolegend);
anti-MMR (clone #15-2; Biolegend); anti- CCR5 (clone #HEK/1/85a; Biolegend)
e anti-HLA- DR (clone #L243, Biolegend). Todas as amostras foram
quantificadas por citometria de fluxo (BD LRSFortessa™; BD Biosciences) e os
dados obtidos foram analisados com auxilio do software FlowJo® (V.10.3, Tree

Star, Inc).

4.8 Ensaios de western blot e quantificacdo de specks de ASC no
sobrenadante de macréfagos infectados in vitro
Para realizacdo dos ensaios de western blot, macréfagos ativados nos
padrées MO, M1 ou M2a foram incubados por 8 horas com 20 ng/mL de p24 de
HIV-1ga-L, conforme descrito previamente (Lima et al., 2002; Souza et al., 2011).
Apos este periodo, todas as amostras (macrofagos em cultura ou sobrenadante)

foram incubadas com o tampao de lise do Qproteome Mammalian Protein Prep
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Kit (Qiagen) contendo inibidores de proteases e de fosfatases (SigmaAldrich).
Em seguida, as proteinas totais presentes nas amostras foram quantificadas
utilizando o kit Quick Start™ Bradford Protein Assay (BIO-RAD; #5000201).
Todas as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de acrilamida/bis-
acrilamida 10% (Life Technologies), transferidas para membranas Immun-Blot®
PVDF (BIO-RAD) e incubadas a 4°C com os respectivos anticorpos primarios
(NF-kB fosforilado — #04-1000; NLRP3 - #ABF23; ASC - #AB3607; Caspase-1 -
#AB1871; MerckMillipore) durante 18 horas. A expressdo de [-actina
(#MAB1522; MerckMillipore) foi utilizada como controle constitutivo. Em seguida,
a membrana foi incubada com os respectivos anticorpos secundarios conjugado
a HRP e o substrato quimioluminescente. A fluorescéncia resultante emitida por
esta reacao foi quantificada com auxilio do sistema UVITEC CAMBRIDGE™ de
fotodeteccdo. As imagens obtidas foram tratadas e as intensidades das
respectivas bandas foram quantificadas utilizando o ImageJ software (v. 1.8.0).

4.9 Predicdo de interacdo in silico entre proteinas virais e do
hospedeiro
Durante as andlises de predicao da interacdo entre proteinas virais e de
macrofagos humanos foram utilizadas quatro plataformas de predicdo com
algoritmos  distintos. Inicialmente, a plataforma  BioGRID 3.4

(https://thebiogrid.org/) foi utilizada para realizacdo de meta-analise dos dados

presentes na literatura. Esses resultados iniciais foram refinados a partir da
exclusdo de trabalhos publicados que ndo evidenciaram por meio de ensaios
funcionais/biolégicos a interacao fisica entre qualquer uma das 18 proteinas
virais e todas aquelas catalogadas no proteoma humano. O grande volume de
dados obtidos apds essa etapa foi novamente refinado considerando-se apenas
a interacao entre proteinas virais e aquelas que tenham funcdo conhecida no
desenvolvimento da resposta imunoldgica (tabela ndo mostrada).

Aplicando-se esse novo filtro de dados, os resultados obtidos na etapa
anterior foram validados utilizando outras trés plataformas de predicdo entre
proteinas: GWIDD (http://gwidd.compbio.ku.edu/); ClusPro

(https://cluspro.bu.edu/login.php) e Haddock
(http://haddock.science.uu.nl/services/HADDOCK?2.2/haddock.php). Os
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resultados gerados por cada uma dessas plataformas foram agrupados de
maneira independente e adotou-se a politica de consenso entre os resultados
gerados para admissédo das interacbes com maior valor preditivo, considerando
o estado conformacional proteico de menor energia livre como a forma de

ocorréncia mais provavel na natureza.

4.10 Ensaios de imunofluorescéncia para avaliacdo da atividade do

inflamassoma e localizacao intracelular de outras proteinas durante

a infeccédo por HIV-1 em macréfagos

Para realizacdo dos ensaios de imunofluorescéncia, as células
polarizadas e infectadas in vitro serdo fixadas apos 6 horas em cultura,
permeabilizadas e incubadas com os anticorpos NF-kB total; NLRP3, AIM2; RIG-
I; ASC; Caspase-1 (Santa Cruz Biotechnology) e HIV-1 p24 (Millipore) e
secundérios conjugados a FITC ou PE, conforme descrito anteriormente
(Marechal et al., 1998). A marcacao de F-actina foi realizada com auxilio do kit
Alexa Fluor™ 488 Phalloidin (#A12379; Invitrogen), enquanto a marcagao das
mitocondrias foi realizada com auxilio do MitoTracker™ Red (#M7512;
ThermoFischer) e o nucleo celular foi corado com DAPI/Nucblue (#R37605;
ThermoFischer), todos seguindo as recomendacfes do fabricante. As amostras
foram analisadas no microscopio confocal (Leica Mycrosystems, Wetzlar,

Germany) do laborat6rio multiusuario da FCFRP/USP.

4.11 Liberacdo de mediadores lipidicos no sobrenadante e quantificagéo

por espectrometria de massas

Quarenta e oito horas ap0Os infeccdo in vitro por HIV-1gaL dos
macréfagos, o0 sobrenadante das células em cultura foi coletado para
quantificacdo dos mediadores lipidicos presentes na amostra. Como controle
positivo, as células foram estimuladas com 20 pM ionéforo de célcio A23187
(SigmaAldrich) em triplicadas durante 20 minutos para estimular a liberagéo dos
mediadores lipidicos. Apos este periodo, metanol gelado (v/v) foi adicionado as
amostras para parar a rea¢ado. O sobrenadante foi coletado e diluido em agua
MilliQ para reduzir a concentracdo de metanol até 10% do volume da amostra.

A extracdo de eicosanoides foi realizada baseado no método SPE (solid phase
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extraction), conforme descrito por Galvao e colaboradores (Galvao et al., 2016).
A quantificacdo de 23 mediadores lipidicos distintos foi realizada utilizando o
sistema de HPLC (Shimadzu) com interface do espectrdmetro de massas Triple
TOF 5600 e equipado com uma fonte de electrospray (Sciex). A separacao
cromatografica dos eicosanoides foi realizada utilizando colunas Ascentis
Express C18 (100x30mm, 2.7 ym; Supelco® SigmaAldrich). Os softwares
PeakView 2.0 e MultiQuant 3.0 foram utilizados para aquisi¢cdo e processamento

dos resultados.

4.12 Obtencdo de YSDMs e MDMs do figado de macacos Rhesus

infectados por SIVmac251

Para obtencdo de YSDMs e MDMs, macacos Rhesus foram infectados
com SlVmac251 e tratados com antirretrovirais por pelo menos seis meses para
gue fosse obtida a supressao da carga viral detectada no plasma (Mankowski et
al., 2002). ApGs esse periodo, os animais foram submetidos a eutanasia antes
da manifestacdo de qualquer sintoma clinico relacionado a infec¢éo por HIV e
submetidos a necropsia para coleta de diferentes tecidos. As células hepéticas
totais foram isoladas utilizando gentleMACS Dissociator e gentleMACS C Tubes
(#130-093-235 e #130-093-237; Miltenyi Biotec) e liberase DL e TL (ambas
Roche) e DNAse | (Applichem), conforme descrito anteriormente (Cassetta et al.,
2016). Em seguida, a suspenséo celular obtida foi purificada utilizando o kit
EasySep™ Magnet (StemCell Technologies) e microbeads magnéticas
conjugadas a anticorpos anti-MMR ou anti-CD11b (BioLegend). O isolamento
das subpopulacées de YSDMs e MDMs foi confirmado por citometria de fluxo.
ApoOs esta etapa, as células obtidas foram plagueadas em placas de 24 pocos,
conforme descrito anteriormente, e cultivadas durante 7 dias em DMEM + 10%
FBS antes da realizacdo dos ensaios posteriores.

4.13 Avaliacdo da capacidade fagocitica e de liberagcdo de ROS de
macrofagos infectados
Os macroéfagos infectados in vitro também foram avaliados quanto a
capacidade de fagocitose de produtos bacterianos e liberar espécies reativas de

oxigénio (ROS). Durante a realizagdo dos ensaios de fagocitose, as células
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cultivadas foram expostas ao pHrodo Red® e incubadas em estufa durante 60
minutos (ThermoFischer). Este método é baseado no uso de particulas de E. coli
recobertas por corante que fluoresce apenas sob pH baixo (encontrado nos
endossomos e fagossomos). A analise das particulas fagocitadas foi realizada
por imunofluorescéncia (Gama et al., 2012).

Para quantificacdo das espécies reativas de oxigénio liberadas, os
macrofagos foram cultivados em placas de 96 pocos de fundo branco e 48 horas
apos a infeccéo viral a liberacdo de ROS no sobrenadante foi quantificada por
quimiluminescéncia, conforme descrito anteriormente (Andrade et al., 2013).
Esta reag&o foi mantida a 37°C e monitorada durante 2 horas em lumindmetro
de microplacas (AutoLumat Plus LB 953, EG&G Berthold, Germany), com adicédo
de luminol (100 pmol L1; SigmaAldrich, St. Louis, USA) para amplificacdo da
luminescéncia liberada durante a reacdo. Células néo infectadas foram utilizadas
como controle negativo deste experimento para determinar a producao basal de
ROS, enquanto a adicdo de phorbol 12-myristate-13-acetate (10" mol L%; PMA
— SigmaAldrich, USA) foi utilizada como controle positivo. A emissdo luminosa
foi obtida em contagem de fotons por segundo (CPS). Os resultados obtidos

foram expressos em area sob a curva (AUC) de quimiluminescéncia.

4.14  Analise dos resultados obtidos

Todos os resultados obtidos neste estudo foram analisados utilizando o
software GraphPad Prism 7.0. As andlises estatisticas do presente estudo foram
realizadas utilizando o teste pareado de Wilcoxon. Os resultados foram
representados como média + desvio padrdo e a comparagcdo entre 0S grupos
foram consideradas significantemente estatisticas quando o valor de p<0.05
(p=.05="; p<.01="*; p<.001="*%).
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PARTE I - Estratégias de evasdo
viral da resposta imune em
macrofagos a partir da interacdo
entre HIV-1 Gag / HIV-1 Vpr e

proteinas celulares
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51 Macrofagos resting liberam IL-1B8 e outras citocinas pré-
inflamatorias no sobrenadante apés a infecc¢do in vitro por HIV-1

A ativacdo do inflamassoma é classicamente caracterizada pela
liberacdo de IL-1B e IL-18 apds o reconhecimento de PAMPs e DAMPs. Nesse
sentido, foi observado que macroéfagos resting apos a infeccao in vitro por HIV-1
liberam maiores quantidades de IL-13 no sobrenadante quando comparado ao
grupo nao infectado, enquanto macrofagos ativados nos padrdes inflamatério ou
relacionado ao reparo tecidual liberam niveis semelhantes desta citocina (Figura
3A), indicando que apenas em macrofagos resting ocorre a ativacao final do
complexo de proteinas do inflamassoma, resultando na liberag&o desta citocinas
no sobrenadante.

De modo semelhante, macréfagos resting infectados liberam maiores
quantidades de outras citocinas pro-inflamatérias no sobrenadante (IL-6, IL-
12p70, IL-17A, IFN-a2, TNF-a, MIP-1a e CXCL10) em relagéo ao observado em
macrofagos resting ndo infectados (Figura 3B-K). Por sua vez, macréfagos
ativados no padréo inflamatério infectados apresentam menor quantidade de
MCP-1 liberada no sobrenadante e niveis semelhantes das outras citocinas e
quimiocinas avaliadas em relacdo aos macrofagos ativados no mesmo padrao e
nao infectados. Curiosamente, macrofagos ativados no padréo relacionado ao
reparo tecidual e infectados apresentam maiores quantidades de IL-17A e MIP-
1B no sobrenadante, mas niveis semelhantes das demais citocinas e
qguimiocinas em relacdo ao grupo ativado neste padrao e nado infectado. Estes
resultados nos fornecem indicios que a infeccdo por HIV-1 consegue ser
reconhecida pelos sensores da imunidade inata presentes em macréfagos e
desencadear um padréo de liberacdo de citocinas de acordo com a polarizacao

celular previamente induzida in vitro.

5.2 Redes de correlagcbes formadas pelas citocinas e quimiocinas
liberadas no sobrenadante de MDMs ap6s a infec¢cdo por HIV-1
Com intuito de compreender melhor o perfil de liberacdo de citocinas e

quimiocinas e de que forma elas se relacionam com a infecgéo por HIV-1, redes

de correlacdes entre os analitos foram tracadas utilizando o software Cytoscape

(v.3.2.0) a partir dos dados obtidos da quantificagdo destes analitos no
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sobrenadante de macrofagos infectados in vitro, conforme descrito
anteriormente (Espindola et al., 2015).

A analise dos resultados obtidos do sobrenadante de macrofagos resting
nao infectados indicou a presenca de poucas correlacdes e com interacdes
moderadas entre as citocinas (Figura 4A). No entanto, apos a infec¢éo por HIV-
1 foi observado um rearranjo no perfil de liberagdo destes analitos,
intensificando-se as interacdes entre as citocinas pro-inflamatorias - como IL-1,
IFN-a2 e TNF-a (Figura 4B). Macréfagos ativados no padrao inflamatério ndo
infectados apresentam uma complexa rede de interagdes entre as citocinas,
composta principalmente por IL-18, TNF-a, CXCL10 e MIP-1q, a qual é alterada
apos a infeccdo viral, aumentando o nimero de correlacdes relacionadas as
citocinas pro-inflamatérias e diminuindo o niumero de interacdes relacionadas a
liberacdo de IL-10 no sobrenadante (Figura 4C e D). De modo semelhante,
macréfagos ativados no padréo relacionado ao reparo tecidual ndo infectados
apresentam grande numero de correlacdes fortes dependentes de IL-1B3, IFN-a2
e TNF-a, as quais sao reduzidas ap6s a infecgao in vitro por HIV-1 (Figura 4E e
F).
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Figura 3. Citocinas e quimiocinas liberadas no sobrenadante de MDMs resting, ativados
nos padrdes inflamatorio ou relacionado ao reparo tecidual apds infecgao in vitro por HIV-
1. MDMs foram diferenciados e mantidos em repouso (resting) ou ativados nos padrbes
inflamatério ou relacionado ao reparo tecidual durante 3 dias e em seguida incubados com HIV-
1sa-L (20 Nng/mL de p24) por 48 horas. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e as citocinas e
guimiocinas presentes na amostra foram quantificadas com auxilio de microbeads magnéticas
(Milliplex® MAP Human Cytokine/Chemokine; Millipore). As barras brancas representam as
células nao infectadas e as pretas representam as células infectadas in vitro por HIV-1. Os
resultados obtidos (n=15) representam a média + desvio padrao e foram expressos em pg/mL.
Os dados foram analisados utilizando o teste de Wilcoxon pareado. *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001.
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Figura 4. Redes de correlagéo entre as citocinas e quimiocinas liberadas no sobrenadante
de MDMs resting, ativados nos padrdes inflamatorio ou relacionado ao reparo tecidual
antes e apo6s infec¢do in vitro por HIV-1. A partir dos resultados obtidos no experimento
anterior, foram realizadas analises de correlacdo entre as amostras estudadas utilizando o teste
de Spearman (two-tailed). As redes de interacdo entre as citocinas e quimiocinas foi construida
utilizando o programa Cytoscape (v.3.2.0), considerando as seguintes taxas de interacdo para
classificar as interagdes: negativa (r<0); fraca (r<0,36); moderada (0,36<r<0,67; linhas
tracejadas); ou forte (r>0,67; linhas continuas).
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5.3 Expresséo de genes relacionados a polarizacao celular, ativacao do
inflamassoma e fatores de restricdo da replicacdo de HIV-1 em
macrofagos
Considerando-se os resultados obtidos nos experimentos anteriores,

quantificamos a expressao de genes relacionados a polarizacdo celular, ativacédo

do inflamassoma e fatores de restricdo da replicacdo viral em macroéfagos.

