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Resumo

Atualmente, observa-se que individuos infetados pelo virus da imunodeficiéncia
adquirida (HIV), mesmo sob terapéutica antirretroviral, apresentam comorbilidades como
¢ o exemplo da deméncia. Através da compreensdo dos mecanismos de infecdo e
disseminacdo do HIV no Sistema Nervoso Central (SNC) poder-se-a esclarecer o
aparecimento destas comorbilidades em que ocorre degeneracdo neuronal, designados no
seu conjunto por disturbios neurocognitivos associados ao HIV (HAND).

Atualmente ainda n&o estéo claramente definidos os mecanismos de neuroinvasdo, mas
0 mais consensualmente aceite € a Hipotese do Cavalo de Troia. Este mecanismo defende
que o HIV infeta mondcitos e linfocitos T CD4+ ao nivel do sangue periférico e atravessa
a barreira hematoencefalica (BHE), uma membrana permeavel imprescindivel na
manutengdo da homeostase do SNC, sem ser detetado, sob a forma de provirus integrado
no genoma destas células. Uma vez no SNC, o HIV é capaz de infetar vérias células,
nomeadamente macrdfagos perivasculares, microglia e astrdcitos. Alguns estudos
indicam que estas células podem ser consideradas reservatorios virais por permitirem a
integracdo do genoma viral no genoma celular e, em fases mais avancadas da infegéo,
permitirem a propagacdo da mesma no SNC. A disseminacdo do HIV no SNC ocorrera
através de proteinas virais e mediadores inflamatérios do hospedeiro (citocinas e
quimiocinas), associados a toxicidade neuronal e consequente declinio cognitivo,
libertados pelas células infetadas.

Com a finalidade de contribuir para o esclarecimento desta questdo é fundamental
compreender como influencia e decorre a comunicacdo e interagdo entre mondcitos,
linfécitos T CD4+, macrofagos perivasculares, microglia, astrocitos e células neuronais.
Pelo que, no presente trabalho, realizaram-se ensaios de infecciosidade usando células do
SNC, mantendo-se as células dadoras e células alvo em cultura em contacto ou separadas
por uma membrana (sistema transwell). Foram também realizados ensaios de
infecciosidade por exposicdo de micrdglia e astrocitos a secretomas produzidos por
linfocitos T CD4+, macrdfagos, microglia e astrécitos infetados com diferentes isolados
primarios de HIV-1 e HIV-2. De forma geral, os resultados demonstraram que as células
infetadas ndo se comportam da mesma forma para todas as estipes primarias,
independentemente do tipo de HIV. Além disso, demonstraram também que o HIV é
capaz de infetar microglia e astrdcitos independentemente da auséncia ou da baixa
expressdo do receptor CD4. No que diz espeito aos astrdcitos, sugere-se o seu papel como
reservatorios da infecdo. Os ensaios de infecciosidade entre micrdglia e astrocitos
demonstram que a neurodisseminacdo é favorecida pelo contacto entre células,
independentemente das estirpes. Contudo, observa-se que a separacdo de células por
membrana ndo é impeditiva da infecdo, havendo situacdes em que a infegdo € favorecida.
Os ensaios de infecciosidade de microglia e astrocitos expostos aos diferentes secretomas,
na presenca e auséncia de inibidores de entrada, sugerem que a infecdo podera estar a ser
mediada ndo sé por particulas virais mas também por componentes presentes nos
secretomas produzidos pelas diferentes populagdes celulares. Considerando os resultados
obtidos, 0 proximo passo passara entdo por analisar os componentes dos secretomas que
evidenciaram atividade de RT na presenca de inibidores de entrada.

Palavras-chave: Virus da imunodeficiéncia humana (HIV); Sistema nervoso central
(SNC); distarbios neurocognitivos associados ao HIV (HAND); micrdglia; astrocitos.



Abstract

Currently it is observed that individuals infected by the human immunodeficiency
virus (HIV), even under antiretroviral therapy, present comorbidities such as dementia.
The understanding of the mechanisms of HIV infection and dissemination in the Central
Nervous System (CNS), could clarify the development of these comorbidities in which
neuronal degeneration occurs, designated as a HIVV-associated neurocognitive disorders
(HAND).

The neuroinvasion mechanism is not yet clearly defined, but among the proposed
mechanisms the most accepted is the Trojan Horse Hypothesis. This mechanism propose
that HIV infects monocytes and CD4+ T lymphocytes present in peripheral blood and
crosses the blood brain barrier (BBB), a permeable membrane essential in maintaining
CNS homeotase, without being detected, in the form of provirus integrated into the
genome of these cells. Once in the CNS, HIV can infect several cells, including
perivascular macrophages, microglia and astrocytes. Some studies describe that these
cells can be considered viral reservoirs because they allow the integration of the viral
genome into the cell genome and, in more advanced stages of the infection, allow the
spread of the virus in the CNS. The spread of HIV in the CNS will occur through viral
proteins and host inflammatory mediators (cytokines and chemokines), associated with
neuronal toxicity and consequent cognitive decline, released by infected cells.

To contribute to the clarification of this issue, it is essential to understand how to
influence the communication and interaction between monocytes, CD4+ T lymphocytes,
perivascular macrophages, microglia, astrocytes and neuronal cells. Therefore, in the
present work, infectiousness tests were performed between CNS cells, keeping the culture
of donor cells and target cells in contact, or separated by a membrane (transwell system).
Infectiousness assays were also performed by exposure of microglia and astrocytes to
secretomes produced by CD4+ T lymphocytes, macrophages, microglia and astrocytes
infected with different primary isolates of HIV-1 and HIV-2. In general, the results
showed that infected cells do not behave in the same way for all primary strains,
regardless of the type of HIV. In addition, they also demonstrated that HIV could infect
microglia and astrocytes regardless of the absence or low expression of the CD4 receptor.
Regarding astrocytes, their role as reservoirs of infection is suggested. The infectiousness
assays between microglia and astrocytes show that neurodissemination is favored by cell
contact, regardless of the strain used. However it was observed that separation of cells by
membrane is not preventing infection, and there are situations in which the infection is
favored. The infectiousness assays of microglia and astrocytes exposed to different
secretomes, in the presence and absence of entry inhibitors, suggest that the infection may
be mediated by viral particles and/or by components present in the secretomes produced
by the different cell populations. Considering the results obtained, the next step will be
to analyze the components of the secretomes that showed RT activity in the presence of
entry inhibitors.

Keywords: Human immunodeficiency virus (HIV); Central nervous system (CNS); HIV-
associated Neurocognitive Disorder (HAND); microglia; astrocytes.
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1. Introducéao

1.1 Virus da Imunodeficiéncia Humana - Contextualizacéo

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (do inglés Human Immunodeficiency Virus -
HIV), agente responsavel pela Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA ou AIDS,
do inglés Acquired Immunodeficiency Syndrome), € uma das maiores ameacas de salde
publica, sendo atualmente considerado uma pandemia que afeta 0,8% da populacdo
mundial (1,2).

Segundo a UNAIDS (Programa das Nagdes Unidas em HIV/SIDA, do inglés United
Nations Programme on HIV/AIDS), no final de 2018, cerca de 37,9 milhdes de pessoas
no mundo estavam infetadas por HIV. A populacdo mais afetada inclui os paises de baixo

rendimento, sendo que cerca de 70% dos individuos infetados vivem em Africa (2).

Apesar da redugdo do numero de mortes causadas por HIV ao longo dos anos,
resultante de uma maior vigilancia e da eficécia da terapia antirretroviral (TARV), o HIV

continua a ser uma das principais causas de morte no mundo (3).

1.2 HIV em Portugal

Segundo a Direcdo Geral de Satde (DGS), embora Portugal continue a apresentar das
mais elevadas taxas de prevaléncia da infecdo por HIV e de incidéncia de SIDA registadas
na Unido Europeia (UE), verifica-se uma tendéncia decrescente destas taxas nos ultimos
anos. Os resultados notorios dever-se-do ao incremento significativo do acesso a TARV,
com capacidade de transformar a infecdo por HIVV numa doenca cronica (4,5).

Os estudos epidemioldgicos realizados em Portugal em 2019, relatam 778 novos
casos de infecdo por VIH (o que corresponde a uma taxa de 7,6 casos por 10° habitantes),
de acordo com as notificagbes efetuadas até 30 de junho de 2020. O grupo etério
compreendido entre 0s 25 e 0s 29 anos apresentou a taxa de diagndstico mais elevada
(22,1 casos/10° habitantes), sendo que a maioria dos individuos diagnosticados tinham
residéncia na Area Metropolitana de Lisboa (13,7 casos/10° habitantes) e na regido do

Algarve (13,5 casos/10° habitantes). Portugal continua a apresentar elevadas proporcdes
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de diagnosticos tardios (55,8%), superiores as da UE (48,6%), principalmente ao nivel da
populagéo heterossexual do sexo masculino (70,2%) e com idades superiores a 50 anos
(70,7%), segundo os dados fornecidos pelo Relatorio Infecdo HIV e SIDA em Portugal —
2019 (4).

Com o desenvolvimento de medidas e programas atraves da disponibilizacdo de
diversas ferramentas de prevencdo, seria expectavel a redugdo do nimero de novos casos
de infecdo em Portugal. Ainda que o caminho seja longo € muito positivo o facto de
Portugal ter atingido, com dados referentes ao ano de 2017, os objetivos 90-90-90 (90%
dos infetados diagnosticados, 90% em tratamento e 90% com carga viral ndo detetavel),

tracados pela Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU) para se atingirem até 2020 (2,4,5).

1.3 Taxonomia e caracteristicas gerais do HIV

Segundo a nomenclatura taxondémica, o HIV pertence a familia Retroviridae,
subfamilia Orthoretrovirinae e, consecutivamente ao género Lentivirus e grupo dos
Lentivirus dos primatas (6). E um retrovirus com genoma viral de RNA (do inglés,
ribonucleic acid) composto por nove genes e pertence ao grupo de retrovirus citopaticos
e ndo-oncogeénicos. Necessitam de uma enzima denominada transcriptase reversa para
transcrever o0 genoma e, por consequéncia, permitir a sua integracdo no genoma da célula
hospedeira. Todos 0os membros deste género de retrovirus possuem estrutura genémica
semelhante, apresentando identidade préxima de 50% e todos tém a capacidade de infetar

linfdcitos através do receptor CD4 (do inglés, cluster differentation 4) (1,7).

Os lentivirus possuem diversas propriedades morfologicas e bioldgicas comuns,
sendo diferentes de outros retrovirus por causarem doencas de longa duracdo. Durante a
infecdo de um novo hospedeiro, o HIV dissemina-se quer por infecdo de novo quer
aquando da diviséo celular sob a forma de provirus. Além disso, possuem tropismo para
monacitos/macréfagos e linfécitos T, extensa variabilidade genética e, adicionalmmente
possuem genes regulatorios que ndo se encontram noutros grupos de retrovirus (7,8). No
caso concreto do HIV, a variabilidade genética resulta da progressiva acumulagéo de
mutacdes durante o processo de retrotranscricdo, da elevada taxa de replicacdo, da
recombinacdo entre estirpes virais e das pressdes seletivas a que esta sujeito no

hospedeiro (7).
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Quando o HIV foi descoberto foi inicialmente denominado de Virus Associado as
Linfadenopatias (LAV) e Virus Humano da Leucemia de células T (HTLV) por dois
grupos laboratoriais distintos. Porém, anos mais tarde, a nomenclatura Unica passou a ser
HIV diferenciando-se em dois tipos, 1 e 2 (HIV-1 e HIV-2). Embora os dois tipos sejam
semelhantes na sua organizagdo estrutural e gendmica, apresentam caracteristicas

antigénicas distintas e diferencas nos antigénios virais (6,9).

1.4 Epidemiologia

A andlise filogenética de sequéncias gendmicas demonstrou que o HIV-1 e o HIV-2
partilham apenas 40-50% de homologia genética visto que resultaram de eventos de
transmissdo zoondtica distintos a partir de primatas ndo humanos infetados com o Virus
de Imunodeficiéncia Simia (SIV). HIV-1 é semelhante a SIV isolados de chimpanzés
(SIVep2) € gorila (S1Vgor), enquanto HIV-2 pertence a linhagem de SI1Vmacism, que infetam
0s macacos do género Macaca spp e da espécie Cercocebus atys (10,11).

As anélises filogenéticas de sequéncias de HIV-1 isolados em todo o mundo,
permitem a divisao em cinco grupos referentes a linhagens bastante distintas do virus: M
(major), O (outlier), N (new ou non-M/non-O) e o Grupo P. O grupo M é o mais
prevalente e subdivide-se em nove subtipos designados por letras (A, B, C, D, F, G, H, J
e K). Os subtipos A e F séo ainda segregados como subsubtipos Al ou A2 e F1 ou F2,
respetivamente. O grupo O consiste numa pool altamente divergente, com estirpes
geneticamente relacionadas sem uma clade definida e restritas & Africa central e ocidental
(principalmente Camardes e paises vizinhos). Os grupos N e P s6 existem nos Camardes
(11). Em relacéo a HIV-2, existem oito grupos designados pelas letras A a H, mas apenas
as estirpes incluidas nos grupos A e B geram epidemias (10). A infecdo da mesma célula
por dois ou mais virus diferentes leva a producdo de virus recombinantes, durante o
processo de transcricdo reversa. Recombinantes que gerem novos focos epidémicos
designam-se de formas recombinantes circulantes (CRFs, do inglés circulating
recombinante forms). Recombinantes que sejam U(nicos designam-se por formas

recombinantes Unicas (URF, do inglés unique recombinant forms) (7).
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No que diz respeito a patogenese da infe¢do, o HIV-2 caracteriza-se por uma baixa
carga viral ao longo das varias fases da infe¢do e por um periodo assintomatico muito
mais longo do que os individuos infetados por HIV-1. Além disso, o HIV-2 é menos
virulento, e possui menor taxa de transmissao comparativamente a HIV-1. As diferencas
fenotipicas entre as estirpes de HIV refletem-se na aptiddo para realizarem uma infecdo
produtiva numa determinada célula (tropismo), taxa de replicacéo e capacidade de induzir
a formacéo de sincicios. Ao nivel da pandemia mundial, o HIV-1 é o maior responsavel,
uma vez que, a maioria dos individuos infetados pelo HIV-2 reside na Africa Ocidental
(Senegal, Costa do Marfim e Guiné-Bissau) ou em paises com 0s quais estabelecam
relagbes coloniais ou socioecondmicas, principalmente Franca, Espanha e Portugal
(1,12). De forma resumida podemos comparar os diferentes tipos de HIV a partir da tabela
1.