Dezoito horas apds a infeccao in vitro, foi observado o aumento na expressao de

CXCL10 em macréfagos resting e aqueles ativados no padrao inflamatorio

quando comparado aos respectivos controles ndo infectados. O nivel de

expressdo deste gene em macrofagos resting infectados também foi
significativamente maior quando comparado aos macréfagos ativados nos
padrées inflamatério ou relacionado ao reparo tecidual pos infeccédo in vitro

(Figura 5A). Niveis maiores de ALOX15 e CPSF6 foram expressos em

macréfagos ativados no padrdo relacionado ao reparo tecidual, permanecendo

semelhantes a expressao constitutiva de B-actina em macrofagos resting e

agueles ativados no padrao inflamatorio, mesmo apos a infeccéo viral in vitro

(Figura 5B-C). De forma interessante, a expressdo de NLRP3, um receptor

classico relacionado a ativacéo do inflamassoma, foi semelhante entre todos os

macrofagos nédo infectados, mas significativamente reduzida em macréfagos
ativados no padréo relacionado ao reparo tecidual infectados quando comparado

a expressdo observada em macrofagos resting ou ativados no padrédo

inflamatorio apds a infectados (Figura 5D). A expressao de AIM2 e RIG-I, duas

importantes vias de ativacao do inflamassoma, foi semelhante entre os grupos
avaliados, mesmo apés a infeccéo in vitro (Figura 5E-F). Por sua vez, SAMHD1,

um importante Interferon-Stimulated Gene com capacidade de restringir a

replicacéo viral, foi expresso de forma semelhante entre os grupos observados

mesmo 18 horas apoOs a infec¢cdo por HIV-1gaL (Figura 5G). Finalmente, a

expressao de SPTBN1, um importante componente do citoesqueleto, foi

semelhante entre todos os macréfagos néo infectados, mas significativamente

reduzida em macrofagos ativados no padréo inflamatério 18 horas apds a

infeccdo quando comparado ao seu grupo controle (Figura 5H).
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Figura 5. Expressdo de genes relacionados a polarizacdo celular, ativacdo do
inflamassoma e restricdo da replicacédo de HIV-1 em macréfagos. MDMs resting, ativados
nos padrdes inflamatdrio ou relacionado ao reparo tecidual foram incubados por 18 horas com
HIV-1ga.L para infecgéo in vitro. Apéds este periodo, as células foram lisadas, o RNA total foi
extraido, quantificado e o cDNA sintetizado para posterior andlise por gPCR com sondas
TagMan® para quantificacdo da expresséo de (A) CXCL10; (B) ALOX15; (C) CPSF6; (D) NLRP3;
(E) AIM2; (F) RIG-I; (G) SAMHD1; e (H) SPTBN1. A expressédo de B-actina foi utilizada como
controle constitutivo de cada amostra. As barras brancas representam as células nédo infectadas
e as pretas representam as células infectadas in vitro por HIV-1. Os resultados obtidos (n=10)
foram analisados utilizando o teste t ndo pareado. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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5.4 Quantificacdo de NF-kB fosforilado, NLRP3, Caspase-1 e liberacao
de specks de ASC no sobrenadante de MDMs infectados in vitro por

HIV-1

Oito horas ap6s a infecgao in vitro por HIV-1ga-L, 0S macrofagos mantidos
em cultura foram lisados e a expressao de NF-kB fosforilado, NLRP3 e Caspase-
1 foi quantificada por western blot. A expressé&o de B-actina foi utilizada como
controle constitutivo de todas as amostras. A Figura 6A representa as bandas
obtidas durante a eletroforese e posterior quantificacdo por western blot das
respectivas proteinas. De modo interessante, a andlise dos resultados indicou a
expressdo em niveis semelhantes das fracdes de NF-kB fosforilado, NLRP3 e
Caspase-1 entre os macrofagos em cultura, mesmo apos a infeccdo por HIV-1
(Figura 6B-D).

Conforme inicialmente demonstrado por Franklin e colaboradores, além
da liberac@o de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1 e IL-18, a ativagdo do
inflamassoma também pode resultar na liberacdo de specks de ASC no
sobrenadante (Franklin et al.,, 2014). A liberacdo desta proteina no meio
extracelular é reconhecida como um DAMP e pode indicar a ocorréncia de
estagios iniciais de morte celular apos ativacdo do inflamassoma (piroptose). O
reconhecimento dessa proteina por células vizinhas amplifica o sinal inflamatorio
e aliberacdo de novas citocinas. Considerando estes fatos, avaliamos se, apesar
de néo haver a liberacdo de IL-13, ativagdo de NLRP3 e Caspase-1 durante os
periodos analisados, a infeccdo por HIV-1 em MDMs poderia resultar na
liberacdo de specks de ASC no sobrenadante de MDMs, sugerindo que estas
células poderiam estar iniciando o processo de morte celular 48 horas apos a
infeccéo viral. No entanto, semelhante ao observado anteriormente, 0s niveis de
specks de ASC observados no sobrenadante foram similares entre os grupos
analisados, mesmo apos a infecgéo por HIV-1 (Figura 7).
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Figura 6. Expressao de NF-kB fosforilado, NLRP3 e caspase-1 em MDMs resting, ativados
nos padrdes inflamatério ou relacionado ao reparo tecidual e infectados in vitro por HIV-
1. Macréfagos resting, ativados nos padrées inflamatério ou relacionado ao reparo tecidual foram
incubados com HIV-1gaL (20 ng/mL) durante 8 horas para estabelecimento da infec¢do inicial in
vitro. ApoOs este periodo, o lisado celular total foi coletado para a realizagdo dos ensaios de
western blot. (A) Representacdo das bandas obtidas durante western blot para posterior
quantificacdo utilizando o ImageJ software. (B) Expressdo de NF-kB fosforilado; (C) NLRP3; e
(D) Caspase-1 em macrofagos apos a infecgdo por HIV-1. As barras brancas representam a
expressdo observada em células ndo infectadas e as pretas naquelas infectadas in vitro. Os
resultados obtidos (n=4) foram representados pela média + desvio padrdo e quantificados em
funcéo da expresséo constitutiva de 3-actina de cada amostra.
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Figura 7. Liberacéo de specks de ASC no sobrenadante de MDMs resting, ativados nos
padrdes inflamatério ou relacionado ao reparo tecidual e infectados in vitro por HIV-1.
Macrofagos resting, ativados nos padrdes inflamatorio ou relacionado ao reparo tecidual foram
infectados por HIV-1gaL durante 48 horas, conforme descrito anteriormente. Ap@s este periodo,
0 sobrenadante das amostras foi coletado e a liberacdo de specks de ASC foi quantificada por
western blot, conforme descrito por Franklin e colaboradores (Franklin et al., 2014). As barras
brancas representam a expressdo de ASC observada no sobrenadante de macréfagos néo
infectados, enquanto as pretas representam a expresséo observada no sobrenadante de células
infectadas in vitro. Os resultados obtidos (n=5) foram representados pela média + desvio padréo
e foram expressos em unidade relativa de fluorescéncia (RFU) observada.

5.5 Predicdo in silico de interacdes entre proteinas virais e do
hospedeiro

Com base nos resultados obtidos anteriormente e a liberacdo de
proteinas virais no citoplasma celular desde os estagios iniciais da infeccéo,
consideramos a hip6tese de que proteinas do HIV-1 poderiam estar interagindo
com outras proteinas celulares e prejudicando o reconhecimento da particula
infectante e ativacdo adequada da resposta imune, permitindo a evasao viral e
a formacao de reservatorios virais em macrofagos.

Para testar esta hipotese, inicialmente realizamos ensaios in silico para
predicdo de interacdo entre proteinas utilizando quatro plataformas
independentes e algoritmos distintos. A triagem inicial dos dados foi realizada
com auxilio da plataforma BioGRID 3.4, a qual realizou uma meta-analise dos
dados anteriormente publicados. Considerando a complexidade dos genomas
humano e viral, refinamos as possiveis interacdes inicialmente preditas nesta
etapa a partir da exclusédo de interagdes com baixo valor preditivo (com alto

potencial de energia livre conformacional) entre as proteinas virais e o proteoma
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humano. Mesmo apos este processamento inicial dos dados, o grande numero
de interagdes preditas resultante foi novamente refinado e classificado de acordo
com as funcdes bioldgicas da proteina alvo do hospedeiro, utilizando desta etapa
em diante os resultados preditos de interacdo entre proteinas virais e aguelas
relacionadas ao desenvolvimento da resposta imunoldgica (tabela né&o
mostrada).

Aplicando-se este novo filtro de dados, as possiveis interacdes entre
proteinas foram novamente analisadas in silico utilizando outras trés plataformas
de predicdo: GWIDD, ClusPro e Haddock. Os resultados reportados por cada
uma destas plataformas foram agrupados de modo independente e, em seguida,
adotamos uma politica de consenso para admissdo das possiveis interacdes
entre proteinas virais e do hospedeiro. Essa estratégia de analise dos dados foi
baseada no maior valor preditivo de cada uma das plataformas de modo
independente e considerando-se o estado conformacional proteico de menor
energia livre como a forma de maior probabilidade de ocorréncia na natureza .

Para validar in silico essa estratégia global de analise dos dados,
avaliamos se essa metodologia poderia prever a interacdo entre HIV-1 Gag e
APOBEC3G, classicamente descrita na literatura e comprovada através de
meétodos bioquimicos e imunoldgicos tradicionais (como co-imunopreciptacao ou
cristalografia) (Cen et al., 2004; Friew et al., 2009; Shandilya et al., 2010).
Aplicando-se esta metodologia foi possivel observar que as trés plataformas
reportaram, de modo independente, a ocorréncia desta interagéo in silico (Figura
8), validando, portanto, essa estratégia de analise dos dados.

Dentre os resultados preditos, as interacdes entre HIV-1 Nef e diversos
alvos celulares do hospedeiro sdo amplamente descritas e validadas utilizando
sistemas biolégicos, evidenciando, por exemplo, importancia desta proteina para
inibicdo da apoptose mediada por p53, expresséao de receptores CD4 em células
infectadas e producao de novas particulas virais infecciosas (Poon e Chen, 2003;
Goepfert et al., 2008; Pollack et al., 2017). Nesse sentido, priorizamos a analise
das interacbes preditas baseadas em HIV-1 Gag e HIV-1 Vpr, presentes no
citoplasma ainda durante as etapas iniciais da infeccao e replicacdo viral, por
sugerirem interacdes com proteinas-chave para o desenvolvimento da resposta

imune.
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Dessa forma, com base nesses dados, foi predita a interagao entre HIV-
1 Gag, especialmente a sua porcao N-terminal, e IFI16, HLA-DRBS5, PPIA, PPIB,
PTGES e NLRP3 (Figura 9A-F). Por outro lado, de acordo com essa estratégia,
HIV-1 Vpr seria capaz de interagir com BCL2, Caspase-1, Caspase-3, Caspase-
9 e PPIA (Figura 10A-E). Em conjunto, estes resultados sugerem que diversas
proteinas celulares podem interagir com proteinas viriais presentes deste as
etapas iniciais da infeccéo, podendo resultar em falhas na ativacdo da resposta

imunologica de células infectadas e o estabelecimento da infeccao viral.

Figura 8. Validacdo da estratégia de predicdo de docking molecular a partir da interacéo
entre HIV-1 Gag e APOBEC3G. Seguindo a estratégia descrita de mineracdo dos dados e
predicdo de docking entre proteinas de interesse, a interacao entre HIV-1 Gag e APOBEC3G
também foi predita in silico. Esta interagdo ja havia sido descrita na literatura e comprovada por
métodos bioquimicos e imunolégicos tradicionais, validando a metodologia de analise dos dados
in silico. (A) Vista frontal da interagdo na conformagdo de menor energia livre entre o peptideo
completo de HIV-1 Gag (superior) e APOBEC3G (inferior, em azul e vermelho). (B) Vista lateral
da interacdo entre o peptideo completo de HIV-1 Gag (direita) e APOBEC3G (esquerda, em azul
e vermelho). (C) Vista lateral da interacdo entre a fracdo N-terminal de HIV-1 Gag (direita) e
APOBECS3G (esquerda, em azul e vermelho). Representacdo extraida da modelagem obtida a
partir da plataforma ClusPro 2.0 e representadas com auxilio do software VMD 1.9.3.
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Figura 9. Docking molecular das interagdes entre HIV-1 Gag e proteinas relacionadas a
ativacdo darespostaimune. Adotando a estratégia de mineragéo e analise dos dados descrita
anteriormente, as interagdes entre o peptideo completo de HIV-1 Gag e diferentes proteinas
relacionadas a ativacéo da resposta imune foram preditas in silico nas respectivas conformagfes
de menor energia livre. (A) Interacéo entre HIV-1 Gag (regido inferior) e IFI16 (acima; em azul e
vermelho); (B) Interacé@o entre HIV-1 Gag (centro) e HLA-DRBS (inferior; em azul e vermelho);
(C) Interacéo entre HIV-1 Gag (centro) e PPIA (azul; abaixo); (D) Interacéo entre HIV-1 Gag e
PPIB (azul; vista lateral); (E) Interacdo entre HVI-1 Gag (centro) e PTGES (azul; abaixo); (F)
Interacdo entre HIV-1 Gag (centro) e NLRP3, dominio PYD (em vermelho, na lateral).
Representacdo extraida da modelagem obtida a partir da plataforma ClusPro 2.0 e
representadas com auxilio do software VMD 1.9.3.
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Figura 10. Docking molecular das interagdes entre HIV-1 Vpr e proteinas relacionadas a
ativagdo darespostaimune. Adotando a estratégia de minerag&o e andlise dos dados descrita
anteriormente, as interacdes entre o peptideo completo de HIV-1 Vpr e diferentes proteinas
relacionadas a ativacéo da resposta imune foram preditas in silico nas respectivas conformacdes
de menor energia livre. (A) Interacao entre HIV-1 Vpr (azul; regido superior) e BCL2 (abaixo); (B)
Interacdo entre HIV-1 Vpr (acima) e Caspase-1 (inferior; em azul e cinza); (C) Interacdo entre
HIV-1 Vpr (acima) e Caspase-3 (centro); (D) Interacdo entre HIV-1 Vpr (abaixo) e Caspase-9
(acima); (E) Interagdo entre HVI-1 Vpr (esquerda) e PPIA (centro). Representacdo extraida da
modelagem obtida a partir da plataforma ClusPro 2.0 e representadas com auxilio do software
VMD 1.9.3.
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5.6 Quantificacdo de mediadores lipidicos liberados no sobrenadante
de MDMs apds ainfecgdo in vitro por HIV-1

Considerando os resultados obtidos in silico durante as predicdes de
interacao entre proteinas, especialmente a interacao entre HIV-1 Gag e a enzima
Prostaglandina E Sintase (PTGES) e dada a importancia desta via para ativagao
do inflamassoma (Zoccal et al., 2016), questionamos se a liberacdo de
mediadores lipidicos poderia ser afetada durante a infeccdo por HIV-1,
auxiliando no escape da ativacdo da resposta imunoldgica. Para testar esta
hipotese, MDMs foram mantidos em contato com a suspenséo viral por 48 horas
e apos este periodo o sobrenadante foi coletado para extracdo dos mediadores
lipidicos e quantificacdo utilizando espectrometro de massas, conforme
metodologia descrita anteriormente (Galvao et al., 2016).