Tabela 1: Comparacéo dos diferentes tipos de HIV

Tipo Viruléncia | Infecciosidade Prevaléncia Origem filogenética

HIV-1 Elevada Elevada Global SIVcepz

HIV-2 | Muito baixa Baixa Africa Ocidental SIVsmm

HIV-1: Virus da Imunodeficiéncia humana do tipo 1; HIVV-2: Virus da Imunodeficiéncia Humana
do tipo 2; SIVcpz: Virus da Imunodeficiéncia de Simios que infecta chipanzés; SIVsmm: Virus
da Imunodeficiéncia de Simios que infecta o sooty mangabey monkey.

1.5 Estrutura do genoma e particula viral do HIV

O HIV na sua forma infeciosa possui uma morfologia esférica de didmetro variavel
entre 100 a 120 nm, sendo a camada mais externa constituida pelo invélucro lipidico com
origem na membrana celular do hospedeiro. As glicoproteinas de superficie (SU),
gpl120/gp105 (HIV-1/HIV-2) estdo ancoradas ao involucro pela glicoproteina
transmembranar (TM), gp41/gp36 (HIV-1/HIV-2), tendo por fungdo o reconhecimento
dos receptores celulares capazes de promover o inicio da infecdo. Por sua vez, a
glicoproteina transmembranar permite a fusdo entre o virus e a membrana da célula
hospedeira (13).
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A cépside viral, na forma de cone truncado, é constituida pela proteina da céapside
(p24/p26/CA), envolta pela proteina da matriz viral (p17/MA), que mantém a integridade
estrutural do virido. Dentro da capside encontra-se o material genético ligado a proteina
da nucleocapside (NC), p7/p6, formando um complexo ribonucleoproteico que estabiliza
0 RNA viral; estdo ainda presentes na cépside a protease viral (PR), a transcriptase
reversa (RT), a integrase (IN) e as proteinas reguladoras Vpu/Vpx (HIV-1/HIV-2), Vif,
Vpr, Tat, Rev e Nef (13,14). Os diferentes componentes virais e estrutura da particula

viral madura podem ser visualizados na Figura 1.

Genoma RNA gp4l
viral Gag (p7)
Integrase (IN)
N Transcriptase
Protease . K SN Reversa (RT)
RN
Nucleocapside 0 l \ v .
(NC) e ¥ Capside (antigénio
. do core, p24)

Figura 1: Estrutura de uma particula viral madura de HIV (adaptado de Musumeci,
Riccardi, Montesarchio, 2015)

O genoma do HIV é composto por duas moléculas de RNA lineares de cadeia simples
idénticas, de aproximadamente 10 Kb, que codificam nove genes, dos quais trés séo genes
estruturais (gag, pol e env) e seis sdo genes regulatorios/acessorios (vif, vpr, tat, rev, nef
e vpu/vpx). O genoma proviral (DNA proviral) é flanqueado por duas sequéncias analogas

denominadas de sequéncias repetitivas terminais longas (LTR, do inglés long terminal
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repeat), que controlam a transcri¢cdo do genoma viral, regulando a producéo dos virides
(15,16).

Além das proteinas Gag, Pol e Env, o HIV codifica, também, duas proteinas
reguladoras, a proteina Tat com atividade de transativacao da transcricao, codificada pelo
gene tat, e o regulador da transcricdo do genoma viral (Rev) codificada pelo gene rev,
ambas necessarias para o inicio da replicacdo (17). As proteinas reguladoras virais Tat,
Rev e Nef resultam do splicing completo de um mesmo transcrito primério, promovendo
o inicio da replicacdo. Os precursores das proteinas que nao sofrem splicing total, como
Gag (group-specific antigen), Env (envelope) e Pol (polimerase) sdo posteriormente
processados por a¢do de uma protease, dando origem aos varios componentes da particula
viral. Assim, ap0s o processamento proteolitico Gag origina as proteinas da MA, CA, NC
e p6, Env gera gpl120 e gp41 e Pol origina as enzimas virais PR, RT e IN (14,17). O virus
contém ainda, quatro genes que codificam as proteinas denominadas de acessorias sendo
estas Nef (“negative effector”), Vif (“viral infectivity factor”) e as proteinas Vpr e
Vpu/Vpx (proteinas virais r e u/x, respetivamente), que sdo importantes na replicagdo
viral, saida da célula e patogénese (17). A organizacdo do genoma viral de HIV-1 e HIV-
2 encontra-se representada esquematicamente na Figura 2, enquanto na tabela 2 podemos

encontrar um resumo das proteinas do HIV e sua funcg&o.

HIV-1
vpr nef
MA ca NC vif | P15 | (P8 su ™ =
U3 R U5 — p17 p24 p7 p6 o - N p23 gpl20 gp4l — U3 R U5
plo p66 p32 tat, pl4 env
rev, p19
HIV-2
VpX vpr nef
MA ca NC vif 5 su ™ (%
U3 R U5 — pi6 p26 p7  p6 ar n P23 gpl25 gp36 — U3 R U5
plo p66 p32 tat, pl4 env

rev, p19

Figura 2: Representagdo esquematica do genoma viral de HIV-1 e HIV-2.
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Tabela 2: Visdo geral das proteinas de HIV e a sua funcdo (adaptada de Advisory, G., Blood,
C., Blut, A. & Assessment, S. Human Immunodeficiency Virus (HIV), (2016)

Gag pl7 Proteina da Formacdo da camada interna da particula viral;
matriz (MA) Mantém a integridade do virido
p24 Proteina da Formacao da capside viral cénica
capside (CA)
p7 Nucleocapside Formac&o do complexo nucleoproteina/RNA
(NC)
p6 Libertacdo de particulas virais
Pol pl0 Protease (PR) — Clivagem proteolitica de Gag e do precursor
(3] . . ~ . .
5 proteico Gag-Pol; libertagdo de proteinas estruturais
5 e enzimas virais
P66 Transcriptase 9 Transcricdo de RNA em DNA proviral
reversa (RT)
p32 Integrase (IN) Integracdo do DNA proviral no genoma do
hospedeiro
Env gp120 Glicoproteina de Ligacdo do virus & célula hospedeira
superficie (SU)
gp4l Proteina Ancoragem de gp120, fusdo da membrana celular e
transmembranar viral
(T™M)
Tat pld Proteina Proteina precoce capaz de ativar a transcri¢do de
transativador < genes virais
o
Rev p19 Regulador de E Regula a exportacdo de mRNA viral que néo sofreu
splicing = splicing ou apenas splicing parcial; delimita a
&) passagem da fase precoce do ciclo replicativo para a
fase tardia
Nef p27 Fator dfz Influéncia a replicagdo do HIV devido & degradagéo
regulagéo de CD4 em células-alvo, apoptose e estimulacdo dos
negativa linfécitos T. Promove o aumento da infeciosidade
das particulas virais
Vif p23 _Proteina de Permite a producéo de particulas virais infecciosas e
infeciosidade inibe a proteina celular antiviral APOBEC3G
viral <
Vpr pl5 Proteinaviralr | °Q Importacdo do complexo de pré-integracao (PIC)
g para o nlcleo e bloqueio do ciclo celular na fase G2.
Vpu plé Proteina viral < Libertacédo de particulas virais eficientes; controla a
unica degradacdo de CD4 e modula a circulacéo
(HIV-1) intracelular
Vpx p15 Proteina viral x Interagdo com p6 em particulas virais, envolvida em
(HIV-2) passos precoces da replicacdo viral na replicacdo

viral de HIV-2, componente de particulas virais

*ndmeros correspondentes ao tamanho das proteinas (p) ou glicoproteinas (gp) em 1,000 Da
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1.6 Ciclo replicativo viral

O ciclo de replicagdo dos lentivirus, é semelhante ao de outros retrovirus, diferindo
no que diz respeito aos receptores e coreceptores, numero de proteinas reguladoras e
acessorias que codificam. O ciclo replicativo pode dividir-se em duas fases: a primeira
corresponde aos passos até a integracdo (fase precoce) e a segunda diz respeito a
expressdo génica e formacdo de novos viriGes (fase tardia) (18). Na Figura 3 podemos
observar uma representacdo esquematica do ciclo de replicacdo do HIV, desde o
momento de ligacdo de uma particula viral madura a célula hospedeira até ao momento

em que se forma uma nova particula viral infeciosa.

Maturagao

Ligagdo ao
recetor

Protease

=, Fusao com a
membrana

Importacdo
nuclear

Transcri¢ao
Reversa

Figura 3: Representacdo esquematica do ciclo de replicacdo do HIV. (Adaptado de Engelman
& Cherepanov, 2012)

1.6.1 Fase precoce

De forma geral, a fase precoce inicia-se com o reconhecimento do receptor celular
pelo virdo maduro e envolve o processo de conduzir e integrar 0 DNA proviral no

cromossoma da célula hospedeira (18).
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1.6.1.1 Adsorcao e entrada na célula hospedeira

O primeiro passo do ciclo de replicacdo virica é a adsorcao do invélucro viral a
superficie da celula-alvo, atraves de uma primeira ligacdo da glicoproteina gp120/gp105
ao receptor de membrana CD4. A proteina CD4, glicoproteina da familia das
imunoglobulinas, esta presente na membrana citoplasmatica dos linfocitos T-auxiliadores
e nos monocitos/macréfagos, contribuindo para a ativacdo das células T (19). As
alteracdes conformacionais resultantes da ligacdo ao CD4 levam a exposic¢éo do local de
ligacdo ao co-receptor de quimiocinas (CCR5 e/ou CXCR4, consoante o tropismo viral).
O complexo formado (Figura 4) induz um rearranjo na conformagao da glicoproteina
transmembranar (gp41/gp36) tornando possivel a fusdo das duas membranas e a entrada

da nucleocépside viral no citoplasma da célula (18,20).

N
‘5

&

)
4?,

Ligacao Ligacdo ao Fusaocom a
a CD4 coreceptor célula

e

o =/
gp41 —» W
gp120-»

Figura 4: Esquema representativo do processo de fusdo com a célula-alvo (Adaptado
de Reeves and Robert, 2002).

1.6.1.2 Sintese do DNA viral, transporte e integracao

Segundo a literatura, até ha muito pouco tempo, apds a entrada do virus na célula
ocorreria a descapsidacdo e, consequentemente a exposicdo do genoma do material
genético e enzimas virais levando a retrotranscricdo por acdo da enzima RT. ART e a
ribonuclease H (RNaseH), presentes no complexo de pré-integracdo (CPI), realizam a
sintese de uma molécula de DNA complementar (cDNA) tomando como molde o RNA
genomico. No final do processo obtém-se uma molécula de DNA linear de cadeia dupla
limitada pelas sequéncias LTR. Este passo de transcri¢cdo reversa € a razdo para um

elevado nimero de mutacdes uma vez que, a RT tende a cometer erros, aumentando a
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probabilidade de produzir virus mutantes. A molécula de cDNA formada seria entéo
transportada para o nlcleo como parte do CPI através dos poros do involucro nuclear,
havendo possiveis interagdes com filamentos de actina e recrutamento de alguns fatores

proteicos celulares (14,21).

Estudos recentes, para a fase inicial da replicacdo do HIV-1, demonstram que a
descapsidacgdo ocorre mais tarde do que o inicialmente descrito, pelo que apés a fuséo da
particula viral com a célula hospedeira a capside prossegue até ao ndcleo atraves de poros
nucleares (Figura 5). Em seguida e, de forma semelhante ao ja descrito ocorre a
retrotranscricao e s6 depois ocorre a descapsidacdo a fim de libertar a molécula de cDNA
e promover a sua integracdo no genoma do hospedeiro. Esta alteragdo tera resultado da
evolucdo de HIV-1 para manter a integridade da capside e manter a separacao entre as
macromoléculas da céapside viral e do ambiente nuclear até ao momento da
descapsidacdo, seguido da integracdo do genoma viral no hospedeiro. Contudo, serdo
necessarios mais estudos para esclarecer esta alteracdo no ciclo replicativo do virus,
nomeadamente para determinar se a integridade da capside permanece ou ndo totalmente

intacta e compreender se sdo capazes de levar a infecdo produtiva (22).

RNA viral ~ Env Cépside

N £8

Fusdo com a membrana

Transcri¢do reversa
Importacdo nuclear

Fim da transcri¢do reversa ..} Transcricdo
o 8 o PR LN
Q 99 =) (<] S
S SEL _ e P OO
o i (=5 » @ Provirus
3 v ¢ 9 | P c
[ 5 (=% ' =) - @ ~
O % ! o ‘ Integracao
AL RS o\ LS . PIC
SUre ; &00
Perda da integridade Formagdo do Nticleo
da capside PIC

Figura 5: Modelo proposto para importacdo nuclear e descapsidacéo de HIV-1.
(Adaptado de Chenglei Li et al., 2021)
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De qualquer modo a partir do momento em que a molécula de cDNA é libertada
no nacleo o ciclo replicativo parece prosseguir como ja anteriormente descrito na
literatura. Pelo que, por acao da integrase viral o genoma viral é incorporado no genoma
do hospedeiro, o que resulta na formacdo de um provirus silenciado ou, em alternativa,

transcricionalmente ativo, capaz de produzir novos virides (23).

1.6.2 Fase tardia

A fase tardia comeca com a regulacdo da expressdo do genoma proviral integrado, e
inclui todos os processos até a maturagdo das particulas virais. A sequéncia das etapas
que se seguem sé € possivel caso a célula esteja ativada (18). Caso a célula ndo esteja

ativada, o virus permanece latente na célula hospedeira sem causar danos.

1.6.2.1 Expressao genética (Transcricdo e traducao)

A producdo de particulas virais inicia-se com a transcricdo do provirus pela RNA
Polimerase Il celular através da ativacdo do promotor 5" - LTR por fatores celulares. Nos
primeiros ciclos de transcri¢do sdo produzidas quantidades basais de RNA mensageiro
que sofrem processamento multiplo de splicing. Em alternativa ao splicing maltiplo sdo
expressas as proteinas reguladoras Tat, Rev e Nef. A ligacdo da proteina Tat ao elemento
TAR (do inglés, transactivation response region), presente na extremidade 5 de todos
0s RNAs virais, promove o aumento da velocidade de transcricdo da RNA polimerase Il
celular, o que resulta na sintese de quantidades elevadas de mMRNAs virais e também de
moléculas completas de RNA gendémico viral (24). O aumento significativo da
transcricdo do provirus resulta na acumulacao da proteina reguladora pés-transcricional,
proteina Rev. Esta proteina inibe a clivagem do RNA viral em pequenos RNAS, gerando
mMRNAs processados que codificam para as proteinas Vif, Vpr, Vpu e proteinas do
involucro; e ndo processados codificantes da informacdo para a sintese da protease,

integrase, transcriptase reversa, proteinas da capside, nucleocapside e da matriz do virdo.

Quando produzida em quantidade suficiente, Rev liga-se a uma estrutura designada

RRE (elemento de resposta Rev, do inglés rev-responsive element) presente nas
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moléculas virais de RNA, promovendo a exporta¢do dos transcritos que sofreram splicing
simples (dos genes env, vif, vpu e vpr) e que ndo sofreram splicing (dos genes gag e gag-
pol) para o citoplasma, onde sdo traduzidos nas proteinas Vif, Vpr e Nef e nas
poliproteinas Gag (p55) e Gag-Pol (21,25). O processo de traducdo do mRNA viral é
determinado pelo internal ribosome entry segment (IRES), uma regido lider ndo
traduzida, que se liga a subunidades ribossomais e a diversos fatores de iniciagdo da
traducéo (26).

1.6.2.2 Montagem, saida e maturacdo da particula viral

A montagem das particulas virais ocorre ao nivel da membrana celular, sendo
coordenada por Gag e por varios fatores celulares. A libertacdo dos virides ocorre por um
processo de gemulacdo que resulta na saida de uma particula viral imatura da célula
hospedeira, por acdo de p6Gag. Na auséncia de p6Gag, gp120 e o receptor CD4 tendem
a formar um complexo precoce no RE. Por ultimo, a proteina Vpu/Vpx € responsavel pela
degradacéo de receptores CD4 importantes para o transporte das proteinas do involucro
para a membrana celular, e por uma diminuicdo da expressdo do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) classe |, responsavel pelo reconhecimento de células
infetadas (17,27).

A capacidade de infecdo é adquirida por maturacgdo da particula viral e ocorre ja fora
da célula, através do processamento das poliproteinas Gag e Gag-Pol em proteinas
funcionais pela enzima PR viral (18). O processamento proteolitico dos precursores
Pr55cag € Pr160cag-pol da origem a proteinas estruturais (MA, CA, NC e p6cag) e de
natureza enzimatica (PR, RT e IN), respetivamente, que se reorganizam para dar lugar a
particulas virais maduras e infeciosas, os virides. E formado assim o virdo maduro, capaz

de infetar novas células (21).

1.7 Tropismo

O tropismo celular ¢ uma caracteristica utilizada para descrever a “especificidade”
dos virus relativamente a sua capacidade para infetar diversos tipos celulares. Esta

especificidade e, portanto, a capacidade viral para infetar um tipo celular e ndo outro,
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reside na codificacdo do gene env do HIV para a glicoproteina de superficie do involucro
viral. As principais células alvo do HIV sdo os linfécitos T CD4+, leucocitos que
organizam e desencadeiam a resposta imunitaria. Estas células possuem a superficie a
molécula CD4 que interage com 0s receptores de quimiocinas (coreceptores), permitindo
a entrada do virus na célula (28,29). Tais receptores encontram-se na membrana de
células como linfocitos T CD4+, mondcitos, macrofagos, células dendriticas e células do
sistema nervoso. Em consequéncia da infecdo e destruicdo dos linfécitos T CD4+ por
parte do HIV, os individuos ficam vulneraveis a infecdo por outros microrganismos
(29,30).

Com o avancar dos estudos sobre o tropismo, in vitro, para o HIV, tem-se verificado
a existéncia de varios coreceptores com um papel relevante na entrada do virus na célula,
como por exemplo: CCR1, CCR2b, CCR3, CCR4, CCR5, CCR8, CCR9, CCR10,
CXCR2, CXCR4, CXCR5, CXCR6, CX3CR1, XCR1, FPRL1, GPR1, GPR15, APJ,
ChemR23, CXCR7/ RDC1, D6, BLTR e US28. Apesar da diversidade de potenciais
coreceptores, os principais coreceptores séo CCR5 e CXCR4, descritos como 0s mais

importantes para a patogénese da infecdo pelo HIV (31).

De acordo com o tropismo para o co-receptor celular, as variantes do HIV sdo
denominadas R5 se usarem CCR5 como co-receptor, enquanto virus com preferéncia por
CXCR4 séo denominados X4. Existem ainda estirpes que usam ambos 0s coreceptores,
denominadas de duplas ou mistas (D/M). As estirpes R5 sdo predominantes durante os
estagios iniciais da infecdo pelo HIV-1, estando descrita a sua capacidade de infetar
predominantemente macréfagos derivados de mondcitos e células CD4+. Apesar de
celulas linfoides serem predominantemente infetadas por estirpes R5, as estirpes X4
também podem infetar estas células. O aparecimento de tais estirpes é geralmente

associado a perda acelerada de células T CD4+ e a progressao da doenca (31-33).

Alguns estudos descrevem uma hipotese alternativa para a entrada de virus nas células
independente da presenca de CD4, ocorrendo por interacdes entre a glicoproteina de
superficie, numa conformacao nativa, ao co-receptor (34,35). Ou seja, as células podem
ser infetadas pelo HIV sem que este utilize o receptor CD4, como é o caso dos
fibroblastos, das células epiteliais, renais, hepaticas e nervosas, e de células T CD8+. No

entanto, esta via € relativamente menos eficaz do que a via normalmente utilizada (36,37).
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Este mecanismo de infegdo alternativo permite explicar a presenca de particulas virais
em células que, a partida, ndo seriam infetadas pelo HIV, como é o caso dos astrdcitos,
oligodendrocitos e neurdnios que ndo expressam o receptor CD4, e dos macrofagos e
células da micrdglia que tem baixos niveis deste mesmo receptor. As alteracdes causadas
nestas células pela presenca do virus podem ser responsaveis pelo aparecimento de
patologias associadas ao HIV no hospedeiro, como sé&o exemplo as doengas

neurodegenerativas, o cancro e as nefropatias associadas ao HIV (38,39).

Vérias evidéncias descritas por Kosuke et. al sugerem que o HIV podera entrar na
célula por mecanismos de endocitose, independente do pH. Os estudos realizados por
estes autores demonstraram que a fusdo completa de HIV-1 ocorreu apenas em
compartimentos endossomais, mas ndo na membrana plasmatica de células epiteliais e
linféides. Além disso, destacam que a reduzida quantidade de Env detetada em HIV-1
podera ndo ser suficiente por si s6 para sustentar um poro de fusdo, sugerindo a
possibilidade de que fatores celulares envolvidos no trafego de membrana sejam

responsaveis pela forte preferéncia do virus para a entrada via endocitica (40).

1.8 Patogénese da infecdo, transmissao e sintomas

Tendo em conta que atualmente a infecdo por HIV permanece sem cura, a melhor
abordagem para tentar minimizar o seu impacto passa por intervencdes direcionadas para
reduzir a transmissdo do virus (41). A transmissdao do HIV pode ocorrer através de
relacBes sexuais desprotegidas, partilha de seringas ou instrumentos corto-perfurantes,
transfusdo de sangue, transmissdo vertical durante a gravidez, parto ou amamentacao.
Cerca de 50% dos individuos com infecdo primaria permanecem assintomaticos,
enguanto os restantes desenvolvem sintomas idénticos a gripe nas primeiras quatro

semanas apos a infecao (42).

A patogénese da infecdo pelo HIV-1 e a progressdo para a SIDA sdo consequéncia
das propriedades deste retrovirus e da resposta imunitaria mediada pelo hospedeiro, onde
0 equilibrio entre a eficacia destes dois fatores determina o resultado da infecéo, desde o
surgimento da doenga até a sobrevivéncia a longo prazo (43). O decurso da infe¢do por

HIV altera-se ao longo do tempo, sendo que a infecdo por HIV pode ser dividida em trés
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fases: a fase aguda (ou infecdo priméria), com a duracdo de quatro a oito semanas; uma
fase cronica (ou clinicamente latente), com duracdo entre cinco a quinze anos; por fim,
da-se a fase de SIDA em consequéncia do colapso do sistema imunitario. Pode obervar-
se na Figura 6 a relacdo entre a carga viral do HIV e a presenca de células T CD4+ desde

o0 momento da infecdo a fase caracteristica da SIDA, no hospedeiro Humano (44,45).

Infecdo 1

por VIH P R Y
...O. ..

Carga viral do VIH no plasma (viremia

= Células TCD4+ em circulagdo

Células TCD4+ meméria Evolugio do virus Células TCD4+ da mucosa

Células dendriticas
Macrofagos

& "Células
TCD4+ naive

» o o Ativagic imuncldgica

JaseAgud{ - Fase cronica B it SIDAV"XV >

4-8 semanas 5-15 anos 2-3 anos

Periodo assintomatico

Figura 6: Representagdo esquematica do percurso do HIV e resposta imunitaria no
hospedeiro humano (patogénese), desde o momento da infecdo por HIV a fase
caracteristica da SIDA. (Adaptado de Forsman, 2008)

Durante a fase inicial o virus replica rapidamente pelo que ocorre a disseminacédo do
virus e o estabelecimento da infecdo em varios tipos de células incluindo células
dendriticas, células T CD4+ e macrofagos e varios tecidos linfoides (46). Nesta fase, 0s
titulos virais sdo extremamente elevados no sangue periférico levando a diminuicéo
abrupta do nimero de linfécitos T CD4+, T CD8 e células B (47). E nesta fase que 0s
individuos infetados comecam a sentir sintomas, normalmente muito semelhantes a
sintomas gripais como febre, dores de cabeca, artralgia, por vezes acompanhados de
erupcao cuténea, entre outros (44,45). Posteriormente, a carga viral tende a diminuir face
a resposta imunitaria desenvolvida por parte do hospedeiro para controlar a multiplicagdo

do virus, levando a uma queda acentuada da virémia plasmatica e inicio da producgéo de
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anticorpos. O periodo desde 0 momento da infecdo até ao aparecimento de anticorpos em
circulacdo € denominado de periodo de janela imunoldgica (44,45).

Apos a fase aguda, a infecdo entra num periodo de infecdo cronica geralmente
assintomatica que tende a variar entre um a quinze anos e, no caso de apresentar sintomas
mais acentuados estes podem resultar da infecdo direta e danificagdo de 6rgaos como o
cérebro (desde perda de memoria a deméncia), rins (insuficiéncia renal), coracao
(insuficiéncia cardiaca), 6rgdos genitais (45). Durante este periodo, a replicacdo viral
diminui mas persiste nos nddulos linfaticos, sendo que a dado momento ocorre um rapido
turnover de viriGes plasmaticos e linfécitos T CD4+. Ou seja, a transicao da fase cronica
para a fase de SIDA é marcada pelo incremento da virémia e reducdo do nimero de
células T CD4+ em circulagdo por consequéncia da ativacdo persistente que

eventualmente reduz sua capacidade regenerativa, tal como se observa na Figura 6 (21).

Na fase de SIDA, com o declinio gradual dos niveis de linfocitos T CD4+ (inferior a
200 células/mm?), da-se o descontrolo da resposta imunitaria levando a uma série de
mudangas imunossupressivas em que o ambiente torna-se propenso ao aparecimento de

varias infeces oportunistas como pneumonia, meningite e candidiase (44,45).

1.9 Resposta imunitaria para o HIV

Durante a fase inicial e aguda da infecdo o hospedeiro desenvolve respostas
celulares e humorais especificas, ainda que a maioria dessas respostas ndo evite a
replicacdo do virus na maioria dos individuos infetados. Contudo, as respostas especificas
desenvolvidas contra o HIV parecem ser determinantes, para o controlo da replicacdo
virica e para evolugdo da doenga (48). A ativacdo imunolégica nas diferentes fases da
historia natural da infecdo pelo HIV encontra-se esquematicamente representada na
Figura 7.
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Figura 7: Ativacdo imunologica nas diferentes fases da historia natural da infegdo pelo HIV. Cada
linha representa diferentes marcadores associados a ativagdo imune desencadeada pela infeg&o,
como também dos niveis de anticorpos anti-HIV, sendo coloridas de acordo com a legenda a
direita. (Adaptado de Maartens et al, 2014).

1.9.1 Respostas imune inata e humoral

A imunidade inata € a primeira resposta a acontecer quando ocorre uma infecdo
pelo HIV, antes do desenvolvimento de uma resposta adaptativa especifica. Algumas
células, tais como as células dendriticas, os mondcitos, os macrdéfagos e as natural Killer
(NK), sdo responsaveis por atuarem nesta fase para controlo da replicacdo viral (49).
Existem diferencas na resposta imune inata para os diferentes tipos de HIV, sendo que
para HIV-1 a replicacdo é blogueada pela proteina SAMHD1 expressa pelas células
dendriticas (CD), enquanto para HIV-2 ocorre a ligacdo da sua proteina acessoria Vpx a
SAMDHY1, diminuindo assim a sua capacidade inibitéria. Outra proteina, a Tripartite
motif protein isoform 5 alpha (TRIMS5a), atua como fator antiretroviral, bloqueando a
infecdo, antes do estabelecimento do provirus, tendo este mecanismo um efeito mais

acentuado durante a infe¢éo por HIV-2 (50).

A resposta humoral € caracterizada pelo aparecimento de antigénio
aproximadamente 15 dias ap0s o inicio da infecdo, sendo que podem ser detetados
anticorpos especificos para 0 HIV em varios compartimentos como no sangue, nas
mucosas e fluidos genitais (51). O papel dos anticorpos é fundamental no controlo e

eliminacdo das particulas virais e células infetadas. Além disso o diagnostico da infecdo
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por HIV é feito através da detecdo de anticorpos, que parecem contribuir para o declinio
da virémia, apds a infecdo aguda, estando a perda destes anticorpos associada a

progressédo da infecéo.

Os anticorpos neutralizantes (AcNT), anticorpos que ao ligarem-se as proteinas
do involucro impedem a entrada do virus nas células-alvo, tém um papel importante no
controle da virémia, na transicdo da fase aguda para a fase cronica de laténcia clinica e

estdo associados a um prognostico favoravel (52).