A avaliacéo dos resultados obtidos revelou que MDMs resting infectados
in vitro por HIV-1 liberam trans-LTB4 em concentragfes semelhantes a basal
observado no sobrenadante de MDMs resting nao infectados. De modo
interessante, mesmo a adicao de ionoforo de célcio no meio de cultura de MDMs
resting infectados néo induziu o aumento da liberacdo de trans-LTB4, enquanto
0 estimulo com esse agonista em MDMs resting ndo infectados resultou na maior
liberacdo de trans-LTB4 no sobrenadante (Figura 11). Paralelamente, foi
observado que MDMs ativados no padrdo inflamatério, infectados ou nao,
liberam niveis basais de trans-LTB4, semelhante ao observado no sobrenadante
de MDMs resting ndo infectados. Porém, o estimulo com ionéforo de calcio em
MDMs ativados no padréo inflamatério e infectados induziu o aumento da
liberacdo deste mediador, em quantidade semelhante ao observado em MDMs
ativados no mesmo padrao, ndo infectados e estimulados com ion6foro. Por fim,
observamos ainda que MDMs ativados no padréo relacionado ao reparo tecidual
liberam niveis basais de trans-LTB4 em todas as condi¢cdes experimentais
avaliadas, semelhantes ao observado no sobrenadante de MDMs resting néao
infectados. Curiosamente, ndo foi possivel detectar a presenca de PGE2 no
sobrenadante de MDMs, mesmo apos a infecgcéo por HIV-1 e estimulo adicional

com iono6foro de calcio.
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Figura 11. Liberacdo de trans-LTB4 no sobrenadante de MDMs resting, ativados nos
padrdes inflamatério ou relacionado ao reparo tecidual e infectados in vitro por HIV-1.
Macréfagos resting, ativados nos padrdes inflamatério ou relacionado ao reparo tecidual foram
incubados com 20 ng/mL de HIV-1Ba-L por 48 horas. Apés este periodo, as células em cultura
foram estimuladas com ionéforo de célcio por 5 minutos para liberacdo méxima dos mediadores
lipidicos. Em seguida, o sobrenadante foi coletado, os mediadores lipidicos presentes na amostra
foram extraidos e quantificados por espectrometria de massas (Galvao et al.,, 2016). Os
resultados obtidos (n=8) foram expressos em pg/mL e representam a média + desvio padréo
observada durante a realizagcéo de trés experimentos independentes.

5.7 Liberacdo de espécies reativas de oxigénio no sobrenadante de

MDMs apés a infeccao por HIV-1

Com base nesses resultados, avaliamos se a infeccdo por HIV-1 em
macrofagos, além de nao induzir a producdo de trans-LTB4 e a ativacdo do
inflamassoma em MDMs ativados nos padrdes inflamatério ou relacionado ao
reparo tecidual, poderia interferir no metabolismo mitocondrial e prejudicar a
producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), possibilitando a ocorréncia
de falhas nos mecanismos de ativacao do inflamassoma apos o reconhecimento
de PAMPs e DAMPs.

A producao destes radicais livres deriva diretamente do metabolismo
mitocondrial e atividade da cadeia respiratoria para producdo de ATPs durante
a fosforilag@o oxidativa. O mecanismo direto de acdo das ROS esta relacionado
a peroxidacao de lipidica e formacdo de poros nas membranas dos patdégenos
apos a sua fagocitose pelos macrofagos ou mesmo seu reconhecimento por
sensores presentes na membrana celular que desencadeiam a liberagéao destas

moléculas para o meio extracelular. Entretanto, ao longo dos ultimos anos
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também foram descritos mecanismos indiretos de acdo das ROS que induzem a
ativacao do inflamassoma, auxiliando a eliminacéo dos patdgenos e ativagdo da
resposta imune (Martinon, 2010; Heid et al., 2013; Abderrazak et al., 2015).

Nesse sentido, reconhecendo a liberacdo desses radicais livres como
importante mecanismo microbicida e para reciclagem de proteinas celulares,
além da sua atuacdo como gatilho para ativagdo do inflamassoma,
consideramos que um possivel blogueio nas vias de producédo de ROS durante
a infeccao viral poderia contribuir para a inativacéo do inflamassoma e favorecer
a evasao da resposta imune em macrofagos. Essa hipétese foi reforcada pelos
achados encontrados durante as analises de predicédo in silico, de acordo com
0S quais pode ocorrer a interacdo entre HIV-1 Vpr e BCL-2, uma proteina celular
relacionada ao controle da permeabilidade da membrana mitocondrial,
ativacaol/inibicdo de mecanismos de morte celular e bloqueio da ativagdo do
inflamassoma (Chipuk e Green, 2008; Lindsay et al., 2011). Dessa forma, para
responder essa pergunta avaliamos a liberacdo de ROS por MDMs (resting,
ativados nos padrdes inflamatério ou relacionado ao reparo tecidual) 48 horas
ap6s a infeccdo por HIV-1gaL. ApOs este periodo, a liberagcdo de ROS no
sobrenadante foi quantificada utilizando método de luminescéncia, conforme
descrito anteriormente (Paoliello-Paschoalato et al., 2015).

A analise dos resultados obtidos durante estes experimentos revelou
gue MDMs resting infectados por HIV-1 tendem a liberar menor quantidade de
ROS espontaneamente no sobrenadante quando comparado ao grupo controle
(Figura 12). A adicdo de PMA aos MDMs resting infectados restaurou a liberagéo
de ROS a niveis semelhantes aqueles observados em MDMs resting néo
infectados. Entretanto, a adicdo deste estimulo aos macréfagos em repouso na
auséncia de infeccao ndo resultou na maior liberacdo de ROS além dos niveis
observados anteriormente. Por sua vez, MDMs ativados no padrao inflamatorio,
infectados ou nao por HIV-1, liberam niveis semelhantes ao basal observado em
MDMs resting ndo infectados. Em contrapartida, MDMs ativados no padrao
inflamatorio, infectados e estimulados com PMA liberam grande quantidade de
ROS no sobrenadante, semelhante ao observado em MDMs ativados no mesmo
padrdo, ndo infectados e estimulados. Curiosamente, os resultados obtidos a

partir do sobrenadante de MDMs ativados no padrao relacionado ao reparo
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tecidual indicou a liberacdo espontanea de ROS por células ndo infectadas e nao
estimuladas em niveis semelhantes ao observado em MDMs resting nao
infectados e ndo estimulados. No entanto, MDMs ativados neste padrdo e
infectados por HIV-1 apresentam uma tendéncia de menor liberacdo de ROS, a
qual permanece inalterada mesmo apo6s o estimulo com PMA. A adi¢cédo deste
estimulo em MDMs ativados neste padrdo ndo resultou na maior liberacdo de
ROS no sobrenadante para niveis acima daqueles observados anteriormente a
partir da liberacdo espontanea de MDMs néao infectados. De forma geral,
podemos concluir que a infeccao por HIV-1 interfere na liberagdo de ROS de
forma distinta entre os estagios de ativacdo de macrofagos, prejudicando
especialmente a liberacdo deste mediador por MDMs resting ou ativados no

padrao relacionado ao reparo tecidual, mesmo apds adicdo de PMA.
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Figura 12. Liberagcdo de ROS no sobrenadante de MDMs resting, ativados nos padrdes
inflamatério ou relacionado ao reparo tecidual e infectados in vitro por HIV-1. Macréfagos
resting, ativados nos padrfes inflamatorio ou relacionado ao reparo tecidual foram incubados
com 20 ng/mL de HIV-1gaL por 48 horas. Em seguida, as células foram estimuladas com PMA e
as ROS liberadas no sobrenadante foram quantificadas por luminescéncia. As barras brancas
representam as células néo infectadas; as azuis, MDMs infectados por HIV-1; as verdes, MDMs
infectados por HIV-1 e estimulados com PMA; e as vermelhas, MDMs néo infectados e apenas
estimulados com PMA. Os resultados obtidos (n=8) representam a area sob a curva medida no
lumindmetro apds 2 horas de leitura.
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5.8 Alteracdes na estrutura das mitocondrias e localizagao intracelular
de NLRP3 e Caspase-1 em MDMs apds a infecgéo por HIV-1
Durante o processo de sinalizacdo mitocondrial que contribui para

sobrevivéncia celular, a neutralizacdo de BIM a partir da interacdo com o0s
receptores MCL-1 e BCL-2 e a fosforilacdo mediada por ERK 1/2 para posterior
degradacéo via proteassoma sao fundamentais para manutencao da integridade
mitocondrial e da viabilidade celular. No entanto, quando BAK passa a interagir
com os receptores MCL-1 e BCL-2 ocorre a liberacdo de citocromo ¢ para o
citoplasma, resultando na ativacdo de mecanismos apoptoticos (Hendrickson et
al., 2008). Recentemente, Castellano e colaboradores demonstraram que
macrofagos e células da micrdglia infectadas por HIV séo capazes de sobreviver
a fase aguda da infeccdo a partir do recrutamento de BIM no interior da
mitocondria, bloqueando a liberagdo do citocromo c e ativagdo de mecanismos
apoptoticos (Castellano et al., 2017). Nesse sentido, considerando os resultados
anteriores e a interacdo predita entre HIV-1 Vpr e BCL-2, avaliamos se este
mecanismo dependente de BIM também poderia interferir na estrutura
mitocondrial e contribuir para sobrevivéncia por longos periodos de MDMs
infectados.

Paralelamente, dentre os principais mecanismos necessarios para
ativacdo do inflamassoma, a sinalizacdo dependente de NLRP3 é
particularmente importante uma vez que € capaz de reconhecer uma ampla
variedade de sinais de perigo e associados a presenca de microrganismos no
interior celular - como formacdo de poros na membrana, efluxo de potassio e
liberacdo de ROS — podendo resultar na morte celular (Guo et al., 2015; Broz e
Dixit, 2016). Diante desse contexto, considerando os resultados anteriores da
predicdo entre HIV-1 Gag e NLRP3, avaliamos ainda se, de fato, esta interacao
ocorre in vitro / in vivo e quais as possiveis consequéncias para complexacéao de
proteinas, montagem e ativacdo do inflamassoma, especialmente dependente
de NLRP3, em MDMs infectados por HIV-1. Para testar estas duas hipéteses,
MDMs resting, ativados nos padrdes inflamatorio ou relacionado ao reparo
tecidual foram incubados com as suspensdes virais durante 24 horas e, em

seguida, permeabilizados e submetidos a andlise por imunofluorescéncia para
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avaliar a localizagéo intracelular de NLRP3, Caspase-1 e BIM, além da estrutura
mitocondrial.

A analise dos nossos resultados indicou que ocorre um discreto aumento
no sinal detectado de Caspase-1, uniformemente disperso no citoplasma, em
MDMs resting, ativados nos padrfes inflamatorio ou relacionado ao reparo
tecidual e infectados quando comparado aos respectivos controles (Figura 13A-
F). Por outro lado, a adicdo de Mitotracker™ Red CMXRos revelou a presenca
de alteracbes morfologicas e na dispersao citoplasmatica de mitocéndrias de
MDMs 24 horas ap0s a infec¢édo por HIV-1.

Com base nesses achados, investigamos se a infecgdo por HIV-1
interfere na sinalizacdo mitocondrial mediada por BIM, uma proteina capaz de
interagir com MCL-1/BCL-2 e impedir a liberacdo de sinais pro-apoptoticos. A
manutencdo desta via de sinalizagdo ativa, apesar do reconhecimento por
sensores citoplasmaticos da infec¢do viral, pode estar relacionada a manutencgao
da viabilidade celular de MDMs infectados e formacao de reservatérios virais nos
tecidos. Nesse sentido, 0s nossos resultados indicaram a maior presenca de BIM
em MDMs infectados ativados nos trés padrdes distintos (resting, inflamatério ou
relacionado ao reparo tecidual) em relagdo aos respectivos controles nao
infectados (Figura 14A-F). Em conjunto, estes dados sugerem que outras
proteinas poderiam estar interagindo com MCL-1/BCL-2 — como HIV-1 Vpr,
predita anteriormente in silico — alterando a arquitetura mitocondrial e impedindo
a neutralizacéo de BIM, possibilitando a sua detecc¢do por imunofluorescéncia. A
ativacao deste mecanismo, no entanto, ndo resultaria na liberagéo do citocromo
c para o citoplasma dos MDMs infectados e na ativacdo de mecanismos
apoptaoticos.