Alguns anticorpos contra as proteinas do invélucro gpl20 e gp4l, ttm a
capacidade de se ligar ao receptor Fc de células capazes de mediarem reaces citotoxicas,
dependentes de anticorpos (ADCC), contra células infetadas por HIV ou que apresentam
a sua superficie a gp120. Estes anticorpos sdo detetados logo apos a infecdo aguda e
parecem diminuir nas fases avancadas da doenca. Os anticorpos ndo formalmente
neutralizantes podem também ter atividade antiviral que é mediada pela regido constante
(Fc) do anticorpo, e resulta da interacdo entre a regido Fc do anticorpo e os receptores da
regido Fc expressos na membrana celular de varios tipos de células (ex. NK, macréfagos,
dendriticas e neutrofilos). Estes anticorpos atuam através de um ou mais dos seguintes
mecanismos antivirais: citotoxicidade dependente do complemento (CDC),
citotoxicidade celular dependente do anticorpo (ADCC), inibi¢cdo viral mediada por
células e dependente dos anticorpos (ADCVI), e fagocitose (53,54).

1.9.2 Respostas de imunidade celular

A resposta de imunidade celular pode ser caracterizada pelos linfocitos T

citotoxicos, pelos fatores supressores sollveis e pela resposta das células T CD4+.

As respostas celulares contra o virus sao, maioritariamente, mediadas por células
T CD8+ citotoxicas classicas (linfocitos T citotdxicos [CTL]), isto é, que reconhecem 0s
determinantes virais, nas células infetadas, através da apresentacdo antigénica, no
contexto do complexo major de histocompatibilidade (HLA) classe | e tem a capacidade
de induzir a lise direta destas células. A resposta imunitaria celular realizada pelas células
T CD8+ traduz-se na producdo de moléculas efetoras, tais como citocinas (em especial

IFN-gama e TNF-alfa) e perforinas (55). No decorrer da infegdo existem varios
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mecanismos que podem contribuir para a perda da atividade citotdxica, como é o caso
das proteinas acessorias Tat, Nef e Vpu de HIV-1. Estas proteinas tém a capacidade de
promover a diminuicdo da expressdo de moléculas HLA classe I, da superficie da célula
impedindo, assim, o reconhecimento antigénico pelos linfocitos T CD8+. A proteina Nef
é, ainda, capaz de induzir a expressdo de ligandos da molécula Fas nas células infetadas,
0 que promove a apoptose dos CTL, envolvidos na lise daquelas células (56).

Células T CD8+ também tém capacidade para inibir a replicagdo virica por uma
via ndo-citolitica, mediada por fatores soltveis, como CD8 Antiviral Factor (CAF). Além
disso, sabe-se que apds a estimulacéo especifica das células T CD8+ pelos antigénios de
HIV sdo libertadas elevadas quantidades de fatores soliveis, as quimiocinas. As [}
quimiocinas (Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted
[RANTES], Macrophage inflammatory protein type 1 alpha [MIP1]-a e Macrophage
inflammatory protein type 1 beta [MIP1-B]) competem com o virus para o uso do receptor

CCRS5 e blogueiam, desta forma, a entrada do virus na célula (56).

No que diz respeito as células T CD4+ ou auxiliares (helper), estas reconhecem 0s
epitopos, no contexto da apresentacdo dependente do HLA classe |1, e respondem através

da sua proliferacdo e producdo de citocinas como a IL-2 (57).

1.10 Diagnostico e terapéutica antiretroviral

O diagnostico da infecdo por HIV deve ser feito através de um imunoensaio de
antigénio/anticorpo a partir de uma amostra de plasma ou soro. Atualmente, utilizam-se
testes de triagem de 42 geracdo, com a finalidade de testar a presenca de anticorpos anti-
HIV-1 e anti-HIV-2, e 0 antigénio viral p24. Um teste de 42 geracdo permite detetar a
infecdo numa fase muito inicial, entre 11 dias e um més ap6s a infecdo, através da
presenca do antigénio p24. Desta forma, é possivel um diagndstico e a introducgéo precoce
da terapia antirretroviral. Apenas se existir a possibilidade de infecdo muito precoce nao
detetada pelo teste inicial, sabendo-se que houve exposicdo ao agente viral, se deve
realizar um teste de acido nucleico HIV-1 (TAN) (58,59).

A fase mais avancada da infecdo pelo HIV, fase de SIDA, pode levar muitos anos

para se desenvolver se ndo for tratada, dependendo do individuo. A SIDA é definida por
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uma contagem inferior a 200 células CD4 por microlitro de sangue e, em consequéncia
da imunodeficiéncia, pelo desenvolvimento de infe¢des oportunistas ou fangicas, alguns
tipos de cancro, disfuncdo do sistema nervoso ou outras manifestacdes clinicas graves de
longo prazo (59,60). Com a evolucédo da terapéutica utilizada, nomeadamente a terapia
antirretroviral altamente ativa (HAART, do inglés highly active antiretroviral therapy)
os individuos infetados progridem para a fase de SIDA mais tardiamente. Esta terapéutica
tem como objetivo reduzir a carga viral, permitindo restaurar a funcdo imune, ou seja,
suprime a replicacdo viral a um nivel quase indetectavel. Esta terapia consiste na
combinacdo de, pelo menos, trés antirretrovirais e usualmente inclui, pelo menos, um
antirretroviral da classe dos inibidores das proteases (61). Os antirretrovirais foram
desenvolvidos tendo por alvo varios passos do ciclo replicativo, principalmente sobre
enzimas virais que atuam na replicacdo dos virus nas células. Os antirretrovirais podem
ser classificados em varias classes amplas: 1. Inibidores da transcriptase reversa analogos
de nucleotideo (NRTI), 2. Inibidores ndo nucleosideos da transcriptase reversa (NNRTI)
— 0s inibidores da transcriptase reversa impedem a conversdo de RNA em DNA- 3.
Inibidores da protease (IP) - impedem a clivagem proteolitica dos polipéptidos
precursores levando a formagdo de um virido imaturo incapaz de infetar novas células-,
4. Antagonistas dos coreceptores, 5. Inibidores da fusdo - Os inibidores de entrada, ou de
fusdo, impedem a entrada do virus nas células, por inibi¢éo do co-receptor -, 6. Inibidores
da integrase (InSTIs) - impedem a integracdo do DNA viral no DNA da célula hospedeira
(45).

O tratamento antirretroviral ndo consegue eliminar o virus do organismo, embora
a carga viral diminua para niveis muito baixos ou indetetaveis, ficando o virus presente
na sua forma inativa (latente). Um aumento na carga viral durante o tratamento pode
indicar que o virus desenvolveu resisténcias ao tratamento e/ou que o individuo afetado

ndo efetuou a terapia antirretroviral de forma adequada (62,63).

1.10.1 Resisténcia associada a terapéutica anti-retroviral

Atualmente no existe cura para a infecéo pelo HIV, no entanto, nos dias de hoje
um individuo com diagndstico positivo para HIV e que tome a terapia antiretroviral como

prescrito, pode viver uma vida longa, sem risco efetivo de transmitir a um individuo HIV
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negativo. Com a terapia antirretroviral, a replicagéo viral e a expectativa de vida pode ser
quase a mesma de alguém que ndo contraiu HIV. Contudo, os custos associados a
HAART, bem como os possiveis efeitos secundarios conduzem a falhas na adesdo da
terapéutica por parte do paciente, condicionando o sucesso desta (63). Exemplo disso, é
apresenca de virus em “reservatorios” no hospedeiro por longos periodos de tempo capaz
de levar a origem de populaces virais multirresistentes, alguns dos quais podem
demonstrar grande infecciosidade e elevada capacidade replicativa. O desenvolvimento
de resisténcia aos antirretrovirais para HIV (HIVDR, do inglés HIV drug resistance)
resulta de varios fatores, como por exemplo a heterogeneidade das espécies de HIV, da
taxa de replicacgdo viral, da probabilidade de ocorréncia de uma determinada mutagéo (ou
conjunto de mutacdes) e ainda do efeito das mutagdes de resisténcia na suscetibilidade a
terapéutica e no fitness replicativo do virus (64,65). A crescente preocupacdo face as
consequéncias do HIVDR levou ao processo consultivo de partes interessadas para o
desenvolvimento de um plano estratégico, por parte da WHO, para combater esta

problematica (65).

1.11 Laténcia viral, reservatorios e santuarios

A laténcia viral é caracterizada pela inexisténcia de expressdo genética a partir do
DNA proviral, ocorrendo desde 0 momento em que o virus infeta células que ndo estejam
ativadas. Essa laténcia pode gerar-se antes ou depois da integracdo (laténcia pre-
integracional e laténcia pds-integracional, respetivamente) (66). A laténcia pré-
integracional é caracterizada por uma ineficaz integracdo do provirus ou incompleta
transcricao reversa. Entre os mecanismos propostos associados a esta forma de laténcia
encontram-se a baixa atividade da RT, baixos niveis de dNTPs nas células alvo, a
hipermutacdo do DNA induzida pelo fator de restricdo APOBEC3 (do inglés,
(apoliprotein B editing catalytic polypeptide), e a impossibilidade de importacéo nuclear
do complexo de pré-integracdo (67,68). Esta forma de laténcia é frequentemente
observada em células T CD4+ e em mondcitos/macréfagos. A laténcia pds-integracional
tem sido demonstrada em linfocitos T ativados. Outros fatores envolvidos na regulacao

do estado de laténcia viral sdo a diminui¢éo da concentragéo de Tat, a regulacéo negativa
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da expressao genética da célula por microRNAs (miRNA) e a oclusdo do promotor viral
(69,70).

O estabelecimento e manutengdo de um estado de laténcia viral permite que o
virus persista em populacbes celulares com tempo de vida longo, impedindo a sua
erradicacdo, e funcionando como reservatorios competentes para replicacdo viral e
producdo de novos virus durante o curso natural da infecdo. Um dos maiores desafios na
erradicacdo do HIV é a formacdo de reservatérios de longa duragdo que sdo resistentes a
terapia antirretroviral ou resultantes da suspenséo da terapéutica em doentes com virémias
indetetaveis durante varios anos (68). Um reservatorio viral pode ser definido como um
tipo de células ou um compartimento anatdémico no qual o virus com capacidade

replicativa persiste de uma forma estavel (71).

As células que se encontram melhor caracterizadas como reservatérios de HIV
sdo as células T CD4+, capazes de sobreviver por longos periodos de tempo, potenciando
a propagacao do provirus através da sua capacidade de divisao e diferenciacéo, facilitando
a longo prazo a persisténcia viral. A formacdo de um reservatério viral na populacao de
células T CD4+ quiescentes ocorre logo na infe¢do primaria. Em comparacgdo, tem sido
demonstrada a presenca de um reservatorio viral latente em células T CD4+ de memodria,
as quais integram DNA proviral (69). Num reservatorio latente a expressao viral fica
suspensa, sendo que o genoma viral se integra e permanece no DNA como provirus, mas
ndo é transcrito, ndo sendo, por este motivo, alvo do sistema imunitario ou da terapéutica
antirretroviral. Tém sido descritas varias populac@es celulares que podem funcionar como
reservatorios virais e que podem ser responsaveis pela disseminacdo do virus por
compartimentos anatémicos privilegiados, por isso chamados de santuarios virais, onde
ocorrem condi¢des propicias a replicacdo viral e infecdo de novas células e onde a detecdo
e eliminacdo pelo sistema imunitario se encontra dificultada. Entre essas populacdes
celulares encontram-se 0s monadcitos no sangue periférico, as células dendriticas e
macrdfagos nos 6rgdos linfoides, as células estaminais hematopoiéticas na medula dssea,
a microglia no sistema nervoso central, e varios tipos de células nos 6rgaos genitais,

incluindo células T CD4+ e macréfagos (72).
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1.12 Células envolvidas na patogénese do HIV

Como referido anteriormente, o HIV entra nas células por ligacéo ao receptor CD4
e ao co-receptor CCR5 e CXCRA4. Tais receptores encontram-se na membrana de varias
células tais como linfocitos T CD4+, mondcitos, macrofagos, células dendriticas e células
do sistema nervoso (Figura 8) (73). Entre os receptores de quimiocinas expressos em
células humanas, 0 CXCR4 e CCR5 parecem ser 0s mais importantes para a entrada de
HIV em linfocitos e 0 CCR5 para mondcitos, macréfagos e micrdglia e linfocitos, que
apresenta uma expressdo menor deste co-receptor. Tendo em conta que estas celulas
apresentam um papel fundamental na imunidade adquirida (no caso dos linfocitos T
CD4+) e na imunidade inata (no caso dos mondcitos/macrofagos e das CD) é cada vez
mais importante compreender a suscetibilidade destas células a infecdo pelo HIV, a
possibilidade de se tornarem reservatorios virais e as alteracGes funcionais que possam
ocorrer, revelando assim a importancia do papel que estas desempenham na

imunopatogénese da infecdo pelo HIV (73,74).

microglia

@ %neurénio

Corrente
sanguinea
pericito

Membrana

basal Célula

e endotelial
astrdcito

Figura 8: Células infetadas pelo HIV. A barreira hematoenceféalica que separa a corrente
sanguinea do sistema nervoso central é composta por células endoteliais microvasculares
cerebrais com juncOes apertadas especializadas, envolvida por uma membrana basal, pericitos,
astrocitos e neurénios suscetiveis a infegdo por HIV. (adaptado de Koyuncu et al., 2013)

Alguns estudos tém vindo a demonstrar que existem células que podem ser

infetadas pelo HIV sem que este utilize o receptor CD4, como € o caso dos fibroblastos,

23



Introducéo

das células epiteliais, renais, hepéticas e nervosas, e de células T CD8+. Nestes casos,
pensa-se que exista uma exposicao dos locais de ligacao da glicoproteina de superficie ao
co-receptor sem que exista uma ligacdo prévia ao receptor CD4, permitindo a entrada do
virus na célula. Desta forma € possivel explicar a presenca de particulas virais em células
que, a partida, ndo seriam infetadas pelo HIV, como é o caso dos astrécitos,
oligodendrdcitos e neurénios que ndo expressam o receptor CD4, e dos macréfagos e

células da microglia que tem baixos niveis deste mesmo receptor (36,75).

1.13 Células da corrente sanguinea
1.13.1 Linfécitos T CD4+

As células T desenvolvem-se no timo e desempenham um papel central na
resposta imune. Estas células expressam um receptor de células T (TCR) e também
podem expressar a glicoproteina CD4 ou CD8 na sua superficie (células CD4+/células T
auxiliares e células T CD8+ /citotdxicas, respetivamente) (76). Os linfécitos T CD4+
atuam na resposta imune adquirida, ativando e estimulando outras células do sistema
imunitéario. Participam no reconhecimento de antigénios proteicos apresentados por
moléculas de MHC de classe Il, presentes a superficie de células apresentadoras de
antigénios (APC) (77).

Os linfocitos T CD4+ ativados secretam citocinas que permitem ativacdo de
outras células, em particular, macrofagos, linfocitos T CD8+ e linfocitos B (8). Estas
celulas servem ainda como importantes reservatorios virais: uma parte destas células
transporta provirus HIV integrados no DNA hospedeiro sem multiplicacdo viral ativa e a
outra parte, providenciam uma vida curta as células efetoras que servem como alvos de

replicacdo (78,79).

Tendo os linfocitos T CD4+ um papel tdo importante na ativacdo da resposta
imune e, dado que uma das caracteristicas da imunodeficiéncia provocada pelo HIV, é a
diminuigcdo do numero destes linfocitos, o individuo infetado e ndo tratado torna-se mais

suscetivel a doengas oportunistas que podem levar a morte (21,80).
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1.13.2 Mondcitos/Macrofagos

Mondcitos e macrofagos pertencem ao sistema de fagdcitos mononucleares, um
componente da imunidade inata. Sdo co-ativadores de linfocitos B e T por apresentarem
antigénios, secretam citocinas pré-inflamatoérias e cumprem fungbes de fagocitose de
microrganismos como bactérias, fungos e parasitas (81). Mondcitos sdo leucécitos
derivados da medula dssea que circulam no sangue e ganglios linfaticos antes de migrar
para tecidos e diferenciarem-se em macrdfagos e células dendriticas. Os macrofagos séo
geralmente considerados células terminais diferenciadas que fagocitam patégenos ou
toxinas, secretam citocinas que recrutam outras células do sistema e migram para ganglios
linfaticos (82,83).

A semelhanca dos linfcitos T CD4+, os mondcitos/macrofagos expressam a sua
superficie os receptores para a entrada do HIV, sendo por isso potenciais alvos de infecao
viral. A infecdo por mondcitos pode ocorrer no sangue ou na medula dssea. Essas células
podem ser i) diretamente infetadas ou ii) infetadas ap6s a absorcéao fagocitica de linfocitos
infetados e/ou virides livres. Apesar disso, estudos in vitro demonstraram que 0S
monocitos apenas raramente sdo produtivamente infetados, havendo no entanto um
aumento de suscetibilidade a infecdo quando ocorre a diferenciacdo em macrofagos
(84,85).

Embora os macrofagos tenham pouca expressdo de CD4 a sua superficie e 0
namero de mondcitos/macrofagos infetados por HIV seja muito inferior relativamente ao
de linfécitos T CD4+, estes conseguem produzir grandes quantidades de virus. Além
disso, os macréfagos sao mais resistentes aos efeitos citopaticos do virus e mais eficientes
a escapar a acao do sistema imunitario do individuo infetado (86). No que diz respeito a
capacidade destas células infetadas passarem barreiras sem serem detetadas, 0s
monacitos sdo capazes de passar a barreira hematoencefalica (BHE) e diferenciar-se em
macréfagos dando inicio a neuroinvasdo, contribuindo para o aparecimento de doencas
neurodegenerativas associadas ao HIV através da producéo de citocinas pro inflamatorias
e outras neurotoxinas (81). Ndo havendo morte celular, os macréfagos infetados sdo
preservados e mantém a producdo de virdes durante um longo periodo de tempo,

constituindo reservatorios virais (87).
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1.13.3 Células dendriticas

As células dendriticas (CDs) séo células que apresentam antigenos e constituem
uma importante ligacdo entre a imunidade inata e a imunidade adquirida pela sua
capacidade de induzir uma resposta imunitaria apropriada apds reconhecimento do
patdégeno. Assim, tornam-se capazes de fagocitar e processar microrganismos, ativando
outras células do sistema imunitario como os linfocitos T. Estas células estdo presentes
em tecidos como a pele (onde se encontra uma célula dendritica especifica, denominada
célula de Langerhans, também presente nas mucosas), mucosas do nariz, pulmdes,

estdbmago e intestinos; sdo também encontradas no sangue, na sua forma imatura (88)(89).

Tal como os linfécitos T CD4+ e os mondcitos/macréfagos, as CD expressam a
sua superficie o receptor CD4+ e os coreceptores CCR5 e/ou CXCR4 necessarios para a
entrada do virus na célula, embora em baixas quantidades. No entanto, quando comparado
com a infecdo em linfécitos T CD4+, estas células apresentam uma menor produtividade
de virides infeciosos, possivelmente relacionada com a baixa quantidade de receptor e
coreceptores a superficie, a capacidade de degradacdo do virus ap0s a sua internalizacao
e/ou a expressdo de fatores que bloqueiam a replicacéo viral, como é o caso da proteina
antirretroviral APOBE3G (90,91).

De modo geral, 0 virus aproveita-se da elevada capacidade de migracdo das CDs
e do potencial de recrutamento de linfocitos T, essenciais para o desenvolvimento de uma
resposta imune apropriada, para promover a infe¢do. A infecdo pode ocorrer por uma de
duas formas, infecdo trans ou cis, mediante a existéncia ou ndo de contacto entre as
células, respetivamente. Uma infecdo do tipo cis implica a entrada do virus na célula, a
integracdo do genoma viral e a producédo de novo de particulas virais. Por oposi¢do a este
mecanismo de infecdo direta existe um outro tipo de infecdo denominado infecéo do tipo
trans que consiste num mecanismo de endocitose do virus por parte das células
apresentadoras de antigénio (APC), que, apds contacto célula-célula com linfécitos T
CD4+ ou outras células suscetiveis a infecdo pelo HIV, permitem a transferéncia das
particulas virais originando infecéo nas células com as quais contactaram, sendo esta uma
infec&o produtiva ou ndo (92). Um dos mecanismos descritos para mediar a infecdo do
tipo trans é a libertacdo de vesiculas extracelulares, por células infetadas, que podem, ao

ser secretadas, contribuir para a disseminagédo e patogénese da infe¢do pelo HIV (93,94).
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No que diz respeito a uma infecdo produtiva de CD do tipo cis, esta resulta na produgéo
de novas particulas virais capazes de infetar linfocitos T CD4+ (95,96).

Adicionalmente, as celulas dendriticas podem constituir reservatorios virais,
contribuindo continuamente para a infecdo de novos linfécitos T CD4+. As celulas
infetadas pelo HIV capazes de escapar a resposta imunoldgica ndao reconhecem um
antigénio que leve a ativacdo destas células pelo que tém a capacidade de impedir a
maturacdo das CD (46).

1.14 Infecdo do Sistema Nervoso Central

1.14.1 Neuroinvasao

O sistema nervoso central (SNC) é separado da periferia pela barreira
hematoencefalica (BHE), que é uma camada continua de células endoteliais
microvasculares cerebrais firmemente ligadas — denominadas células endoteliais
microvasculares cerebrais (BMVECSs). A BHE ¢ seletivamente permeével e tem como
funcdo regular a circulacdo de células e substancias entre o parénquima cerebral e a
corrente sanguinea, protegendo o cérebro de substancias estranhas (como agentes
infeciosos e substncias neurotoxicas), hormonas e neurotransmissores presentes na
circulacdo sanguinea. Além de proporcionar um ambiente adequado para a rede neural
do cérebro, a BHE atua também como um regulador de metabolitos energéticos, canais
ionicos e de transportadores especificos. Danos na BHE ou alteragdes nos sistemas de
transporte podem mediar a patogénese de muitas doencas do SNC, incluindo os distarbios
neurolégicos associados a infecdo pelo HIV (97,98).

No decurso da infecdo, as alteracdes na permeabilidade e a ativacdo da BHE resultam
da acdo conjunta de eventos celulares que envolvem varios tipos de células, proteinas
virais e fatores do hospedeiro. Quando uma célula desenvolve infecdo ativa expressa um
perfil alterado de citocinas, alterando-se também a capacidade de produzir virides e de
secretar proteinas virais (75,99). Varios estudos demonstraram que a presenca de virides
na BHE pode ndo ser suficiente para a sua ativacdo, contudo verificou-se que células
mononucleares infetadas com o virus foram capazes de induzir essa ativacao. Desta forma

sugere-se que as células infetadas segregam fatores necessarios para alterar a
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permeabilidade da barreira durante a infecdo, nomeadamente algumas proteinas virais

como a gpl20, a Tat, a Nef e a Vpr, que atuam como mediadores necessarios no
comprometimento da integridade da BHE (100,101).

A infecdo do SNC ¢é establecida apds a passagem da BHE, tornando possivel o

desenvolvimento de disfun¢des neuroldgicas. O HIV tem a capacidade de atravessar esta

barreira por um dos trés mecanismos de infecéo direta (Figura 9) seguintes:

1.

Infecdo de células endoteliais, expressando os receptores de entrada do HIV
(CXCR4, CCR3, DC-SIGN);

Entrada direta devido ao aumento da permeabilidade, por consequéncia de outras
disfuncdes e/ou tecido alterado;

Transporte do HIV por mondcitos e linfocitos infetados - Hipdtese do "Cavalo de
Troia" (87).

Independentemente do mecanismo de infecdo, todos estes processos sdo reforcados

pelo ambiente pré-inflamatério induzido pelo HIV, uma vez que a inflamacéo aumenta a

percentagem de virus livre e as proteinas virais atravessam a BHE (102).
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Figura 9: Mecanismos de entrada direta do HIV no SNC: (1) transcitose de células
endoteliais, que expressem os recetores de entrada do HIV; (2) entrada direta, devido ao
aumento da permeabilidade da membrana; (3) hipétese do “cavalo de Troia": mondcitos e
linfocitos infetados atravessam a BHE. As células do SNC suscetiveis a infecdo por HIV sdo
microglia, neuroénios, astrécitos e oligodendrécitos.
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Atualmente, acredita-se que a entrada do virus no cérebro ocorre na fase inicial
da infecdo, ndo se sabendo, se permanece latente/controlado pela resposta imune ou se é
eliminado e volta a reentrar no SNC nas fases tardias da infecdo. Alguns investigadores
acreditam que o virus vai entrando no SNC varias vezes ao longo da infecdo e que existe
uma compartimentalizagdo do virus no SNC, ou seja, a existéncia de particulas virais que
apresentam diferencas genéticas quando comparadas com as particulas virais que se

encontram na corrente sanguinea ou nos nddulos linfaticos do mesmo individuo (75,103).

Teoricamente, todas as células do SNC podem ser infectadas pelo HIV, uma vez
que possuem 0s receptores e/ou coreceptores que permitem a sua entrada. Para que as
células do SNC sejam infetadas é necessario ultrapassar a BHE, sendo a teoria mais
apoiada a do “Cavalo de Troia” (Figura 9)(104). De acordo com este modelo, o HIV e
outros lentivirus entram no SNC através de mondcitos e linfocitos T CD4+ infectados,
capazes de atravessar a BHE, sem que seja detetada a presenca do virus no interior destas
células, e propagar a infecdo dentro do SNC (105). Apo6s a passagem da BHE, os
mondcitos e linfocitos T CD4+ libertam particulas virais capazes de infetar células como
macrofagos perivasculares e microglia, contribuindo para o desenvolvimento de uma
infecdo persistente (106). A replicacdo viral em macréfagos perivasculares permite a
libertag@o de viriBes livres e pode facilitar a infecdo de células microgliais. Considera-se
que o tropismo para macrd6fagos € um pré-requisito para o neurotropismo do HIV (98).

Alguns estudos permitiram comprovar esta teoria, recorrendo a hibridagao in situ
e a analises imunohistoquimicas, permitindo perceber que existe uma acumulacéo viral

nas regides perivasculares da BHE (107-109).

1.14.2 Sistema Nervoso Central - Contextualizacéo

O Sistema Nervoso Central tem sido considerado um compartimento
imunologicamente privilegiado que atua como um importante reservatorio para o HIV,
cujos compartimentos sdo definidos como locais anatdmicos que restringem a circulagdo
do virus. As células do SNC representam um dos santuarios mais importantes para o HIV,
no qual a replicacdo viral € estabelecida precocemente durante a infecdo aguda e pode

persistir através de células da linhagem mieloide: mondcitos, células perivasculares e
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microglia, apesar dos potentes tratamentos antirretrovirais. Isto, porque o virus pode néo
ser suprimido corretamente pela terapia antirretroviral devido & diminui¢do do efeito
citopatogenico e ndo penetracdo dos antirretrovirais no SNC. A infecdo por HIV no SNC
pode levar a um amplo espectro de sindromes neuroldgicas, como deméncia, disturbios

neurocognitivos leves e comprometimento assintomatico (107,110).

A deméncia ndo pode ser considerada como uma doenca por si s6, mas € o termo
usado para descrever um conjunto de sintomas resultantes de danos e disturbios que
afetam o cérebro. Estes sintomas aparecem como uma variedade de disturbios cognitivos,
comportamentais, afetivos, motores e psiquiatricos. A deméncia pode ser causada por

uma variedade de doencas, conhecidas como doengas neurodegenerativas (108).

Atualmente e de acordo com os critérios de Frascati, os distirbios neurocognitivos
associados ao HIV (HAND, do inglés HIV-associated neurocognitive disorders)
categorizam-se por: deficiéncias neurocognitivas assintomaticas (ANI, do inglés
asymptomatic neurocognitive impairment), distrbios neurocognitivos leves (MND, do
inglés mild neurocognitive disorder) e deméncia associada ao HIV (HAD, do inglés HIV-
associated dementia). Estas manifestacfes clinicas sdo causadas pela libertacdo de
neurotoxinas por parte de células infetadas (principalmente macréfagos), e também por
varias proteinas capazes de ativar a sinalizacdo celular envolvida no controlo da

sobrevivéncia celular e apoptose (107).