Paralelamente, avaliamos ainda o efeito da infecc¢éo viral na distribuicdo
celular de NLRP3 em MDMs resting, ativados nos padrdes inflamatério ou
relacionado ao reparo tecidual. A analise dos resultados obtidos indicou a
presenca de grande quantidade de HIV-1 p24, um peptideo derivado da clivagem
de HIV-1 Gag, disperso no citoplasma e na regiao perinuclear de MDMs 24 horas
apos o contato com a suspenséao viral, evidenciando que, de fato, estas células
tornaram-se infectadas (Figura 15A-C). De modo interessante, observamos

ainda a redistribuicdo de NLRP3 no citoplasma de MDMs infectados, passando
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a concentrar-se na regiao perinuclear e proximo a agregados de HIV-1 p24. Em
conjunto, estes dados sugerem que MDMs conseguem reconhecer a infeccao
viral desde as etapas iniciais, evidenciado pela redistribuicdo citoplasmatica de
NLRP3 apés a infeccdo. No entanto, de acordo com os dados obtidos durante
as predicOes de interacao in silico, proteinas virais atuariam para neutralizar a
ativacéo do inflamassoma ou de vias que resultem na morte celular induzida por
apoptose/piroptose em MDMs infectados.

Dessa forma, apesar de permanecerem viaveis por longos periodos,
MDMs infectados sdo capazes de liberar citocinas e quimiocinas responsaveis
pelo recrutamento de outros subtipos celulares in vivo, mas apresentam
deficiéncias funcionais importantes — como durante a producdo de ROS,
mediadores lipidicos e ativacdo do inflamassoma. Em conjunto, a inducéo desse
conjunto de falhas nos sensores intracelulares prejudica o desenvolvimento
adequado da resposta imune inata e a morte celular mediada por
apoptose/piroptose, possibilitando o estabelecimento da infec¢do crbnica por
HIV-1 em MDMs, a formacdo de reservatérios virais e a disseminagcao para

outros subtipos celulares.
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Figura 13. Avaliacéo da estrutura mitocondrial e localizagéo intracelular de Caspase-1 em
MDMs 24 horas ap0s a infec¢do por HIV-1. MDMs resting, ativados nos padrfes inflamatério
ou relacionado ao reparo tecidual foram incubados com HIV-1 por 24 horas, permeabilizados e
incubados com Mitotracker™ Red CMXRos para avaliacdo da estrutura mitocondrial (vermelho)
e anticorpo anti-Caspase-1 (verde) por imunofluorescéncia. O nucleo foi corado com NucBlue
(azul). Resultados obtidos em (A) e (B) MDMs resting ndo infectados e infectados,
respectivamente; (C) e (D) MDMs ativados no padrdo inflamatdrio nédo infectados e infectados,
respectivamente; (E) e (F) MDMs ativados no padrdo relacionado ao reparo tecidual néo
infectados e infectados, respectivamente. A primeira coluna de imagens ilustra morfologia
mitocondrial apds 24 horas de infec¢éo in vitro; A segunda, a localizagéo intracelular de Caspase-
1 ap6s este periodo; A terceira, o merge das imagens adquiridas utilizando objetiva de 40x; e, por
fim, a imagem em campo claro ilustrando a morfologia geral das células analisadas.
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Figura 14. Avaliagcé@o da estrutura mitocondrial e localiza¢&o intracelular de BIM em MDMs
24 horas apo0s a infeccdo por HIV-1. MDMs resting, ativados nos padrdes inflamatoério ou
relacionado ao reparo tecidual foram incubados com HIV-1 por 24 horas, permeabilizados e
incubados com Mitotracker™ Red CMXRos para avaliacdo da estrutura mitocondrial (vermelho)
e anticorpo anti-BIM (verde) por imunofluorescéncia. O nucleo foi corado com NucBlue (azul).
Resultados obtidos em (A) e (B) MDMs resting ndo infectados e infectados, respectivamente; (C)
e (D) MDMs ativados no padrao inflamatoério néo infectados e infectados, respectivamente; (E) e
(F) MDMs ativados no padrdo relacionado ao reparo tecidual néo infectados e infectados,
respectivamente. A primeira coluna de imagens ilustra morfologia mitocondrial apds 24 horas de
infeccdo in vitro; A segunda, a localizagdo intracelular de BIM ap0s este periodo; A terceira, 0
merge das imagens adquiridas utilizando objetiva de 40x; e, por fim, a imagem em campo claro
ilustrando a morfologia geral das células analisadas.
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Figura 15. Localizac&o intracelular de HIV-1 p24 e NLRP3 em MDMs 24 horas ap0s a
infecgdo viral. MDMs resting, ativados nos padrdes inflamatério ou relacionado ao reparo
tecidual (n=2) foram incubados com HIV-1 por 24 horas, permeabilizados e incubados com
anticorpos para identificacdo da localizagc&o intracelular de HIV-1 p24 (vermelho) e NLRP3
(verde) por imunofluorescéncia. O nucleo foi corado com DAPI (azul). Resultados obtidos em (A)
MDMs resting; (B) MDMs ativados no padrdo inflamatério; e (C) MDMs ativados no padrao
relacionado ao reparo tecidual. A primeira coluna de imagens ilustra a localizacdo de HIV-1 p24
em relacé@o ao nucleo; a segunda, NLRP3 em relagdo ao nicleo; a terceira, a localizagao de HIV-
1 p24 e NLRP3 simultaneamente; e, por fim, o0 merge de todas as imagens adquiridas utilizando
objetiva de 100x.
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PARTE II - Caracterizacdo
inicial e avalia¢do da formacdo
de reservatorios virais em
populacoes de macrofagos
presentes nos tecidos de acordo

com a sua origem embriondria
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59 Expressédo diferencial de marcadores na superficie celular em
macrofagos derivados do saco vitelinico ou de mondcitos presentes
no figado de macaco Rhesus cronicamente infectado por SIV
Ao longo dos ultimos anos, diversos trabalhos tém demonstrado que o

conjunto de células genericamente denominado de “macrofagos” séo originados

de células progenitoras distintas, compondo um conjunto de duas subpopulac¢des
celulares presente nos tecidos durante a fase adulta. Muito além das
semelhancas entre a atividade fagocitica e producéo de citocinas e quimiocinas,
trabalhos recentes evidenciaram que estas células apresentam perfis

transcricionais complexos e que resultam nas diferencas observadas entre a

distribuicdo tecidual e funcbes especificas dessas subpopulacdes (Ginhoux e

Guilliams, 2016; Ginhoux et al., 2016).

Ontogenicamente, YSDMs séo derivados de células progenitoras do saco
vitelinico, ainda durante as primeiras semanas do desenvolvimento embrionario,
e sdo responsaveis pela remodelacdo dos érgdos e tecidos em formacdo. Em
alguns tecidos, no entanto, estas células sado progressivamente substituidas por
MDMs, derivados das células progenitoras da medula 6éssea, portanto, durante o
desenvolvimento da fase adulta. Em comum, estas duas subpopulacbes de
macrofagos apresentam a capacidade de fagocitar patdgenos e outros debris
celulares, apresentar antigenos e recrutar outras células para os tecidos apos o
reconhecimento de PAMPs e DAMPs. No entanto, considerando o papel dos
MDMs no contexto da infeccdo por HIV-1, ainda néo esta claro qual o papel dos
YSDMs no estabelecimento da infeccdo e sua contribuicdo para formacgéo de
reservatorios virais nos tecidos.

Diante desse contexto, avaliamos a expressdo de diversas proteinas
presentes na superficie celular por citometria de fluxo e buscamos encontrar
marcadores diferencialmente expressos que fossem uteis para distinguir as duas
subpopulacdes de macrofagos de acordo com a sua origem embrionéaria. Para
realizagcdo deste experimento foi coletada uma pequena biopsia de figado
proveniente de macaco Rhesus cronicamente infectado por SIV e
virologicamente supresso por 8 meses com uso de antirretrovirais.

Tracando-se a gate de andlise inicial na regido compativel com a

presenca de células mononucleares, identificamos a presenca de duas
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subpopulacdes celulares expressando CD11b+CD64+HLA-DR+, mas divergindo
na expressao de CD163 e MMR (CD209) na superficie celular (Figura 16). Os
pontos vermelhos representados nos dotplots identificam as células com tamanho
e complexidade compativeis aos macréfagos, enquanto 0s azuis representam as
demais células mononucleares presentes na gate inicial. Dessa forma,
considerando os resultados obtidos durante os nossos experimentos utilizando
células de primatas ndo-humanos e comparando com os resultados presentes na
literatura, os quais foram obtidos principalmente utilizando camundongos,
sugerimos que a populacdo de MDMs seja caracterizada pela expressao de
CD11b+ MMR™Y HLA-DR+ CD64+ CD163"°¥"d enquanto a populacdo de
YSDMs seja caracterizada pela expressao de CD11b+ MMR+ HLA-DR+ CD64+
CD163M.

5.10 Avaliacdo da capacidade fagocitica e presenca de MDMs infectados
por SIV no figado de macaco Rhesus submetido a terapia
antirretroviral
Com intuito de confirmar a funcionalidade e a capacidade de tornarem-

se infectados por longos periodos, YSDMs e MDMs foram purificados de acordo

com o perfil de expressdo dos marcadores descritos anteriormente, plagueados

e mantidos em repouso por 3 dias para permitir a aderéncia das células em

cultura. Apoés este periodo, observamos que os YSDMs plagueados ndo estavam

mais viaveis, prosseguindo-se 0 experimento apenas com 0s MDMs.
Dessa forma, apos 7 dias em cultura, avaliamos a funcionalidade dos

MDMs mantidos em cultura através da capacidade fagocitica. Para tanto, os

MDMs em cultura foram incubados com pHrodo™ Red E. coli BioParticles™

(ThermoFisher) durante 2 horas e marcados intracelularmente para identificacao

dos filamentos de F-actina (Alexa Fluor™ 488 Phalloidin; ThermoFisher). Em

seguida, as células foram analisadas por imunofluorescéncia. Os resultados da
avaliacdo morfolégica evidenciaram a semelhanca entre os MDMs derivados da
bidpsia hepatica e aqueles do sangue periférico. A avaliacdo da capacidade

fagocitica demonstrou ainda a funcionalidade dos MDMs in vitro, dada a

abundante detecc¢do de bioparticulas presentes no interior das células mantidas

em cultura, conforme representado na Figura 17A.



GALVAO-LIMA, L. J. 85
RESULTADOS — PARTE Il

Por fim, questionamos se os MDMs obtidos da bidpsia hepatica de
macacos Rhesus cronicamente infectados por SIV e virologicamente supressos
com antirretrovirais durante 8 meses poderiam estar infectados e, a despeito da
carga viral indetectavel no sangue periférico, abrigar um possivel foco de
producdo de novos virus. Para investigar esta hipotese, os MDMs em cultura
foram permeabilizados e incubados com anticorpos primarios anti-HIV-1 p24
conjugados, capazes de interagir também com SIV p27, e avaliados por
imunofluorescéncia. De modo interessante, nossos resultados evidenciaram a
presenca de SIV p27 no citoplasma de uma parcela significativa dos MDMs
mantidos em cultura (Figura 17B). Em conjunto esses dados sugerem que
também os MDMs presentes no figado de macaco Rhesus submetidos a terapia
antirretroviral continua e com carga viral indetectavel no sangue periférico podem
ser cronicamente infectados por SIV e representar uma importante fonte de novos
virus nos tecidos ao longo do curso da infec¢éo.
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Figura 16. Expressao diferencial de marcadores na superficie celular em macréfagos
presentes no figado de macaco Rhesus cronicamente infectado por SIV. Apés a coleta de
biopsia de figado (n=1) proveniente de macaco Rhesus cronicamente infectado por SIV e tratado
com antirretrovirais, as células presentes na amostra foram isoladas e, em seguida, incubadas
com diferentes anticorpos para avaliagdo da expressdo de proteinas presentes na superficie
celular por citometria de fluxo. Representacéo dos resultados obtidos durante a citometria de fluxo
relativos a expressédo de (A) CD11b; (B) CD64; (C) HLA-DR; (D) CD163; e (E) MMR (CD209) nas
células presentes na amostra. A gate inicial foi estabelecida na regiao compativel com a presenca
de células mononucleares. Os pontos representados nos dotplots em vermelho identificam as
células com tamanho e complexidade semelhante aos macrofagos, enquanto os pontos azuis
representam as demais células mononucleares presentes na analise inicial.
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Figura 17. Avaliagéo da atividade fagocitica e expressao de SIV p27 por imunofluorescéncia
em MDMs presentes no figado de macaco Rhesus cronicamente infectado por SIV e
submetido & terapia antirretroviral. Apés o isolamento dos MDMs presentes na biopsia de
figado coletada anteriormente (n=1), as células foram submetidas a ensaio para avaliacdo da
fagocitose e expressédo de proteinas virais no citoplasma. (A) Atividade fagocitica observada em
MDMs apés 2 horas de incubagao com pHrodo™ Red E. coli BioParticles™. A primeira imagem
representa a fluorescéncia emitida pela identificacdo dos filamentos de F-actina; A segunda, a
fluorescéncia pelas bioparticulas de E.coli ap6s a fagocitose pelos MDMs; A terceira, 0 merge das
imagens adquiridas utilizando objetiva de 40x; e a quarta, a mesma imagem em campo claro
ilustrando a morfologia geral das células analisadas. (B) Representacéo da expressdo observada
de SIV p27 em MDMs presentes no figado de macaco Rhesus cronicamente infectado por SIV. A
primeira imagem representa a fluorescéncia emitida pela colora¢do do nucleo com NucBlue® Live
ReadyProbes®; A segunda, a fluorescéncia pela presenca de SIV p27 no citoplasma de MDMs;
A terceira, 0 merge das imagens adquiridas utilizando objetiva de 40x; e a quarta, a mesma
imagem em campo claro ilustrando a morfologia geral das células analisadas.
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6.1 Estratégias de evasdo viral da resposta imune em macrofagos a
partir da interacdo entre HIV-1 Gag / HIV-1 Vpr e proteinas celulares

Dentre os primeiros eventos que ocorrem apos o reconhecimento de
PAMPs e DAMPs por células da imunidade inata, a liberacdo de citocinas e
guimiocinas no microambiente tecidual desempenha um papel-chave na ativacao
de outras células e induz a migracdo de outros subtipos celulares. Nesse
contexto, as diversas proteinas que compdem o complexo de ativacdo do
inflamassoma atuam como um importante conjunto de sensores associados que
séo ativados apos o reconhecimento de PAMPs e DAMPs, sendo a liberacao de
IL-18 e IL-18 uma das principais marcas de ativacao deste sistema (Lamkanfi e
Dixit, 2014).

Simultaneamente a estes eventos, 0 reconhecimento de citocinas no
microambiente pode induzir a ativagdo de macréfagos em dois padrées distintos:
o primeiro relacionado ao desenvolvimento e progressdao da resposta
inflamatoria; e o segundo relacionado ao reparo tecidual. Ao longo dos ultimos
anos, diversos estudos tém demonstrado a influéncia da infeccéo por HIV-1 na
ativacdo do inflamassoma e desenvolvimento da resposta imune mediada por
macréfagos e outras células da imunidade inata (Herbein e Varin, 2010; Doitsh et
al., 2014; Hernandez et al., 2014). Nesse sentido, Pontillo e colaboradores
descreveram que a infeccdo in vitro por HIV-1 é capaz de induzir apenas a
expressdo de NLRP3 em células dendriticas de individuos saudaveis, mas néo
em células obtidas de pacientes previamente infectados, enquanto Guo e
colaboradores demonstraram que a producdo de IL-13 € dependente da
sinalizacao de TLR8 e NLRP3 em mondcitos humanos (Pontillo et al., 2012; Guo
et al., 2014).

No presente estudo, avaliamos inicialmente a liberagdo de citocinas e
guimiocinas no sobrenadante de MDMs resting ou ativados nos padrbes
inflamatorio ou relacionado ao reparo tecidual apos a infecgédo in vitro por HIV-1.
A analises dos nossos dados indicou que os trés padrdes de ativacdo dos MDMs
séo capazes de reconhecer a infecgao viral e liberar citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias (como IFN-a2, TNF-a e CXCL10), mas apenas os MDMs resting
induzem a ativacdo do inflamassoma, representado pela liberagcdo de IL-18

(Figura 3). Nesse sentido, a falha na ativacdo do inflamassoma de células
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previamente ativadas nos padrdes inflamatério ou relacionado ao reparo tecidual
ganha destaque, sugerindo que a infec¢do por HIV-1 interfere na liberacéo de
mediadores responsaveis pela ativacdo de outros subtipos celulares, podendo
prejudicar a ativacdo da resposta imunolédgica dependente de macréfagos.

Nesse contexto, vale ressaltar que, apesar da existéncia de citocinas
capazes de induzir a polarizacdo celular na fonte de soro utilizada para
suplementar o meio de cultura, a presenca de MDMs resting sO € possivel em
estudos in vitro, uma vez que durante a migracdo dos monadcitos para os tecidos
e sua posterior diferenciagdo em macrofagos ocorre o reconhecimento de
citocinas (como IFN-y, IL-12, IL-4 e IL-10) no microambiente tecidual, as quais
sdo capazes de ativar os MDMs nos padrfes inflamatério ou relacionado ao
reparo tecidual.

Esses achados foram corroborados pelas anélises de correlacdo global
de liberacdo de citocinas e quimiocinas no sobrenadante, onde MDMs resting
infectados apresentaram mais correlacdes positivas entre a liberacéo de citocinas
pro-inflamatérias quando comparado ao respectivo controle ndo-infectado (Figura
4). Em contrapartida, a anélise de correlagédo entre a liberacdo de citocinas e
quimiocinas no sobrenadante de MDMs ativados nos padrdes inflamatério ou
relacionado ao reparo tecidual indicou a alteracdo no perfil de liberacdo de
citocinas, com a existéncia de um numero menor de correlacbes positivas
fortes/moderadas e alteracdo no padrdo em relacdo aquelas observadas em
MDMs néo infectados.

Em conjunto, estes dados levaram a formulacdo de duas hipéteses
distintas: 1) macrofagos ativados nos padrdes inflamatério ou relacionado ao
reparo tecidual sdo mais resistentes ao processo de infeccéo inicial por HIV-1,
resultando na menor internalizacdo de particulas virais e consequentemente
menor ativacao de vias de sinalizacdo celular — incluindo aquelas do complexo
inflamassoma -, prejudicando o sucesso da infecc¢édo viral; ou 2) todos os MDMs
conseguem ser igualmente infectados, independente do seu padrdo de ativagao.
No entanto, em células previamente ativadas, o virus consegue escapar do
reconhecimento pelos sensores moleculares, impedindo a ativacdo do
inflamassoma (evidenciado pela liberagcédo de IL-1B) e a ativagao de fatores de

transcrigcdo, como o NF-kB.
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Nesse sentido, para testar estas hipoteses avaliamos a expressao de
genes relacionados a ativagao celular, ativacao do inflamassoma e de fatores de
restricdo da replicacéo viral em macrofagos 18 horas apdés a infecgao in vitro por
HIV-1 (Figura 5).

A analise desses resultados indicou o aumento da expressdo de genes
pro-inflamatérios (como CXCL10) em MDMs resting ou ativados no padrao
inflamatorio, corroborando os dados obtidos na quantificacdo de citocinas
presentes no sobrenadante. Embora o aumento da expressdo de CXCL10 em
MDMs ativados no padrdo relacionado ao reparo tecidual ndo tenha sido
estatisticamente significante, os dados obtidos neste estudo corroboram em parte
os achados descritos por Chihara e colaboradores, no qual proteinas
recombinantes de HIV-1 (como gpl20 e Nef) seriam capazes de induzir a
reprogramacgdo celular in vitro e o aumento da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias (como CXCL10) por MDMs ativados no padrdo relacionado ao
reparo tecidual, tornando-os semelhantes aqueles ativados no padrao
inflamatorio (Chihara et al., 2012). Nossos dados, no entanto, ndo apresentam
indicios de mudancas no padréo de ativacdo de MDMs apoés a infeccdo, aqui
representadas pela pela expressao de ALOX15.

A reducdo observada na expressdo de SPTBN1, fundamental para o
sucesso ainda nas fases iniciais da infeccao viral, observada em MDMs ativados
no padrdo inflamatério e infectados pode estar associada a ativacdo de
mecanismos para evitar a superinfeccdo em macréfagos. Embora ndo tenhamos
investigado os mecanismos relacionados a reducdo na expressdo deste gene,
outros trabalhos ja demonstraram que a reducao induzida por IL-27 na expressao
deste gene foi anteriormente associada a inibicdo da infec¢cdo por HIV-1 em
macrofagos (Dai et al., 2013; Swami, 2013). Por outro lado, ndo observamos
diferencas na expressao de CPSF6 entre os grupos analisados, descrito como
um importante co-fator celular capaz de interagir com proteinas do capsideo viral
sem ativar os sensores da imunidade inata e contribuir para o sucesso da
infeccdo por HIV-1 (Schaller et al., 2011; Price et al., 2012; Rasaiyaah et al.,
2013).

Paralelamente, observamos ainda a expressdo em niveis semelhantes

hY

de NLRP3, AIM2 e RIG-I, genes diretamente relacionados a ativagdo do
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inflamassoma, assim como de SAMHD1, importante fator de restricdo da
replicagéo viral, nos trés padrbes de ativagcdo dos MDMs infectados em relagéo
aos seus respectivos controles.

Classicamente, a ativacdo do inflamassoma requer o reconhecimento de
dois sinais (PAMPs ou DAMPSs) para a ativacao das caspases, liberacdo de IL-13
e desencadeamento dos mecanismos efetores associados a esta via de
sinalizacdo: o primeiro sinal € mediado por sensores presentes na superficie
celular e ativado a partir do reconhecimento de microrganismos e/ou moléculas
enddgenas, resultando na indugéo da expressédo génica de NLRP3 e pro-IL-18 a
partir da ativagdo do NF-kB, por exemplo. O segundo sinal ativado na sequéncia
pode ser desencadeado pelo reconhecimento de ATP no meio extracelular,
formacdo de poros, e reconhecimento de PAMPs através de receptores
intracelulares, por exemplo (He et al., 2016).

Considerando estes dados, avaliamos a expressao proteica de NLRP3 e
ativacdo de NF-kB e Casp-1 apds a infeccdo in vitro por HIV-1. Apesar das
diferencas observadas nas citocinas liberadas no sobrenadante, ndo observados
diferencas significativas na expressédo de NF-kB fosforilado, NLRP3 e Caspase-
1 em MDMs apés 8 horas de incubacdo com a suspensédo viral (Figura 6).
Possivelmente, a alteracdo na atividade destas proteinas ocorre em etapas
anteriores ao periodo observado no presente estudo, resultando na liberacéo de
citocinas e quimiocinas no sobrenadante das células infectadas. Nesse contexto,
Pontillo e colaboradores demonstraram que a infeccdo por HIV-1 induz a
expressédo de NLRP3 e liberacdo de IL-1B em células dendriticas de individuos
saudaveis, mas ndo de células obtidas de pacientes infectados por HIV-1,
enquanto a ativacdo do inflamassoma em células da micréglia foi associada a
ocorréncia de lesdes neurolégicas em pacientes HIV-1+ (Pontillo et al., 2012;
Walsh et al., 2014).

Dessa forma, os achados descritos no presente trabalho (especialmente
aqueles relativos a liberagdo de citocinas no sobrenadante) corroboram com
aqueles descritos por Hernandez e colaboradores, onde a infeccdo por HIV-1
atuaria como fonte do primeiro sinal de ativacéo do inflamassoma dependente de
NLRP3 em MDMs resting, mas ndo naqueles ativados nos padrdes inflamatoério

ou relacionado ao reparo tecidual (Hernandez et al., 2014). Isoladamente, este
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sinal ndo seria responsavel por induzir a formagédo do complexo multiproteico e a
liberacdo de IL-1B3, mas permitiria a ativagcdo de NF-kB, o qual atuaria induzindo
a expressao génica de citocinas e de NLRP3, por exemplo. Apesar de Hernandez
e colaboradores nao apresentarem dados relativos a expresséo génica de NLRP3
e ativacdo de NF-kB e Casp-1, esta aparente divergéncia entre os resultados
pode ter sido ocasionada pelos periodos escolhidos para avaliacdo apos a
infeccdo in vitro. Para tentar esclarecer esta questdo, novos experimentos
deverdo ser realizados avaliando a expressédo génica e atividade proteica em
diferentes periodos apdés a infec¢do in vitro.

Com base nestes achados, avaliamos se a infecgéo por HIV-1 em MDMs
poderia induzir a liberacdo de specks de ASC no sobrenadante, um importante
DAMP associado a ativacao de morte celular por piroptose (Figura 7). No entanto,
de modo surpreendente, 48 horas apds a infeccdo viral ndo foram observadas
alteracOes significativas na liberacdo de specks no sobrenadante de MDMs
infectados. Este resultado foi particularmente intrigante, uma vez que MDMs séo
cronicamente infectados por HIV-1 e a liberacdo desta proteina para o meio
extracelular é um sinal importante da ativacéo do inflamassoma e atua como fonte
de propagacédo do sinal pro-inflamatério (Franklin et al., 2014). No entanto, a
inibicdo da liberacdo dessa proteina apos a infeccéo por HIV-1 corrobora a ideia
de que macrofagos podem atuar como reservatorios virais durante a infeccéo por
HIV-1, uma vez que s&o resistentes a morte celular induzida por
apoptose/piroptose, ao contrario do que ocorre em linfécitos T CD4+ infectados
(Doitsh et al., 2014).

Nesse sentido, considerando a capacidade de macrofagos serem
cronicamente infectados por HIV-1, induzirem a ativacdo dos estagios iniciais do
inflamassoma, mas serem resistentes a morte celular, nossa hipo6tese de trabalho
passou a considerar que proteinas virais presentes nos primeiros ciclos de
replicacdo seriam capazes de interagir com sensores da imunidade inata
presentes em macréfagos e impedir o adequado funcionamento da resposta
imune. Para testar essa hipotese, elaboramos uma estratégia de analise de
predicéo de interagdes in silico utilizando 4 plataformas distintas e adotamos uma
politica de consenso entre os resultados para identificacdo das interacdes

proteicas mais provaveis de ocorrer na natureza.
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Dentre o0s varios modelos preditos utilizando esta abordagem,
destacaram-se as interacdes preditas entre HIV-1 Gag / HIV-1 Vpr e diversos
alvos celulares. Apos a validacdo desta estratégia de analise (Figura 8) e
filtrando-se os dados obtidos com base na relevancia de cada alvo para ativacao
da resposta imune, identificamos provaveis interacdes relacionadas a ISGs
(como HIV-1 Gag e IFI16), atividade mitocondrial (HIV-1 Vpr e BCL2), sintese de
mediadores lipidicos (HIV-1 Gag e PTGES) e inducdo de mecanismos
apoptoticos (HIV-1 Gag / HIV-1 Vpr e PPIA) (Figuras 9 e 10). De fato, diversos
trabalhos evidenciaram que a infeccdo por HIV-1 com cepas defeituosas esta
associada a reducéo do fitness e infectividade viral, além da ativacao eficiente da
resposta imune (Zennou et al., 1998; Shehu-Xhilaga et al., 2001; Poon e Chen,
2003; Goepfert et al., 2008; Pollack et al., 2017).

Considerando os resultados obtidos in silico, avaliamos se as interagdes
preditas apos infecgao viral poderiam interferir na sintese de mediadores lipidicos
e producdo de espécies reativas de oxigénio. Recentemente, Zhong e
colaboradores demonstraram que a producdo de ROS e a oxidacdo do DNA
mitocondrial causada durante o metabolismo celular pode ser reconhecido por
NLRP3 e induzir a ativacdo do inflamassoma (Zhong et al., 2018). Apesar dos
moderados efeitos descritos na liberacdo de trans-LTB4 e de ROS em MDMs
infectados (Figuras 11 e 12), a andlise por imunofluorescéncia da estrutura
mitocondrial e localizacdo intracelular de Caspase-1 indicou a ocorréncia
alteracdes morfolégicas e na dispersao citoplasmatica de mitocondrias, além de
um discreto aumento no sinal detectado em MDMs 24 horas ap6és a infec¢éo
(Figura 13). Esses achados serviram de base para o questionamento se o
mecanismo relacionado a sobrevivéncia por longos periodos de MDMs infectados
por HIV-1 poderia estar relacionado a inibicdo da morte celular por
apoptose/piroptose, desencadeada por proteinas mitocondriais.

Nesse sentido, ao longo dos Uultimos anos diversos trabalhos tém
demonstrado a importancia de BIM na manutencdo da viabilidade celular
(Dewson e Kluck, 2009; Martinou e Youle, 2011; Westphal et al.,, 2011).
Recentemente, Castellano e colaboradores demonstraram que MDMs e microglia
infectados por HIV-1 sobrevivem durante os estagios iniciais da infec¢do atraves

de um mecanismo dependente de BIM, impedindo a liberagdo do citocromo ¢
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mitocondrial para o citoplasma e a consequente ativacdo de mecanismos de
morte celular (Castellano et al., 2017).