1.14.3 ComplicacGes neuroldgicas associadas a SIDA

As complicacdes neuroldgicas associadas a SIDA sdo causa de morbilidade e
mortalidade, interferindo de modo significativo na sobrevivéncia e na qualidade de vida
dos individuos infetados por HIV. Estas complicacdes ocorrem em quase 70% dos
individuos infetados, verificando-se uma prevaléncia de alteracdes neuropatoldgicas em
estudos necrépsicos superior a 90% (111,112). As manifestacdes neuroldgicas associadas
a infecdo por HIV sédo variadas e podem resultar de: lesdes ao nivel do SNC por acéo
direta do virus, como por exemplo encefalopatia e mielopatia vacuolar; ou indiretamente
através de fatores do hospedeiro que incluem fatores humorais, como a libertacdo de

citocinas e quimiocinas por células infetadas e ndo-infetadas. Grande parte das
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complicagdes neuroldgicas associadas a infegdo por HIV resulta de infecBes oportunistas
(por exemplo Citomegalovirus, Neurossifilis, Toxoplasmose, entre outras) e neoplasias
(por exemplo Linfoma Priméario do SNC) que surgem no contexto da imunodeficiéncia
(75,76).

As alteracdes neurocognitivas no idoso infetado por HIV séo frequentes, uma vez
que nesta faixa etaria o diagndstico € maioritariamente tardio, pois sdo considerados
menos vulneraveis a infecdo e, embora tenham muitos comportamentos de risco, nem
sempre os clinicos ou eles proprios estdo sensibilizados para a possibilidade de estarem
infetados. Por isso sdo menos testados do que os mais jovens. A infecdo ndo tratada, afeta
a biologia do envelhecimento, resultando no aparecimento precoce de comorbilidades,
como a sindrome metabolica, a diabetes e as doencas cardiovasculares. Estas
comorbilidades bem como a toxicidade associada aos farmacos, as interacfes
farmacoldgicas e a agdo direta e indireta de HIV sobre o SNC, parecem convergir para
um processo de neuroinflamacdo. Inclusive o declinio cognitivo, associado ao
envelhecimento prematuro, parece estar relacionado com alteragcbes estruturais e
funcionais, observaveis através de técnicas de neuroimagiologia e pela presenca de

indicadores de neurodegeneracédo (114).

1.15 Células do Sistema Nervoso Central envolvidas na infecdo por HIV
1.15.1 Células da glia

As células da glia, células gliais ou neurdglia incluem diversos tipos celulares
presentes no sistema nervoso central, como astrdcitos, microglia, oligodendrdcitos e
ependimarias. Estas células ndo geram impulsos nervosos, ndo formam sinapses e, ao
contréario dos neurdnios, sdo capazes de se multiplicar através do processo de mitose,
mesmo em individuos adultos. De forma geral, as células da glia ttm como funcédo o
suporte estrutural e nutricional e estdo envolvidas no desenvolvimento do SNC em
condicBes fisiologicas normais. Estas células podem detetar e integrar sinais de dano
neuronal, libertar citocinas, interagir e afetar a condi¢do de outras células imunes, bem
como desenvolver outros efeitos no cérebro (Tabela 3). Além disso, as primeiras células
que entram em contato com ceélulas infetadas na regido perivascular sdo micrdglia,

macrofagos perivasculares e astrécitos.
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Devido ao seu papel fulcral na imunidade cerebral, € importante compreender o
mecanismo patogénico entre o HIV e as células da glia, tendo em vista novas terapéuticas
que permitam a diminuic¢éo da incidéncia de doencas neurodegenerativas em individuos
com HIV (21,107).

Tabela 3: Tipos de infecdo e efeitos no cérebro de células gliais humanas infetadas por HIV,

associadas a disturbios neurocognitivos. (Adaptado de Scutari et al. 2017)

Tipo de célula | Tipo de infecao Efeitos no cérebro
Aumento da permeabilidade da BHE
Promove a migracdo de monaocitos para o cérebro
Aumenta a concentracao intracelular de Ca®* e
glutamato
Diminui a captacdo de glutamato
Aumenta a producdo de neurotoxinas
Induz a producdo de proteinas virais (gp120, Tat,
Vpr)
Micraéglia Produtiva Induz a producédo de neurotoxinas (mediadores
inflamatdrios, PDGF, QUIN)
Replicacéo viral ativa
Reduz a sintese de mielina
Oligodendrdcitos Restrita Aumenta a concentracao intracelular dos niveis de
Ca2+
Aumenta a apoptose celular

Astrocito Restrita

i. Microglia

A micrdglia representa 10% das células do SNC e consiste em fagdcitos
mononucleados que tém um papel imunitario muito importante no SNC: responder a
todos os tipos de danos neuroldgicos. A micréglia atua como primeira linha de defesa
contra agentes patogénicos, atuando como mediador celular dos processos
neuroinflamatdrios, que, consequentemente, tende a exacerbar doencas neurologicas pré-
existentes. O seu papel no processo inflamatorio é libertar proteinas virais, citocinas
inflamatdrias e neurotoxinas, e induzir a diferenciacdo de astrocitos, apoptose e a

alteracdo da neurogénese (115,116).
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Uma das vias de entrada do HIV no SNC é feita através de monacitos infetados e
células T CD4+ capazes de passar a BHE e, por consequéncia podem ativar as células da
micrdglia por interagdo com proteinas virais ou por estimulos imunitarios. Varios estudos
apontam que as estirpes de HIV encontradas no sistema nervoso tém tropismo para
células que expressam o co-receptor CCR5, pelo que as células de micrdglia s&o um
potencial alvo, sendo também um possivel reservatério do virus latente na fase inicial da
infecdo. No entanto, apds a instalacdo de uma imunossupressao sistémica, ou seja, numa
fase tardia da infecdo por HIV, a infecdo produtiva tem mais tendéncia para ocorrer, uma
vez que existe uma maior passagem de mondcitos infetados pela BHE, devido a
degradacéo da integridade desta (75,105).

ii. Astroécitos

Os astrocitos sdo as células mais abundantes do SNC, representando cerca de 19-
40% das células. Os astrdcitos sdo componentes importantes do SNC, que suportam a
funcdo e o metabolismo dos neurdnios, a homeostase idnica no SNC, o controlo do estado
das sinapses neuronais e a reparacao de tecidos. Tém ainda como funcgéo a regulacéo da

resposta imune no cérebro (116,117).

Ao contrario das células comumente infetadas pelo HIV, os astrécitos nao
expressam o receptor CD4 mas expressam o0s coreceptores CCR5 e CXCR4, mesmo que
em quantidades reduzidas quando comparados a outras células. Isto significa que a
infecdo dos astrocitos ocorre independente do receptor CD4. Alguns estudos
demonstraram que a infecdo dos astrcitos é conseguida maioritariamente por contacto
entre células infetadas e astrdcitos ndo infetados. No entanto, apds entrada do virus nos
astrécitos ndo se observa uma infecdo produtiva mas sim um estado de laténcia do virus,
muitas vezes com integracdo do genoma viral (77). A infe¢do dos astrécitos ndo causa
efeito citopatico, portanto, 0 virus pode permanecer nessas células quase
indefinidamente. Em alguns momentos, as células infetadas podem ser transitoriamente
ativadas por citocinas inflamatdrias e produzirem virides que podem, potencialmente,
infetar outras células do SNC. Esta ativacdo leva a uma maior proliferacdo de células da
microglia ou macrofagos perivasculares, favorecendo o aparecimento ou aumento da

magnitude das doencgas neurodegenerativas (118).
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iii. Oligodendrdcitos

Os oligodendrocitos sdo as células gliais responsaveis pela formacao e
manutencdo das bainhas de mielina que envolvem os axénios dos neurénios (75). Tal
como 0s neurdnios, também ndo possuem receptor CD4 e o mecanismo de infegdo de
oligodendrdcitos por HIV também é desconhecido. Estudos detectaram acidos nucleicos
virais, e outros relataram a auséncia de marcadores HIV-1 em oligodendrdcitos. Estudos
in vitro, utilizando oligodendrdcitos humanos, demonstraram a infecdo restrita por
estipes R5 e X4 do virus. Esta infe¢do do tipo ndo produtivo parece indicar que estas
células funcionem como reservatorio viral, sendo importantes na neuropatogénese
(119,120).

A perda de integridade das bainhas de mielina pode alterar as vias de sinalizacao
entre estas células e neurdnios e originar degeneracdo neuronal, dando origem a
disfuncBes neuroldgicas caracteristicas de doentes com HIV mesmo que sujeitos a

terapéutica antirretroviral (121).

1.15.2 Neurénios

Os neuronios séo a principal unidade funcional do SNC e séo responsaveis pela
propagacdo de impulsos nervosos que originam as funcGes motoras e cognitivas. Os
neurénios ndo expressam o receptor CD4 e julga-se que os coreceptores de superficie
CXCR4 sejam importantes para a migracdo e desenvolvimento neuronal, bem como para
as respostas neuronais de sobrevivéncia ou de apoptose, e ndo tanto como portas de
entrada para o HIV (75). Na tabela 4 pode encontrar-se de forma sucinta os efeitos

causados no cérebro por neurdnios infetados por HIV.

Tabela 4: Tipos de infecdo e efeitos no cérebro de neuroénios infetados por HIV, associadas a

distdrbios neurocognitivos. (Adaptado de Scutari et al. 2017)

Tipo de célula | Tipo de infecéo Efeitos no cérebro

Aumento da concentracdo intracelular de Ca?*

Neuraénios Restrita Aumento da ativacdo de caspases

Aumento da expressdo de p53
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Um dos aspectos mais controversos da neuropatogénese do HIV é a sua
capacidade de infetar neurdnios. No entanto, j& foi possivel detetar material genético do
HIV em estudos in vitro com neurdnios, bem como alguns estudos também relataram
infecdo restrita de neurdnios primarios, e linhas de células neuronais (122-124). Ainda
que ndo esteja esclarecido como o HIV infeta neurdnios, é geralmente aceite a ocorréncia
de disfungdes neuronais causadas, principalmente, por libertacdo de fatores pro-
inflamatdrios e neurotoxinas pelas outras células do SNC. Estas substancias sdo capazes
de provocar morte neuronal, com aumento da incidéncia de doencas neurodegenerativas,
e desregulacdo da BHE, com a possibilidade de aumentar a entrada de mais particulas

virais para o parénquima cerebral, exacerbando os problemas neuroldgicos (87).

1.16 Vesiculas extracelulares: uma via alternativa da neurodegeneracéo

Quase todas as células vivas libertam vesiculas extracelulares (VES) que facilitam
e modulam a comunicacdo intercelular carregando proteinas, lipidos e &cidos nucleicos.
A designacdo de VEs inclui diferentes tipos de vesiculas de membranas secretadas,
estuturas de dimenséo reduzida (geralmente, na ordem dos nanometros), formadas por
uma dupla camada de lipidos e proteinas que envolvem as moléculas contidas no seu
interior. Evidéncias crescentes sugerem que fatores sollveis e Ves, que fazem parte do
secretoma, fornecem uma grande contribuicdo para a atividade paréacrina, gerando um

microambiente tecidual que pode ser benéfico ou neurotoxico (125).

Tradicionalmente, VEs sdo divididos em exossomas e ectossomas (também
denominados de microvesiculas), baseados nos mecanismos de biogénese e propriedades
biofisicas, tal como o tamanho e marcadores das proteinas de superficie. Embora tenham
sido identificados varios fatores como responsaveis pela neurodegeneracao associada ao
HIV, a ideia de que a patogénese desta doenca pode ser acelerada ou mediada por
exossomas e pelas respetivas cargas associadas tem ganho uma elevada importancia
(126). Exossomas sdo pequenas particulas homogéneas, com dimensdes compreendidas
entre 30 e 100 nm formados a partir de membranas endossomais e libertados pela maioria
das linhagens celulares do SNC, cuja composi¢do e contetdo dependem da origem
celular. Ectossomas sdo estruturas heterogéneas delimitadas por por uma bicamada

fosfolipidica, sendo a sua composi¢do muito semelhante & da célula de origem e a sua
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dimensdo varia entre 100 e 1000 nm. No entanto, para além destes dois subtipos também
podem ser libertados pelas células corpos apoptéticos, vesiculas e particulas de membrana
semelhantes a exosomas. Estas vesiculas sdo libertadas pelas células, permitindo a
sinalizagdo e comunicacdo entre as células. Sendo responsaveis pelo transporte de
macromoléculas, nomeadamente &acidos nucleicos (DNA, mRNAs e microRNAs -
miRNAS), proteinas funcionais (incluindo as de origem viral) e outros produtos celulares
(Figura 10) (127,128). Além disso, podem atuar como mensageiros paracrinos que afetam
as células adjacentes ou como mensageiros enddcrinos que circulam na corrente

sanguinea (126).

2. Endocitose mediada por clatrina

2. Endocitose
mediada por lipid-raft

2. Endocitose mediada
por caveolina

1. Fusdo com
a membrana

3. Interacgdo ligando-

recetor l

2. Macropinocitose

Célula

Figura 10: Entrada de exossomas nas células. Exossomas libertados pelas células podem
invadir células vizinhas, transferindo proteinas e espécies de RNA funcionais, induzindo
alteracdes na célula receptora. A adesdo de exossomas a célula receptora ocorre através da
interacdo entre proteinas de superficie dos exossomas e receptores celulares. Desta forma, torna-
se capaz de transferir o seu contetdo para o citoplasma da célula receptora (1), ser endocitado por
fagocitose, micropinocitose e por clatrina, caveolina (2), ou pode induzir a transdugéo de sinal
por meio da interacdo ligando-receptor (3). (Adaptado de Pinto, 2016) (156)

As VEs estdo presentes na maioria dos fluidos biolégicos, como fluido sinovial, leite

materno, sangue, urina e saliva. VEs também desempenham papéis noutras condi¢oes
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patoldgicas, como em doencas inflamatdrias, através da libertagdo de citocinas, e na
progressdo tumoral, facilitando a disseminacdo de células cancerigenas e metastases
(129,130).

A hipotese do “Exossoma de Troia” sugere que os exossomas tém capacidade para
facilitar a disseminacéo viral de uma forma independente de recetor e independente do
Env, fornecendo aos retrovirus e outros virus a possibilidade de explorar vias
intracelulares de transporte vesicular (131). Embora a disseminacdo viral por via
exossomas seja considerado um processo de baixa eficiéncia e anteriormente
desvalorizado, este continua a ser um modo de infecdo importante devido as implicac6es
que apresenta na modulagdo da resposta imunitaria do hospedeiro. Demonstra, atraves da
presenca de particulas virais no interior dos exossomas, que os retrovirus tém capacidade
para contornar a resposta imunitaria adaptativa, podendo ajudar a explicar a resisténcia a
anticorpos neutralizantes. Podera ser esta a razdo pela qual as vacinas contra antigénios

retrovirais ndo sdo suscetiveis de fornecer protecdo profilatica (132).

Ao longo dos anos, evidéncias acumuladas demostram que diversos tipos de
celulas tém capacidade de secretar VEs, incluindo células neuronais e da glia. A
transferéncia de exossomas para 0s neuronios ¢ mediada por oligodendrécitos, micrdglia
e astrocitos, capazes de atuar ao nivel dos neurdnios ou disseminar a doenca. Atualmente,
existem evidéncias de que vesiculas extracelulares secretadas por neurénios e glia,
incluindo exossomas derivados de endossomas e fragmentos da membrana plasmatica
celular, desempenham um papel fundamental na comunicacdo intercelular e na
neuroinflamacdo transportando mRNA, miRNA e proteinas. O percurso desde o
momento da infecdo, capaz de provocar inflamagdo, a neuroinflamacdo pode ser
observado na Figura 11. Desta forma pode salientar-se que VESs tém a capacidade de
interferir na patogénese e disseminacdo de doencas inflamatérias, além do seu potencial

como biomarcadores e veiculos terapéuticos (125,130).
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Causa do dano Resposta inflamatéria Efeitos no sistema nervoso  ImplicagGes clinicas

Alteragdo das propriedades da BHE
p -

e

-
Ativagdo de Mediadores inflamatérios

células imunes o Danos neuronais/degeneragdo
. TNF
PAMPs: ‘ e
- Componentes da parede celular (ex: LPS) -6 =~
~ - Acidos nucleicos de bactérias/virus Depressao
Infegao Zoutros — .
N e . ) Delirio
Ativagdo de células glia
Lol G e - __, Alteragdo da memoria
. . / > 4
: -\ .
. o) ; = : Ansiedade
X \ Disfuncao mitocondrial —
® i = Convulsées
Sterleinjury — L S >
: B — ieli
Autoimunidade - At Desmielinizagdo Mielites
Trauma _NO i \ R
Pancreatite Aeiiosgoraos W Neuropatia
Hipoxia i >
Danos endoteliais

Figura 11: A inflamacdo causada pela infe¢do leva a neurodegeneragdo: a inflamagao
sistémica pode ser ativada pela acdo de PAMPS e DAMPS, resultantes da atividade de patégenos
ou danos causados. Por sua vez, as células imunes periféricas (por exemplo, mondcitos) e centrais
(por exemplo, micréglia) sdo ativadas, aumentando a producdo e libertacdo de citocinas
inflamatdrias, quimiocinas e outros péptidos imunologicamente ativos. Como consequéncia
desde acontecimentos podem gerar disfungdes neuronais, interferindo na homeostase neuronal ou
perturbando o meio neuronal. (Adaptado de Sankoski, 2015)

As vesiculas extracelulares constituem uma familia heterogénea de particulas que séo
segregadas para 0 meio extracelular por uma grande variedade de células e, que em
conjunto com os fatores solUveis constituem o secretoma. Estas vesiculas transportam
diversas moléculas, incluindo proteinas, hormonas, lipidos e &cidos nucleicos, podendo
desempenhar diversas funcdes e sdo secretadas por mecanismos como a translocagdo. As
proteinas secretadas nos seres humanos representam 13 a 20% de todo o proteoma e
incluem fatores de crescimento, quimiocinas, citocinas, moléculas de adesdo, proteases e
receptores. Além da carga proteica, componentes nao proteicos, como lipidios, micro-
RNAs e RNA mensageiro, também podem ser secretados pelas células através de

microvesiculas (133,134).

1.16.1 Papel das vesiculas extracelulares no Sistema Nervoso Central

No Sistema Nervoso Central, as VEs estdo envolvidas na comunicagdo entre as

diferentes células neurais, incluindo neurdnios e células da glia. Neste compartimento as

38



Introducéo

VEs exercem diferentes funcbes neurobioldgicas, como é o exemplo da sobrevivéncia

neuronal e a modulacdo da atividade sinaptica (135).

Diferentes estudos tém vindo a demonstrar implicagdes geradas pelos exossomas
libertados pelas diferentes células, nomeadamente: uma maior tolerancia a condicGes de
stress, com consequente aumento da viabilidade neuronal associado aos oligodendrécitos
(136); fungdes como a regulagdo da excitabilidade neuronal, inicio de respostas agudas
inflamatorias e a mediacdo de respostas imunes ao nivel da micréglia; fungbes ao nivel
da neuroinflamacao e neuroprotecdo em condicdes de elevada atividade neuronal e stress

oxidativo em astrécitos (135); regulacédo da plasticidade neuronal em neurdnios (137).

As vesiculas extracelulares contribuem também para a patogénese de diversas
doengas neurodegenerativas, como sdo o exemplo da doenca de Alzheimer e a doenca de

Parkinson, caracterizadas pela deposicdo de agregados proteicos no cérebro (138).

1.16.2 O papel das vesiculas extracelulares na disseminacéo do HIV

A comunicacdo célula-a-célula por parte das VES assume um papel importante na
disseminacdo do HIV para regifes ndo afetadas devido a capacidade de transmitirem
fatores neurotoxicos e outros agentes causadores de doenca. Células produtivamente
infetadas séo capazes de libertar virGes de HIV no interior de vesiculas extracelulares cuja

biogénese, tamanho e propriedades fisicas sdo semelhantes as dos retrovirus.

As VEs parecem influenciar as infecGes virais, ainda que os dados sobre os efeitos
das VEs na infecdo viral in vivo sejam controversos e 0s mecanismos desses efeitos ainda
estejam por investigar. Anush e colaboradores, detetaram a presenca de um nimero
significativo de exossomas libertados por células infetadas por HIV que carregam a gp120
(Env), sugerindo que VESs que transportem Env parecem facilitar a infecdo pelo HIV em
tecidos linféides Humanos (139). Outros estudos in vitro e in vivo demonstraram a
presenca de Nef em vesiculas extracelulares, tendo como funcdo aumentar a producao de
VEs as quais posteriormente utiliza para se disseminar. Entre 0s componentes virais
transportados pelas VES encontraram também a proteina Gag, cujos efeitos em células
ndo infetadas sdo atualmente desconhecidos (140). Desta forma, as VES poderdo

constituir um novo alvo terapéutico para a estratégia antiviral.
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1.17 Objetivos

Perante a necessidade de desenvolver terapéuticas e ferramentas que travem o
avanco de doencas neurodegenerativas, nomeadamente dar resposta as comorbilidades
como a deméncia associada ao HIV, é importante compreender melhor os mecanismos
de neuroinvaséo e neuroinflamagéo associados ao HIV. Desta forma, o presente trabalho
tem por objetivo contribuir para elucidar como decorrem as interacGes entre o HIV e as
células da glia, procurando esclarecer 0os mecanismos patogénicos associados as doencas
neurodegenerativas que ocorrem em individuos infetados por HIV e o comportamento
das células cerebrais como possiveis reservatérios virais. O objetivo especifico do
trabalho incide em esclarecer alguns dos mecanismos utilizados pelo HIV para invadir e

persistir no SNC, bem como compreender a infecdo das células neste compartimento.

No intuito de responder a este paradigma é fundamental compreender de que
forma, no contexto da infecdo por HIV, a comunicacdo e interacdo entre mondcitos,
linfocitos T CD4+, macrofagos perivasculares, microglia, astrécitos e células neuronais,

promove e amplifica a infecéo viral.
Resumidamente, os objetivos especificos do presente trabalho sdo:

. Compreender como se estabelece a infecdo das diferentes populacdes
celulares pelas diferentes estirpes primarias de HIV-1 e HIV-2 em estudo, e
em que condicdes a infecdo é mais eficaz (infecdo cis: contacto célula-célula
ou infegdo trans: através de uma barreira fisica);

ii. Esclarecer de que forma é mediada a infecdo das células da microglia e
astrocitos pelos secretomas produzidos por diferentes células do SNC e
corrente sanguinea (linfécitos T CD4+, M@, micrdglia e astrocitos) infetadas
por diferentes estirpes de HIV-1 e HIV-2.
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2.1 Amostras

Neste estudo foram selecionadas estirpes, disponiveis na Viroteca-Seroteca da
Host-Pathogen Interaction Unit (HPIU) do iMed.ULisboa (Instituto de Investigacdo do
Medicamento da Universidade de Lisboa), de acordo com os seguintes critérios: (i)
utilizacdo de coreceptores (CCR5 vs. CXCR4), e (ii) estadio clinico da infecdo
(sintomatico ou assintomatico) (141). Essas estirpes foram: HIV-1ucrL10s2, HIV-1ucFL1034,
HIV-2ucrioo74 € HIV-2urcioo72; podemos encontrar as caracteristicas dos diferentes

isolados primarios na tabela 5.

Tabela 5: Identificagéo do estadio clinico e biotipo dos diferentes isolados primarios de HIV-1
e HIV-2.

Isolado Estadio clinico Bidtipo
UCFL1032 ? X4
UCFL1034 Assintomatico R5
UCFL2074 ND R5X4
UCFL2072 ND X4

ND: ndo definido; ?: sem informacéo

2.2 Populacdes celulares

2.2.1 Separacao de células mononucleadas do sangue periférico (CMSP)

As células mononucleadas do sangue periférico foram obtidas a partir de buffy
coats de dadores saudaveis, cedidos pelo Instituto Portugués do Sangue. Inicialmente
procedeu-se a sua diluicdo numa solucdo de MACS Buffer (tampéo de lavagem) (diluicéo
de 1:1). Esta solucdo € composta por tampdo fosfato salino (PBS — Invitrogen, UK)
pH=7,2 suplementado com 0,5% de soro bovino fetal (SBF — GE Hyclone, UK) e acido
etilenodiaminotetracético (EDTA — Invitrogen, UK) a 2mM.

O isolamento das CMSP foi feito através do método do gradiente de Ficoll.
Resumidamente, adicionou-se o volume de sangue na propor¢do de 2:1 ao Ficoll-

Paque™PIlus (GE Hyclone, UK), obtendo-se duas fases distintas de acordo com a
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densidade das mesmas. Seguiu-se uma centrifugacdo a 2000 rpm durante 20 minutos a
20°C (5810R, Eppendorf, Alemanha), obtendo-se um anel celular esbranquigado

correspondente as CMSP, como representado esquematicamente na Figura 12.

Antes da Depois da
centrifugacdo centrifugacdo

Sangue Centrifugagéo

f (2000 rpm, 20min) Plasma
MACS ’
buffer CMSP

Ficoll

| ——— ]
Ficoll Granulécitos
Eritrécitos

Figura 12: Representacdo esquematica da separacao do sangue periférico humano pelo método
do gradiente de Ficoll, antes e apds a centrifugacdo. (adaptado de Miicke and Seidman, 2019)

Recolheu-se o anel celular correspondente a camada de CMSP para um tubo de
50 mL e perfez-se até ao volume de 40 mL com tampao de lavagem. Com o objetivo de
eliminar os residuos de Ficoll, plasma e outras impurezas, efetuou-se uma primeira
centrifugacdo a 1500 rpm, durante 15 min (5810R, Eppendorf, Alemanha), e de seguida
outra centrifugagdo a 1000 rpm durante 10 min, ambas a 20°C (5810R, Eppendorf,

Alemanha).

As CMSP foram ressuspendidas em meio RPMI 1640 (Invitrogen, UK)
suplementado com 15% de SBF (GE Hyclone, UK), L-glutamina 200 mM (GE Hyclone,
UK), fungizona 250 pg/mL (GE Hyclone, UK) e gentamicina 50 mg/mL (GE Hyclone,
UK). A contagem foi feita a partir de uma dilui¢cdo de 1:10 da suspenséo celular com
solucdo de Turk, que permite distinguir as células mononucleadas, numa camara de
Neubauer (142).
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Assim, para calcular o nimero de células na amostra inicial utilizamos a seguinte

férmula;

numero total de células

Nede células = — x 10° x V. 5
nimero de quadrantes suspensao celular

As CMSP obtidas foram colocadas em cultura durante trés dias numa densidade
celular de 2x10%/mL de meio, a 37°C com 5% de CO2, em meio RPMI 1640 suplementado
como descrito anteriormente. Ao meio foi também adicionado fitohemaglutinina (PHA)
numa concentracdo de 3 pg/mL de meio, para estimulacdo das células e, portanto,
potenciar a sua atividade mitotica para gerar novas células. Apos esse periodo, as culturas
de células foram recolhidas e centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos, a 20°C (5810R,
Eppendorf, Alemanha). As células foram ressuspendidas em meio RPMI 1640
suplementado com interleucina-2 (IL-2; NIH AIDS, EUA) numa concentracao de 20
U/mL e colocadas novamente em cultura. A IL-2 tem como funcdo promover a
maturacdo dos linfécitos T CD4+ e o aumento da expressdao do receptor CCR5 a
superficie da célula.

Até ao dia da sua utilizacdo para infecdo com HIV, o meio RPMI 1640
suplementado foi substituido sempre que necessario e de acordo com as suas

necessidades.

2.2.2 Isolamento de células T CD4+

As células T CD4+ foram obtidas através de separacdo imunomagnética, por
selecdo negativa, recorrendo-se ao kit CD4+ T Cell Isolation Kit, human (MACS®
Miltenyi Biotec, Alemanha), de acordo com as instrucdes do fabricante (143).

Resumidamente, ressuspenderam-se as CMSP em 2,3 mL de MACS buffer e 200
ul de Biotin-Antibody Cocktail (composto pela mistura de anticorpos monoclonais anti
CD8a,CD14,CD15,CD16,CD19, CD36,CD56,CD132, TcRy/6 e CD235a (Glicoforina
A), conjugados com biotina). Incubou-se 30 minutos a 4°C, com agitacdo. Apos esse
tempo adicionou-se 2,1 mL de MACS buffer e 400 pl Anti-Biotin Microbeads
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(microesferas conjugadas com anticorpo monoclonal anti-biotina e anticorpo monoclonal
anti-CD61) e voltou a incubar-se durante 30 minutos a 4°C. Apo6s a incubagéo adicionou
12 mL de MACS buffer e centrifugou-se a 1300 rpm durante 10 minutos a 4°C (5810R,
Eppendorf, Alemanha). O pellet obtido foi ressuspendido em 5 mL de MACS buffer.