Nesse sentido, avaliamos a presenca de BIM, uma proteina capaz de
interagir com MCL-1/BCL-2 e impedir a liberagcdo de sinais pro-apoptoticos
(Figura 14). Nossos resultados indicaram a maior presenca de BIM em MDMs
infectados ativados nos trés padrBes distintos (resting, inflamatério ou
relacionado ao reparo tecidual) em relacdo aos respectivos controles. Em
conjunto, estes dados sugerem que proteinas virais poderiam estar interagindo
com alvos proteicos mitocondriais (como HIV-1 Vpr e MCL-1/BCL-2, conforme
predito in silico) e interferindo na arquitetura mitocondrial. No entanto, apesar da
ocorréncia dessas lesbes mitocondriais, a ativacdo deste mecanismo resultaria
na manutencéao da viabilidade das células infectadas. Paralelamente, a avaliacéo
da localizacdo de HIV-1 p24 e distribuicdo intracelular de NLRP3 em MDMs
infectados revelou grande quantidade de proteinas virais dispersas no citoplasma
e regido perinuclear, comprovando a infec¢ao induzida in vitro. Curiosamente, 24
horas apds o contato com a suspenséao viral, NLRP3 passou a ser detectado
principalmente na regido perinuclear e proximo a agregados de HIV-1 p24 (Figura
15).

Dessa forma, embora ndo seja possivel comprovar a ocorréncia da
interacdo predita entre HIV-1 Gag e NLRP3 durante os ensaios in silico, o
conjunto dos nossos dados sugerem que, além das alteracGes epigenéticas
induzidas durante a infec¢do cronica por HIV-1 anteriormente demonstradas por
nosso grupo e por outros (Desplats et al., 2014; Espindola et al., 2018), as
deficiéncias funcionais e de ativacao da resposta imune observadas em MDMs
podem ser ocasionadas desde as etapas iniciais da infeccdo por HIV-1, a partir
da inativacdo de sensores celulares fundamentais para ativacdo da resposta
imune e sobrevivéncia celular do hospedeiro, contribuindo decisivamente para o
estabelecimento da infeccdo viral e formacdo de reservatorios em diversos
tecidos. No entanto, apesar dos novos indicios apresentados neste trabalho,
alguns mecanismos relacionados a inativacao do inflamassoma (especialmente
da via dependente de NLRP3) durante a infec¢éo por HIV-1 em MDMs precisam
ser melhor explorados, de forma que estes achados possam resultar no

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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6.2 Caracterizagdo inicial e avaliacdo da formacdo de reservatérios
virais em populacbes de macrofagos presentes nos tecidos de
acordo com a sua origem embrionaria
Apesar de preliminares, os resultados obtidos a partir da biopsia de figado

de macaco Rhesus cronicamente infectados por SIV, tratado continuamente com

antirretrovirais e carga viral indetectavel no sangue periférico possibilitaram a

identificacdo fenotipica inicial de MDMs (CD11lb+ MMR"™¢ HLA-DR+ CD64+

CD163°wned) e YSDMs (CD11b+ MMR+ HLA-DR+ CD64+ CD163"). A andlise

por imunofluorescéncia de MDMs purificados de acordo com este perfil fenotipico

apresentavam capacidade fagocitica compativel a observada em outros
macrofagos, assim como também estavam infectadas por SIV. No entanto,
considerando a impossibilidade de obter-se YSDMs em quantidade suficiente da
amostra coletada, bem como a perda da viabilidade in vitro das células

purificadas, é fundamental que novos experimentos sejam realizados de modo a

confirmar a funcionalidade e a capacidade deste subtipo celular de tornarem-se

infectados por SIV in vivo.

Embora tenha sido possivel diferenciar as duas subpopulacdes de
macréfagos presentes no figado de macaco Rhesus infectados, o painel de
caracterizacao fenotipica deve ser encarado como o uma analise preliminar do
fendtipo desses macrofagos, de modo que, dada a importancia dessas células
durante a patogénese do SIV/HIV, sugerimos a ampla avaliacdo de outros
marcadores celulares em amostras humanas e de outros primatas, incluindo a
analise funcional e do transcriptoma, a fim de compreender melhor as estratégias
virais para evasdo da resposta imune e estabelecimento de reservatérios virais

nos tecidos.
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Durante o estudo dos mecanismos relacionados a ativacdo do
inflamassoma e estratégias de evaséo viral da resposta imune durante a infeccao
por HIV-1 em macréfagos, observamos que a infeccao viral induz a liberacdo de
IL-18 e outras citocinas/quimiocinas em MDMs resting, mas ndo em MDMs
ativados nos padrfes inflamatodrio ou relacionado ao reparo tecidual. Além de
nao induzirem diretamente a ativagdo do inflamassoma, MDMs previamente
estimulados liberaram menores niveis de citocinas/quimiocinas (como IL-6 e
MIP-1a/B), assim como alteragbes no padrao global de liberacédo no
sobrenadante desses mediadores apoés a infeccdo, sugerindo que estas células
também podem reconhecer as particulas virais deste as etapas iniciais da
infeccdo. Nossos resultados ainda ndo indicaram se, de fato, a infeccéo por HIV-
1 é capaz de induzir o primeiro sinal de ativacao do inflamassoma (evidenciado
pela expresséo de NLRP3, fosforilagdo de NF-kB e atividade de NLRP3 e Casp-
1, sendo necessaria a realizacao de novos experimentos em diferentes periodos
de infeccdo para explorar melhor essa hipétese. No entanto, a deficiéncia na
ativacdo desses mecanismos pode ser causada por falhas induzidas por
proteinas virais, conforme predito durante os ensaios in silico. Estes dados sédo
corroborados pelos resultados observados durante as imunofluorescéncias,
onde alteracbes mitocondriais induzidas apds a infec¢do viral poderiam estar
relacionadas a auséncia de producdo de ROS e contribuir para manutencéo da
viabilidade celular. Em conjunto, a acdo dessas proteinas virais em diferentes
alvos celulares pode contribuir para evaséao do HIV-1 da acdo dos mecanismos
efetores da resposta imune inata em macréfagos, possibilitando a sobrevivéncia
de células infectadas por longos periodos e a formacdo de reservatorios
teciduais.

Paralelamente, embora tenha sido realizada uma andlise preliminar do
perfil fenotipico de YSDMs e MDMs, o painel de marcadores utilizados para
isolamento dessas duas subpopulacdes celulares deve ser melhor explorado,
incluindo a andalise de amostras humanas e de outros primatas, para
diferenciagcdo dessas células também com base em ensaios funcionais e do
transcriptoma, tendo em vista relevancia dessas células no estabelecimento de

reservatorios virais nos tecidos.
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Em conjunto, nossos dados sugerem que diversas proteinas virais
(como HIV-1 Gag e Vpr) podem interagir com proteinas do hospedeiro desde as
etapas iniciais da infeccdo viral em macréfagos, prejudicando a ativacdo do
inflamassoma, o desenvolvimento da resposta imune e viabilizando o sucesso
da infecgao viral.

Adicionalmente, sugerimos que a populacdo de MDMs obtida de NHPs
seja caracterizada pela expressdo de CD1llb+ MMR™9 HLA-DR+ CD64+
CD163'owred  enquanto a populacdo de YSDMs seja caracterizada pela
expressédo de CD11b+ MMR+ HLA-DR+ CD64+ CD163", de modo a diferenciar
fenotipicamente as duas subpopulacdes.
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ANEXO A — Autorizagdo do Comité de Etica em Pesquisa do
HC/FMRP/USP para realizacdo do presente estudo

: " @ o
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA ‘o v
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO gyre.usp

RIBEIRAO PRETO

Ribeirdo Preto, 25 de marco de 2015.

Oficio n°® 1119/2015
CEP/MGV

PROCESSO HCRP n° 18492/2014

Prezados Pesquisadores,

O trabalho intitulado “ANALISE DA INFECGAO IN VITRO POR HIV-
1 NA ATIVACAO DO INFLAMASSOMA E EVASAO VIRAL DA RESPOSTA IMUNE
DEPENDENTE DE MACROFAGOS”, foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa, em
sua 404° Reunido Ordinaria realizada em 23/03/2015, e enquadrado na categoria:
APROVADO, bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Versdao I de

27/02/2015.

Este Comité segue integralmente a Conferéncia Internacional de
Harmonizacdo de Boas Praticas Clinicas (IGH-GCP), bem como a Resolucdo n° 466/2012
CNS/ MS.

Lembramos que devem ser apresentados a este CEP, o Relatério
Parcial e o Relatério Final da pesquisa. De acordo com Carta Circular n°
003/2011/ CONEP/ CNS, datada de 21/03/2011, o sujeito de pesquisa ou seu representante,
quando for o caso, deverd rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE — apondo sua assinatura na ultima do referido Termo; o pesquisador
responsdvel deverda da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido — TCLE — apondo sua assinatura na ultima pdgina do referido Termo.

Atenciosamente.

WW@,
MARCIA GUIMARAES VILLANOVA

Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

Tlustrissimos Senhores

LEONARDO JUDSON GALVAO DE LIMA

DR*® FABIANA GAI FRANTZ (Orientadora)
Depto. de Imunologia e Bioquimica — FMRP-USP

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
m*“%%”vzfgg’o P?;gte ';';gre Comité de Etica em Pesquisa do HCRP e FMRP-USP
FWA-00002733; IRB-00002186 ¢
Registro Plataforma Brasil /CONEP n® 5440
(016) 3602-2228
cep@hcrp.usp.br
www.herp.usp.br



GALVAO-LIMA, L. J. 126
ANEXOS

ANEXO B — Termo de anuéncia do Hemocentro de Ribeirdo Preto para

recrutamento de doadores de sangue voluntérios

,,HemooentroRP

% Cantro Regional de Hemoterapia
HCFMRP - USP

Rua Tenente Catéo Roxo, 2501 - Monte Alegre
Fone: (16) 2101-9300 - Fax (16) 2101-9309
CEP: 14051-140 - Ribeirdo Preto - SP

DECLARACAO

Declaramos, a pedido do pesquisador Leonardo J. Galvdo de
Lima, que o Centro Regional de Hemoterapia do HCFMRP-USP, mediante
consentimento informado dos participantes, autoriza a abordagem e eventual
coleta de 06 ml de sangue venoso provenientes de doadores voluntarios de
sangue para uso no projeto de pesquisa “Analise da infeccao in vitro por HIV-1
na ativacdo do inflamassoma e evasdo viral da resposta imune dependente de
macréfagos”, desenvolvido na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP,

sob responsabilidade da Profa. Dra. Fabiane Gai Frantz.

Ribeirdo Preto, 19 de novembro de 2014.

Comissao Deliberativa em Viabilizagdo para Cessio
de Amostras Bioldgicas e/ou Hemocomponentes
para fins de Pesquisa Cientifica

DataJd9_y Ll g200Y

{ -
Particip _%L:,\—:u\,\‘_’

FH-2.26 (rev.1)
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ANEXO C - Termo de anuéncia do Centro de Pesquisa em Virologia da

FMRP/USP para realizacdo dos ensaios de infeccgéo in vitro por HIV-1

Centro de Pesquisa em Virologia
Faculdade de Medicina dé Ribeirao Preto

Universidade de Sao Paulo

Ribeirdo Preto, 04 de novembro de 2014.
DECLARAGAO

Declaro que Leonardo Judson Galvéo de Lima, inscrito sob CPF numero
076.619.654-29, biomédico, estudante de doutorado matriculado no programa de
Imunologia Basica e Aplicada da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo, realizou treinamento técnico necessario e estad apto
para executar o seu projeto de doutorado utilizando a estrutura fisica do laboratério
de biosseguranga nivel 3 — BSL 3 — do Centro de Pesquisa em Virologia desta
faculdade, sob orientagdo da Dra. Fabiani Gai Frantz e sub-orientacdo do Dr. Mario
Luis Garcia de Figueiredo. Afirmo, ainda, que o laboratério conta com toda
infraestrutura e seguranga necessarias para manipulagdo de HIV-1 e realizacdo de

infeccdes in vitro em cultura de células primarias.

chy L L

Dr. Luiz Tadeu Moraes Figueiredo

Professor titular de doencas infecciosas e tropicais — FMRP/USP

Coordenador do Centro de Pesquisa em Virologia — FMRP/USP
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ANEXO D - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para anuéncia
dos doadores de sengue atendidos no Hemocentro de Ribeirdo Preto

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM IMUNOLOGIA BASICA E APLICADA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NOME DA PESQUISA: “ANALISE DA INFECCAO IN VITRO POR HIV-
1 NA ATIVACAO DO INFLAMASSOMA E EVASAO VIRAL DA RESPOSTA
IMUNE DEPENDENTE DE MACROFAGOS”.

PESQUISADORES RESPONSAVEIS:
MSc. Leonardo Judson Galvdo de Lima

Dra. Fabiani Gai Frantz

Prezado Doador(a),

Gostariamos de convida-lo(a) a participar do projeto de pesquisa intitulado
“‘Analise da infeccdo in vitro por HIV-1 na ativacdo do inflamassoma e
evasao viral da resposta imune dependente de macrofagos”, cuja conducéo
sera responsabilidade do estudante de doutorado Leonardo Judson Galvao de
Lima, sob orientagdo da Dra. Fabiani Gai Frantz. Este estudo faz parte de uma
linha de pesquisa sobre HIV e Epigenética, desenvolvida no Laboratério de
Imunologia e Epigenética da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto/USP, e conta com a colaboracdo de pesquisadores do Hospital das
Clinicas de Ribeirdo Preto/USP, do Hemocentro de Ribeirdo Preto e do Instituto
Oswaldo Cruz/FIOCRUZ-RJ.

O objetivo deste estudo é entender como a infeccdo por HIV-1 interfere

na ativacdo e quais 0os mecanismos utilizados pelo virus para escapar da
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resposta imune em macréfagos, uma das principais células do nosso sistema de
defesa e que auxilia no combate as diversas infec¢des. Dessa forma, a sua
colaboracdo € fundamental para que possamos realizar este estudo.
Gostariamos de lembrar que a sua participacdo sera totalmente voluntaria e
da importancia de ler atentamente este documento até o final. A qualquer
momento, as suas duvidas sobre esta pesquisa poderdo ser esclarecidas, seja
durante esta abordagem inicial ou durante o desenvolvimento do estudo. Caso
tenha interesse em participar, solicitaremos que assine este documento e 0
rubrigue em todas as paginas, em duas vias — uma que sera disponibilizada para
VOCé e outra que serda armazenada junto aos resultados obtidos deste estudo.
Caso nao queira participar, deixamos claro que ndo havera nenhum tipo de

prejuizo a sua doacao.

O que é macrofago?
Os macréfagos sdo células do sistema de defesa do nosso corpo,
importantes para combater diversos germes (como virus e bactérias) capazes de

causar doencas.

O que é inflamassoma?

O inflamassoma é um sistema de reconhecimento e sinaliza¢do presente
nos macroéfagos, capaz de avisar a célula a existéncia de alguma situacédo de
perigo (como a presenca de infec¢des), e que ajuda na ativacdo do sistema de

defesa do nosso corpo.

Porque esta pesquisa esta sendo feita? Como eu posso participar?

Esta pesquisa ajudara a entender como a infec¢do por HIV-1 interfere na
ativacdo e desenvolvimento da resposta imunologica de macréfagos, uma das
principais células do nosso sistema de defesa e que auxilia no combate as

diversas infec¢des. Desta forma, € necessario a coleta de amostras ricas em

monaocitos/macréfagos de individuos saudaveis. Caso concorde em participar
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desta pesquisa, sua participacdo sera voluntaria e vocé devera autorizar a
utilizacdo das células presentes na camara LRS de isolamento de leucdcitos
utilizada durante a sua doacdo de plaquetas por aférese. Em seguida, a sua
amostra sera encaminhada para o Laboratorio de Imunologia e Epigenética,
vinculado a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto/USP, onde
serdo realizadas todas as analises necessarias para realiza¢do do estudo.

Eu corro algum risco em participar deste estudo?

Para participar do estudo ndo serd necessaria uma nova coleta, além
daquela normalmente realizada durante o procedimento normal de doacdo de
plaquetas por aférese, realizada no Hemocentro de Ribeirdo Preto. Todo o
procedimento sera realizado utilizando materiais estéreis e descartaveis por um
profissional capacitado em ambiente adequado para esta finalidade. N&o ha riscos
adicionais decorrentes da sua participacdo nesta pesquisa, além daqueles
inerentes a coleta de sangue. Caso concorde em participar, a camara LRS de
isolamento de leucécitos utilizada no kit durante a sua doacdo de plaquetas por
aférese serd encaminhada para o Laboratério de Imunologia e Epigenética, na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto/USP, onde serdo
realizadas todas as andlises. A sua participacao neste estudo nao trara qualquer
prejuizo para vocé ou para o paciente que ira receber a sua doacao no futuro. O
contato das células com o virus durante a realizagdo deste projeto ocorrera
somente no laboratério, contando com toda a infraestrutura necessaria para
realizacdo deste tipo de procedimento, de modo que o0s participantes da pesquisa
nao sofrerdo qualquer risco de contaminagao.

Ao longo deste estudo ndo havera despesa ou qualquer tipo de
remuneracao aos participantes. Todos os dados obtidos durante a execucgéo deste
estudo serédo guardados de maneira sigilosa e os nomes dos envolvidos ndo serao
divulgados em nenhum momento. Ao final da pesquisa, cada participante podera
solicitar a divulgacdo de seus resultados, de forma individual e sigilosa. Este
estudo ndo trara beneficio direto ao sujeito envolvido, ficando a critério do mesmo
a desisténcia em participar da pesquisa a qualquer momento, sem nenhum

prejuizo a sua doagdo de sangue. A qualquer momento, vocé podera entrar em
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contato com os pesquisadores ou diretamente como o Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
atraves do telefone (16) 3315-2228 para obter esclarecimentos sobre os aspectos

éticos deste estudo.

Nome do participante:

Assinatura: Data: [/

Nome do pesquisador:

Assinatura: Data: [/
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ANEXO E

RESULTADOS ADICIONAIS

Durante o desenvolvimento do estdgio sanduiche nos
EFUA, foram realizados alguns experimentos sob
orientacdo do Dr Liucio Gama, paralelamente ao

desenvolvimento do objetivo principal do estdgio.

Macrofagos humanos apresentam alteracoes fenotipicas e
movrfologicas de acordo com o meio de cultura e fonte de

sorvo utilizada iz vitro.

Leonardo J. Galvao-Lima*t; Sarah L. Price*; Celina M. Abreu*; Shelby Graham*; Dionna

W. Williams*; Ellen R. Forsyth*; Erin N. Shirk*; Janice E. Clements*+$; Llcio Gama*1#

Author details: *Department of Molecular and Comparative Pathobiology, Johns Hopkins
University School of Medicine, Baltimore, Maryland, USA. TSchool of Pharmaceutical Sciences of
Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brazil. *Department of
Pathology, Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore, Maryland, USA. $Department
of Neurology, Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore, Maryland, USA. "Vaccine

Research Center, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, Bethesda, Maryland, USA
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Macréfagos cultivados em DMEM apresentam alterag6es fenotipicas

e morfolégicas quando comparados aos cultivados em RPMI

Durante vérias décadas, a pesquisa em macrofagos e outras células
fagociticas foi pouco explorada em detrimento dos crescentes avancos ha
pesquisa relacionada ao desenvolvimento da resposta imune adaptativa. No
entanto, recentemente o ressurgimento de novas pesquisas nesse campo trouxe
também diversas questdes importantes relacionadas a fisiologia dos macréfagos
(Galdiero et al., 2013; Jackson e Woollard, 2014; Bekkering et al., 2016).

Diante deste contexto, além da variacdo biolégica normal do background
genético entre os individuos, atualmente ndo existe uma metodologia que seja
consenso para obtencdo e ativacdo in vitro dos macréfagos, considerando o
meio de cultura, a fonte de soro e as citocinas utilizadas para induzir a
polarizacdo celular (Murray et al., 2014; Minton, 2017; Murray, 2017). Em
conjunto, estas discrepancias resultam em diferentes status de ativacao basal
dos macréfagos, antes mesmo da adicdo de qualquer estimulo adicional,
prejudicando diretamente a reprodutibilidade dos achados entre diferentes
grupos de pesquisa e a pesquisa translacional entre a ciéncia basica e a clinica
(Steeves, 2015). Com objetivo de explorar esta questdo e evitar a decisdo
empirica entre 0s meios de cultura utilizados, nds avaliamos a influéncia dos
meios RPMI 1640 e DMEM na cultura de macréfagos humanos quanto ao
fendtipo induzido na presenca de cada um dos meios de cultura, bem como
alteracOes transcricionais e por fim, na liberacdo de citocinas. Avaliamos ainda,
as diferencas fenotipicas induzidas nos diferentes protocolos, quando o0s
macrofagos foram infectados in vitro por HIV-1.

Como observado na Figura 18, quando macréfagos foram cultivados em
RPMI houve maior expressdo de MMR (CD206) se comparados aqueles
cultivados em DMEM e, embora nao significativa, uma tendéncia de maior
expressdo de CD14 e CD163 na superficie celular (Fig. 18). Estes achados foram
corroborados pela analise morfologica das células em cultura, a qual indicou que,
apos 7 dias em cultura e sem adicdo de estimulos adicionais, todos o0s
macroéfagos cultivados em meio contendo RPMI eram morfologicamente maiores
do que aqueles cultivados em DMEM e suplementados com diferentes fontes de

soro (Fig. 19), sugerindo que o RPMI promove o aumento do status basal de
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ativacao celular, considerando-se a expressao de marcadores de superficie e a

morfologia de macréfagos humanos primarios.

Macrofagos cultivados em DMEM ou RPMI apresentam diferencas

no perfil de liberagdo de citocinas

O nivel basal de citocinas e quimiocinas liberadas no sobrenadante de
macrofagos cultivados em DMEM ou RPMI, ambos suplementados com 10% de
FBS. Os MDMs cultivados em RPMI liberam niveis menores de IL-10 e
apresentam tendéncia a liberar niveis maiores de IFN-y, IL-6, IL-12 (p40), IL-18,
TNF-a, CCL5, CXCL9 and IP-10 (Fig. 20). As altera¢cbes observadas no perfil de
citocinas liberadas por MDMs sugerem que o meio de cultura utilizado pode
influenciar no status basal de ativacdo celular e, certamente, refletir no
desenvolvimento da resposta imune inata observada in vitro ap6s adicao de

diferentes estimulos (como PAMPSs e outras citocinas).

Analise do transcriptoma sugere que macrofagos cultivados em

RPMI e suplementados com FBS apresentam-se mais ativados

Amostras cultivadas em DMEM ou RPMI, ambas suplementadas com
10% de FBS, demonstraram diferencas importantes na expresséo de diversos
genes (Fig. 21A). Dentre estes, podemos destacar o aumento da expressao de
Interferon-Stimulated Genes (ISGs) e outros relacionados a ativacdo da resposta
imune (como CTLA4, CD209, TIGIT, MARCO, FOXP3, STAT3, CCL13 e IRF4)
em MDMs cultivados em RPMI, contrastando com o perfil transcricional
observado em MDMs cultivados em DMEM. As diferencas no perfil transcricional
entre esses dois grupos é ainda mais evidente quando analisadas por Sparse
Partial Least Squares — Discriminant Analysis (sPLS-DA) (Fig. 21B). Esta
ferramenta de andlise possibilita a classificacdo de multivaridveis biologicas
complexas em grupos similares, possibilitando a discriminacdo de ‘clusters’

dentro das amostras observadas (Le Cao et al., 2011).
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Figura 18. Expresséo de CD4, CD163, CCR5, MMR (CD206), CD14 e HLA-DR na superficie
celular de macrofagos cultivados em DMEM ou RPMI 1640. PBMCs de doadores saudaveis
(n=3) foram isolados e plaqueados em meio DMEM ou RPMI, suplementados com 10% de FBS.
ApOs 7 dias em cultura, todas as células foram removidas das placas para quantificacdo de
moléculas na superficie celular por citometria de fluxo. A, representacao dos dot plots obtidos
relativos a expressdo de CD4, CD163, CCR5, MMR (CD206), CD14 e HLA-DR. B-E,
representacdo gréfica das porcentagens de células positivas para cada uma das moléculas
avaliadas. Cada ponto representa os resultados obtidos de cada doador e a barra horizontal a
mediana do conjunto de dados analisados utilizando teste t pareado.
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Human Serum Autologous Serum

FBS

W3na INd™

Figura 19. Alterac8es morfolégicas em macrofagos cultivados em DMEM ou RPMI 1640 e
suplementados com diferentes fontes de soro. PBMCs de doadores saudaveis (n=4) foram
isolados e plaqueados em meio DMEM ou RPMI, suplementados com diferentes fontes de soro
- 10% de FBS ou soro humano inativado ou autélogo. Apo6s 7 dias em cultura, todas as células
foram permeabilizadas e incubadas com Alexa Fluor™ 488 Phalloidin (Invitrogen) para marcacao
de F-actina (em verde), enquanto o nicleo (em azul) foi corado com Nucblue (ThermoFischer).
As células foram analisadas em microscoépio de fluorescéncia (20x) e fotografadas.



GALVAO-LIMA, L. J.

==Ll 8

A IFN-cx
10
T5O7267
0.8 7373355
mia OF TEAR0042
1 0.6
£
g o4
02
0.0 T T
&
x@ \"QQGJ
ol o
& o
oF ¢
D IFN-2.1
15
0 TEOTRET
2 72800042
5 7373865
&
5
0 ' .
) &
& &
& A
& &

3000

G IL-6
TBOTREY
- /
.
1000

J—

1} ¥ T

‘(é :(é

o
& &

paimL

J IL-12 {p70)
10
08
N 08 72800042
E mimpe| B 7373865
o TEQTEET
04
02
0.0 . '
S
& &
+ e
& d
e o

poimL

50

4n

30

n

137
C IFNy
ann
TATARES
150
=
E m
B
50 TEOTIET
0 72900042
Sy el
& &
o o
& &
F IL-1p
4
72300042
3
E 2
g2
—
1 TaT3Eas
min OC R
0 . .
;g? &
& ¢
| IL-12 {pan)
E
&
%l min DG
o
2
i ‘:l
@ &
d§?fe quﬁ
L IL-18
a0
72900042
TITIBES
1
s TEOT2ET
E =
&
10
0 . x
B el
& &
& -
4 3
& &

Figura 20. Citocinas e quimiocinas liberadas no sobrenadante de macréfagos cultivados
em DMEM ou RPMI 1640 suplementados com FBS. PBMCs de doadores saudaveis (n=3)
foram isolados e plagueados em meio DMEM ou RPMI, suplementados com 10% de FBS. Apos
7 dias em cultura, o sobrenadante das células em cultura foi coletado e incubado com o kit BD™
Cytometric Bead Array (CBA) e as citocinas/quimiocinas presentes na amostra foram
quantificadas por citometria de fluxo. Cada ponto representa os resultados obtidos, expressos
em pg/mL, de cada doador. Os resultados foram analisados utilizando o teste t pareado.
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cont. Figura 20. Citocinas e

guimiocinas liberadas no sobrenadante de macrofagos

cultivados em DMEM ou RPMI 1640 suplementados com FBS.
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Scores Plot
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Figura 21. Andlise do transcriptoma de macréfagos cultivados em DMEM ou RPMI 1640
suplementados com FBS. PBMCs de doadores saudaveis (n=4) foram isolados e plaqueados
em meio DMEM ou RPMI, suplementados com 10% de FBS. Apds 7 dias em cultura, o RNA total
das células em cultura foi extraido e purificado com auxilio do RNeasy Mini Kit (Qiagen). Os
ensaios de andlise do transcriptoma foram realizados a partir da hibridizagao do RNA celular com
as sondas presentes no painel nCounter® PanCancer Immune Profiling (NanoString™). Todos
os dados obtidos foram normalizados e analisados utilizando o software MetaboAnalyst 3.6 e os
resultados expressos em (A) heatmaps ou (B) graficos de sPLS-DA com 2 dimensdes.
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Diferentes fontes de soro podem interferir no perfil transcricional

dos macréfagos

Além do FBS, outras fontes de soro, como o comercial humano e os
autdlogos, também sao rotineiramente utilizadas para suplementacdo dos meios
de cultura de macréfagos in vitro. Nesse sentido, avaliamos se estas fontes
alternativas de suplementacédo de DMEM e RPMI 1640 poderiam interferir no
perfil transcricional dos macréfagos cultivados in vitro. A analise dos nossos
resultados indicou que macréfagos cultivados em DMEM e suplementados com
10% de soro comercial humano ou soro autélogo, ambos previamente
inativados, apresentam maiores niveis de expressao de genes pro-inflamatorios
(como NF-kB2, TRAF6, CD53 e LAMP1) quando comparados aqueles cultivados
em DMEM suplementado com 10% de FBS (Figura 22A). Considerando os
resultados da expressao de todos os genes presentes no painel é possivel
observar mais claramente a semelhancga no perfil de expressado génica entre
macrofagos cultivados com DMEM suplementado com 10% de soro comercial
humano ou soro autdlogo inativado e como estes dois divergem do perfil de
expressao observado em macrofagos cultivados com DMEM suplementado com
10% de FBS (Figura 22B). De modo semelhante, os resultados obtidos a partir
da expresséo génica de macrofagos cultivados em RPMI1640 e suplementados
com diferentes fontes de soro indicaram que o0 uso de soro comercial humano ou
soro autélogo inativado induzem a maior expresséo de genes pro-inflamatérios
- como LAMP1, C3, MAPK1, CD53 e TNFSF14 (Figura 23A), 0os quais também
podem ser agrupados em clusters que guardam maior semelhanca entre si
guando comparados aos resultados obtidos utilizando macrofagos cultivados em
RPMI e suplementados com 10% de FBS (Figura 23B). Em conjunto, estes
dados sugerem que além do meio de cultura, a fonte de soro utilizada para
suplementacdo também pode interferir no perfil transcricional dos macréfagos
cultivados in vitro e induzir um maior status de ativagdo basal, o qual pode

influenciar na resposta a estimulos posteriores.
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Figura 22. Andlise do transcriptoma de macréfagos cultivados em DMEM suplementados
com diferentes fontes de soro. PBMCs de doadores saudaveis (n=4) foram isolados,
plagueados em meio DMEM e suplementados com 10% de FBS, soro humano inativado ou soro
autologo inativado. Apés 7 dias em cultura, o RNA total das células em cultura foi extraido e
purificado com auxilio do RNeasy Mini Kit (Qiagen). Os ensaios de analise do transcriptoma
foram realizados a partir da hibridizacdo do RNA celular com as sondas presentes no painel
nCounter® PanCancer Immune Profiling (NanoString™). Todos os dados obtidos foram
normalizados e analisados utilizando o software MetaboAnalyst 3.6 e o0s resultados expressos
em (A) heatmaps ou (B) gréaficos de sPLS-DA com 2 dimensdes.
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Figura 23. Andlise do transcriptoma de macrd6fagos cultivados em RPMI 1640
suplementados com diferentes fontes de soro. PBMCs de doadores saudaveis (n=4) foram
isolados, plaqueados em meio RPMI e suplementados com 10% de FBS, soro humano inativado
ou soro autologo inativado. Apds 7 dias em cultura, o RNA total das células em cultura foi extraido
e purificado com auxilio do RNeasy Mini Kit (Qiagen). Os ensaios de andlise do transcriptoma
foram realizados a partir da hibridizacdo do RNA celular com as sondas presentes no painel
nCounter® PanCancer Immune Profiling (NanoString™). Todos os dados obtidos foram
normalizados e analisados utilizando o software MetaboAnalyst 3.6 e o0s resultados expressos
em (A) heatmaps ou (B) gréficos de sPLS-DA com 2 dimensdes.
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Maior ativagdo basal de macrofagos cultivados em RPMI reduz a

replicacdo de HIV-1

Para avaliar se a alteracao basal no grau de ativacdo induzido pelo meio
de cultura utilizado pode interferir na funcéo celular, macréfagos cultivados em
DMEM ou RPMI e suplementados com 10% de FBS ou 10% de soro humano
comercial ou 10% de soro autdlogo foram infectados com HIV-1 89.6 (MOI
0.001).

O sobrenadante da cultura celular foi coletado a cada 2 dias para
avaliacdo da replicacao viral. Niveis semelhantes de RNA nos dias 2 e 4 apos a
infeccdo foram detectados no sobrenadante de MDMs cultivados em
DMEM+FBS ou RPMI+FBS (Fig. 24A). No entanto, a partir do dia 6, a quantidade
de HIV-1 RNA presente no sobrenadante de MDMs cultivados em DMEM+FBS
foi maior do que aquele observado em MDMs cultivados em RPMI+FBS. MDMs
cultivados em DMEM ou RPMI e suplementados com soro humano comercial ou
soro autologo nao apresentaram diferencas no nivel de particulas virais liberadas
no sobrenadante (Fig. 24B e C), permanecendo estaveis durante todo periodo

observado.
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Figura 24. Quantificacdo da replicacdo de HIV-1 em macr6fagos cultivados em DMEM ou
RPMI 1640. PBMCs de doadores saudaveis (n=8) foram isolados e plaqueados em meio DMEM
ou RPMI e suplementados com diferentes fontes de soro. Apos 7 dias em cultura, as células
foram espinoculadas para otimizar a infe¢do por HIV-1 89.6 (MOI 0.001). Apos este periodo,
meio fresco foi adicionado as respectivas condi¢es de cultura e o sobrenadante foi coletado a
cada 2 dias para avaliacdo da replicacéo viral por gRT-PCR. (A) MDMs cultivados com DMEM
(azul) ou RPMI (vermelho) e suplementados com 10% de FBS. (B) MDMs cultivados com DMEM
(azul) ou RPMI (vermelho) e suplementados com 10% de soro humano inativado. (C) MDMs
cultivados com DMEM (azul) ou RPMI (vermelho) e suplementados com 10% de soro autélogo

inativado. Cada ponto representa a média + desvio padrao dos resultados obtidos de cada grupo
de doadores.
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Macrofagos cultivados em RPMI liberam niveis maiores de IFN-tipo

| e ISGs

O reconhecimento de PAMPs e DAMPs induz a ativacdo da via de
sinalizacdo dependente de IFN-tipo | e expressdo de ISGs em macrofagos,
desencadeando a resposta imune inata apés o reconhecimento do estimulo.
Nesse sentido, nds avaliamos o impacto do DMEM e RPMI na expresséao dos
genes induzidos por IFN-tipo | (MxA, Tyk2 e IFN-a) e na capacidade destas
células desencadearem a resposta imune inata quando estimuladas.

Ap6s 7 dias em cultura, MDMs cultivados em RPMI expressam maiores
niveis de mRNA para MxA, Tyk2 e IFN-a, quando comparado aos MDMs
cultivados em DMEM (Fig. 25A). Em seguida, ndés consideramos que este
aumento basal também poderia impactar a ativacdo de MDMs durante o
reconhecimento de um estimulo secundario. Para testar esta hipotese, MDMs
foram cultivados em DMEM ou RPMI com poly I:C (agonista de TLR3) e
observamos que os MDMs cultivados com DMEM expressam maiores niveis de
IFN-a apos o estimulo com poly I:C, enquanto o mesmo efeito ndo foi observado
em MDMs cultivados em RPMI (Fig. 25B). Em conjunto, nossos resultados
sugerem que a ativacdo sustentada de macréfagos, induzida de acordo com o
meio de cultura e fonte de soro utilizada, pode interferir nos resultados
observados in vitro, uma vez que o status basal de ativacdo celular sera
fundamental para inducao da expresséo génica e o desenvolvimento da resposta

imune inata.
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Figura 25. Expressao de MxA, Tyk2 e IFN-a em macréfagos cultivados em DMEM ou RPMI
1640. PBMCs de doadores saudaveis (n=6) foram isolados e plagueados em meio DMEM ou
RPMI, suplementados com 10% de FBS. Apds 7 dias em cultura, as células foram lisadas e o
MRNA foi extraido para realizagdo de gPCR para (A) quantificagdo da expressdo basal de ISGs
(MxA, Tyk2 e IFN-a) em células cultivadas em DMEM ou RPMI. Resultado expresso em fold-
change relativo ao DMEM. (B) Expresséo de IFN-a ap6s estimulo com poly:IC durante 4 horas.
Fold change ajustado em funcéo a expressao basal de IFN-a por células ndo estimuladas. Cada
ponto representa os resultados obtidos de cada doador e a barra horizontal a mediana do
conjunto de dados analisados.
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DISCUSSAO

A escolha do meio de cultura utilizado em estudos in vitro de células
mieldides parece ser baseada apenas em decisdes empiricas ou disponibilidade
em cada laboratério. No entanto, a falha na padronizacdo dos reagentes e
técnicas utilizadas entre os diferentes grupos de pesquisa pode ser uma das
principais causas da divergéncia observada nos resultados de modelos
experimentais semelhantes, impactando a reprodutibilidade e confiabilidade dos
resultados experimentais de estudos in vitro comparados aos modelos in vivo.

A variacdo normal no background genético de doadores humanos em
estudos in vitro € uma caracteristica importante a ser considerada durante a
analise dos resultados, no entanto, o uso de diversos meios de cultura e fontes
de soro nos modelos experimentais adiciona uma nova variavel a essa complexa
equacao. DMEM e RPMI 1640 sdo meios de cultura celular classicos para células
primérias e utilizados na maioria dos estudos in vitro para simular as condi¢des
fisiol6égicas encontradas in vivo. Recentemente, o trabalho de Yao e Asayama
construiram uma importante linha do tempo sobre o desenvolvimento de diversos
meios de cultura celular e evidenciaram algumas diferencas nas caracteristicas
de DMEM e RPMI 1640 (Yao e Asayama, 2017). A tabela 1 apresenta os
principais constituintes de cada meio de cultura, de acordo com as informacoes
fornecidas pelo fabricante.

Resumidamente, o DMEM é considerado um meio bésico e sua férmula
foi proposta em 1959 por Renato Dulbecco and Marguerite Vogt (Dulbecco e
Freeman, 1959) apés modificacdes na formula original do Meio Essencial Minimo
(MEM) (Eagle, 1959), enquanto a composi¢éao do meio desenvolvido pelo Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) 1640 é considerada complexa e sua receita surgiu
a partir de uma modificacdo na férmula original do meio 5A, originalmente
proposto por McCoy (Mc et al., 1959). A primeira evidéncia da diferenca entre
esses dois meios no cultivo de células primarias foi reportada na década de 1960
durante o estabelecimento de uma cultura de leucécitos humano, levando ao
RPMI1640 ser escolhido como meio de cultivo preferencial nos anos seguintes
(Moore et al., 1966; Moore et al., 1967). Até os dias atuais existe um paradigma
sugerindo que o DMEM é melhor para o cultivo de células aderentes, enquanto o

RPMI 1640 deve ser o meio de cultura de escolha para cultura de células em
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suspensao, como os linfocitos (Yao e Asayama, 2017). Nesse sentido, dada a
falta de padronizagéo e a escolha do meio de cultura baseada em evidéncias
robustas, a pesquisa envolvendo a resposta imune de macréfagos € diretamente
afetada conforme observado pelos resultados divergentes obtidos de MDMs
primarios cultivados em DMEM ou RPMI e apresentados neste trabalho.

No presente estudo, nés evidenciamos as alteracdes morfologicas e
transcricionais observadas em MDMs primarios cultivados em meios DMEM ou
RPMI. Nossos resultados demonstraram a maior expressao de marcadores de
superficie (como MMR) em MDMs cultivados em RPMI e estas células também
apresentaram alteracdes morfolégicas significantes em relagdo aquelas
cultivadas em DMEM, independente da fonte de soro utilizada, sugerindo que o
meio RPMI 1640 induz o aumento da ativacao basal de MDMs humanos. Estas
evidéncias sédo corroboradas pela quantificacdo das citocinas liberadas no
sobrenadante de células em condi¢cbes basais, na qual MDMs cultivados em
RPMI apresentam niveis menores de IL-10 e uma tendéncia a liberar mais
citocinas pro-inflamatorias (como IFN-y, IL-6, IL-12 (p40), IL-18, TNF-a, CCL5,
CXCL9 and IP-10).

Para confirmar a influéncia destes meios no perfil transcricional dos
MDMs, nés avaliamos a expressdo de 730 genes e demonstramos que as
células cultivadas em DMEM ou RPMI apresentam uma profunda discrepancia
no perfil transcricional, também observada utilizando diferentes fontes de soro
(como comercial humano ou autélogo) para suplementar o meio. Além das
diferencas observadas na composicdo do DMEM e RPMI (tabela 1), estes
resultados também indicam a influéncia da fonte de soro utilizada nos
experimentos in vitro na ativacdo celular. Apesar das consideracfes éticas
relacionadas ao uso de soro animal, alguns subtipos celulares necessitam de
uma fonte extra de proteinas e citocinas para o seu desenvolvimento adequado
in vitro (Rauch et al., 2011; Gstraunthaler et al., 2013). No entanto, a variacao na
composicao dos diferentes soros, ou mesmo entre diferentes lotes, pode induzir
niveis basais distintos de ativacao celular, gerando uma variavel adicional a
reprodutibilidade dos resultados observados entre diferentes grupos de
pesquisa. De modo semelhante aos dados apresentados neste trabalho, Wu e

colaboradores apresentaram evidéncias da alteracdo do funcionamento de
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peridsteos cultivados em DMEM ou RPMI, demonstrando que células cultivadas
em DMEM apresentam maiores niveis de diferenciacédo osteogénica e, portanto,
deveriam ser utilizadas durante os estudos in vitro (Wu et al., 2009).

Estas diferencas podem ser causadas pelo aumento da ativacao basal
observada em MDMs cultivados em RPMI, a qual reflete no perfil transcricional
destas células. O aumento da expressédo de diversos genes, incluindo I1SGs
(como MxA, Tyk2 e IFN-a), pode afetar a producédo de novas particulas virais
durante a infeccdo in vitro por HIV-1. Em conjunto, nossos resultados
demonstrados aqui evidenciam que o meio de cultura utilizado durante os
experimentos in vitro afeta o status basal de ativacdo de MDMs, induzindo
alteracdes morfolégicas e fenotipicas, além de interferir nos resultados

observados.
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ANEXO F

Tabela 1. Composicdo dos meios de cultura celular RPMI 1640 e DMEM de acordo com as

informacdes apresentadas pelos fabricantes.

Componentes (mg/L) RPMI 1640 DMEM
Glycine 10 30
L-Arginine 200 84
L-Asparagine 50 -
L-Aspartic acid 20 -
L-Cystine 2HC 65 63
L-Glutamic Acid 20 -
L-Glutamine 300 584
L-Histidine 15 42
L-Hydroxyproline 20 -
L-Isoleucine 50 105
L-Leucine 50 105
L-Lysine hydrochloride 40 146
L-Methionine 15 30
L-Phenylalanine 15 66
L-Proline 20 -
L-Serine 30 42
L-Threonine 20 95
L-Tryptophan 5 16
L-Tyrosine 29 104
L-Valine 20 94
Biotin 0.2 -
Choline chloride 3 4
D-Calcium pantothenate 0.25 4
Folic Acid 1 4
Niacinamide 1 4
Para-Aminobenzoic Acid 1 -
Pyridoxine hydrochloride 1 4
Riboflavin 0.2 0.4
Thiamine hydrochloride 1 4
Vitamin B12 0.005 -
i-Inositol 35 7.2
Calcium Chloride - 200
Calcium Nitrate 100 -
Ferric Nitrate - 0.1
Magnesium Sulfate 48.84 97.67
Potassium Chloride 400 400
Sodium Bicarbonate 2000 3700
Sodium Chloride 6000 6400
Sodium Phosphate monobasic - 125
Sodium Phosphate dibasic 800 -
D-Glucose (Dextrose) 2000 4500
Glutathione (reduced) 1 -
Phenol Red 5 15

*negrito: pelo menos 2x mais do que o meio correlato