As células T CD4+ foram obtidas por selecdo negativa através da passagem da
suspensdo celular por uma coluna LS magnética (MACS® Cell Separation Columns,
Miltenyi Biotec, Alemanha). Uma vez eluida a suspensao celular, lavou-se a coluna para
recolher as células T CD4+ ainda retidas. A totalidade do volume obtido foi centrifugado
a 1500 rpm por 5 minutos a 20°C (5810R, Eppendorf, Alemanha) e, o pellet resultante foi
ressuspendido em meio RPMI 1640, suplementado como anteriormente descrito. As
células foram contadas com a solucdo de azul de tripan (Sigma Aldrich, EUA), que
permite distinguir as células viaveis das ndo viaveis, numa diluicdo de 1:10 e a
concentracéo celular foi ajustada para 2x10%/mL de meio. As células foram ativadas com
3 ug de PHA por mL de meio (SIGMA, EUA) e mantidas em cultura com 0 meio

anteriormente descrito.

2.2.3 Isolamento de monacitos e diferenciacdo em macrofagos

O isolamento de mondcitos (CD14+) foi igualmente realizado por separagdo
imunomagnética com o kit CD14+ T Monocyte Isolation Kit (MACS® Miltenyi Biotec,

Alemanha), de acordo com as instruc@es do fabricante (144).

Apds o isolamento das CMSP adicionaram-se 4,6 mL de MACS buffer e 400 pl
de microesferas CD14+ (anticorpo monoclonal CD14 conjugado com microparticulas
magneéticas). Incubou-se durante por 30 minutos a 4°C, com agitacdo; ap6s a incubacao,
foram adicionados 12 mL de MACS buffer e centrifugou-se a 1300 rpm, por 10 minutos
a 4°C (5810R, Eppendorf, Alemanha), e ressuspendeu-se o pellet obtido em 5 mL de
MACS buffer.

Como foi referido anteriormente, as células CD14+ foram isoladas por selegdo
positiva através da passagem da suspensdo celular por uma coluna LS magnética
(MACS® Cell Separation Columns, Miltenyi Biotec, Alemanha). Apds a passagem da

suspensdo celular, retirou-se a coluna do suporte magnético e adicionou-se 5 mL de
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MACS buffer. Aguardou-se que 2 mL passassem a coluna pela a¢do da gravidade e o
restante volume foi forcado com o émbolo. O volume recolhido foi centrifugado a 1500
rpm, por 5 minutos a 20°C (5810R, Eppendorf, Alemanha) e, o pellet resultante foi
ressuspendido no meio RPMI Glutamax ndo suplementado. As células foram contadas
com recurso a solucdo de azul de tripan (Sigma Aldrich, EUA) (dilui¢do 1:10) e incubadas
durante 2/3h, com 5% de CO> de modo a permitir a sua adeséo.

Apos a incubagdo, verificou-se a aderéncia de pelo menos 90% dos mondcitos ao
plastico e adicionou-se meio RPMI Glutamax suplementado duas vezes para compensar
0 meio ndo suplementado em que estas células se encontravam. Os suplementos foram
adicionados nas seguintes concentracdes: 10% SBF, 1 mM de piruvato de sodio (GE
Hyclone, EUA), 100U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (GE Hyclone,
EUA), 50 mM de 2-mercaptoetanol (Invitrogen, UK) e 20 ng/mL de Macrophage Colony-
Stimulating Factor (M-CSF, Immunotools, Alemanha). As células foram incubadas a
37°C com 5% de COa.

Um método alternativo para isolar mondcitos € o da técnica de aderéncia ao
plastico. Desta forma, a partir da contagem das CMSP colocaram-se as células em cultura
com meio RPMI Glutamax (Invitrogen, UK) nao suplementado durante trés horas a 37°C
com 5% de CO. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS aquecido de modo a
eliminar as células ndo aderentes e mantidas em meio RPMI 1640 (Invitrogen, UK)

suplementado duas vezes como descrito anteriormente.

Para qualquer uma das metodologias descritas, ao fim de quatro dias fez-se a
manutencdo da cultura de macréfagos, adicionando-se meio novo. Apos sete dias 0s

macrofagos encontram-se diferenciados e podem ser utilizados nos ensaios de infecéo.

2.2.4 Cultura das linhas celulares de microglia e astrocitos

As linhas celulares representativas do sistema nervoso central utilizadas foram:
uma linha celular de micréglia (denominada CHME-3), cedida pelo grupo Neuron-Glia
in Health and Disease, da Faculdade de Farmécia da Universidade de Lisboa; e, uma
linha celular de astrocitos (SGV-mm), cedida pela Prof® Doutora Ana Miguel Matos do

Chemical Enginnering Processes and Forest Products Research Center da Faculdade de
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Farmécia da Universidade de Coimbra. A linha celular de CHME-3 foi obtida através da
imortalizacdo de uma cultura de células priméria de microglia fetal humana, enquanto
SGV-mm foram obtidos de células gliais fetais imortalizadas, ambas com recurso a um

mutante do virus simio 40 (SV40, poliomavirus) (145).

Relativamente a cultura das linhas celulares de microglia (CHME-3) e astrocitos
(SGV-mm), comecgou-se por descongelar aliquotas de ambas as linhas celulares num
banho a 37°C para que a descongelacdo fosse rapida de modo a evitar possiveis lesdes
nas membranas celulares causadas pelos cristais de gelo quando existe uma
descongelacéo parcial. Depois de descongeladas, a suspenséo celular foi adicionada a um
tubo de 15 mL contendo 10 mL de DMEM.

Misturou-se a suspensao celular por inversdo e centrifugou-se a 1500 rpm durante
5 minutos, a 20°C (5810R, Eppendorf, Alemanha), para eliminar o meio com sulfoxido
de dimetilo (DMSO - Fisher Bioreagents, EUA), que acima dos 4°C torna-se tdxico para
as células. O pellet celular obtido foi ressuspendido em meio DMEM suplementado de
acordo com o tipo de linha celular e a suspenséo foi colocada num frasco de cultura T75
e colocado na estufa a 37°C com 5% de CO.. Ambas as linhas celulares foram cultivadas
em meio DMEM suplementado com 10% de SBF (GE Hyclone, UK), 10 Ul/mL
penicilina/estreptomicina (GE Hyclone, UK), 2mM de L-Glutamina (GE Hyclone, UK) e
2,5% de fungizona (GE Hyclone, UK). Ao meio para a linha celular de astrdcitos foi ainda

adicionado 50 pg/mL de gentamicina (GE Hyclone, UK).

As linhas celulares foram tripsinizadas (método que permite a dissociacdo das
células e a sua libertacdo do suporte sélido) quando o tapete celular era de
aproximadamente 90% de confluéncia. Resumidamente, retirou-se o0 meio de cultura e
lavou-se o tapete celular com PBS (Invitrogen, UK) sem calcio nem magnésio e com 5%
de SBF. Depois de retirado o tampdo de lavagem, foram adicionados 3 mL de tripsina
pré-aquecida a 37°C, agitou-se suavemente o frasco de forma a que a tripsina cobrisse
todo o tapete celular e descartou o excesso de tripsina. Os frascos de cultura foram
colocados a incubar na estufa a 37°C durante o tempo necessario para as células se

dissociarem.

Apos a dissociacdo das células, adicionou-se meio DMEM suplementado, de

acordo com o tipo de linha celular, para inibir a acdo da tripsina. Transferiu-se a
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suspensdo celular para um tubo de 15 mL e centrifugou-se a 1500 rpm, durante 5 minutos
a 20°C (5810R, Eppendorf, Alemanha), eliminando assim a tripsina. O pellet celular
obtido foi diluido em meio de acordo com as necessidades das diferentes linhas celulares
e, posteriormente, para contagem das células utilizou-se o corante azul de tripan (Sigma
Aldrich, EUA), numa diluicdo de 1:10. Colocou-se uma quantidade da suspenséo celular
num novo frasco para que se formasse um novo tapete celular e incubou-se a 37°C com
5% de COa.

As células que ndo foram utilizadas foram posteriormente congeladas num meio
de congelacdo constituido por 90% de SBF e 10% de DMSO (Fisher BioReagents,
Canad4), em ampolas de congelagdo na concentragdo de 5x10° células/mL. O DMSO foi
adicionado em ultimo, deixando escorrer lentamente pela parede do criotubo. A
congelacéo foi feita com recurso ao Mr.Frosty ™ (Nalgene, Thermo Scientific, EUA), um
recipiente com parede dupla que contém isopropanol e que permite uma taxa de
arrefecimento de -1°C/minuto até atingir -80°C, 6tima para a preservacao celular. Com o
recipiente refrigerado colocaram-se as ampolas e depois foi colocado a -80°C.

2.3 Ensaios de infecciosidade
2.3.1 Infecdo de microglia e astrdcitos por micréglia ou astrécitos
infetada/os com HIV

Nos ensaios de infecciosidade, com duracdo de sete dias, foram utilizados os
isolados primarios HIV-1ucrrioz2, HIV-1ucrLioss, HIV-2ucrioo7a € HIV-2urcioor2. A
Figura 13 apresenta uma representacao esquematica do ensaio correspondente a infecéo
trans de microglia e astrocitos por células da micréglia ou astrocitos pré-inoculadas
durante 3h com as diferentes estirpes de HIV, nas varias condic@es utilizadas e que serdo

em seguida descritas.
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Figura 13: Representacdo esquematica dos ensaios de infecciosidade das células do SNC por
células idénticas infetadas com diferentes isolados primarios de HIV. As células dadoras e as
células-alvo (microglia/astrocitos — micréglia/astrécitos) foram mantidas em cultura durante sete
dias; em duas condigdes distintas: mixed culture ou transwell co-culture, sendo recolhidas
amostras do secretoma produzido aos dias trés, cinco e sete.

No dia anterior a infecdo, foram plaqueadas as linhas celulares CHME-3 e SGV-
mm em placas de 24 pogos na concentracdo de 5x10° células/poco e incubadas durante
24 h a 37°C com 5% de CO».

No dia da infecdo (dia 0), procedeu-se a descongelacdo dos virus a 37°C e, em
seguida as células dadoras em placa foram inoculadas com a mesma concentracdo dos
diferentes isolados priméarios de HIV (0,5 ng/mL de RT), na presenca de polibrene
(SIGMA®, EUA) numa concentragdo de 3 mg/mL. O polibrene é um polimero catidnico
capaz de neutralizar a repulsdo de cargas entre os virdes e a superficie da célula,
aumentando a eficiéncia da infecdo retroviral. Apos inoculacdo, as placas foram
incubadas a 37°C com 5% de CO> durante 3 horas. Posteriormente, removeu-se o0 indculo
e as células foram lavadas duas vezes com tampédo fosfato salino (PBS) sem célcio e

magnésio, suplementado com 5% de SBF.
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As células-alvo (microglia ou astrocitos) foram adicionadas as células dadoras
(micrdglia ou astrdcitos) na proporgao 1:1 (5x10° células/pogo), tendo sido mantidas num
volume final de 500 pl do meio/pogo. As células foram mantidas em duas condicdes:
mixed cultured (co-cultura que permite o contacto célula dadora-célula alvo) e transwell
co-culture (cultura com separacdo fisica entre células dadoras e células alvo). Para
comprovar a capacidade infeciosa das diferentes estirpes de HIV, foi realizada a infegao
cis das diferentes populacdes celulares (controlos positivos), assim como a cultura destas
diferentes populacdes ndo-infetadas (controlo negativo). As células foram mantidas em
cultura durante sete dias a 37°C com 5% de CO2. Ao longo do ensaio foram recolhidas
amostras do sobrenadante de cultura aos dias trés, cinco e sete.

As amostras foram quantificadas pela atividade da RT no sobrenadante de cultura,
através do kit Reverse Transcriptase Assay, colorimetric (Roche, Alemanha), de acordo

com as instrucdes do fabricante.

2.3.2 Ensaios de infecciosidade com secretomas produzidos em T CD4+,

M@, micrdglia e astrdcitos

Com a finalidade de identificar quais 0s componentes do secretoma que medeiam
a infecdo de células do sistema nervoso foi necessario produzir secretomas por diferentes
populacdes celulares. Com esse objetivo, infetaram-se células T CD4+, macréfagos,
micréglia e astrécitos com diferentes isolados virais de HIV-1 e HIV-2. Posteriormente,
0s secretomas obtidos foram utilizados para infetar células da micrdglia e astrocitos. Na
Figura 14 encontra-se uma representacao esquematica do ensaio, desde a producdo de
secretomas a infecdo de novas células, sendo em seguida explicadas as metodologias

utilizadas.
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Figura 14: Representacao esquematica dos ensaios de infecciosidade com os secretomas.

a) Primeiramente, foram infetadas células T CD4+, macr6fagos (M@), micrdglia (CHME) e
astrécitos (SGV) com diferentes isolados primarios de HIV-1 e HIV-2. Estas culturas foram
mantidas durante dez dias. b) infecdo de células da micréglia e astrocitos com os secretoma
produzidos e, na presenca ou auséncia de inibidores de entrada (Maraviroc e AMD3100).

Os secretomas foram obtidos a partir da infecdo de T CD4+, M@, micrdglia e
astrocitos com os isolados virais utilizados nos ensaios anteriores. A densidade celular
foi ajustada para que no dia da infecdo tivéssemos 1x10° células/T25 de macr6fagos/
microglia/ astrdcitos e 10x10° células/T25 de linfcitos T CD4+. Todos os frascos de

cultura foram colocados na estufa a 37°C com 5% de CO: até ao momento da infecéo.

No dia da inoculagéo (dia 0), retirou-se todo o volume de meio e adicionaram-se

os indculos virais das diferentes estirpes de HIV numa concentragdo de 4 ng/mL de cada
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indculo viral e, na presenca de 3 mg/mL polibrene (SIGMA®, EUA). Apos inoculagéo,
os frascos foram colocados na estufa a 37°C com 5% de CO2 durante 3 horas num volume
minimo de forma a facilitar a infe¢do. Posteriormente, de acordo com a densidade celular,
adicionou-se meio de cultura adequado ao tipo celular e a producéo de secretomas foi

mantida durante dez dias, a 37°C com 5% de CO..

Numa segunda parte do ensaio com o objectivo de compreender se a infec¢do
estava ou ndo a ser mediada por particulas virais infeciosas procedeu-se a incubacéo de
células da microglia e astrocitos com os secretomas produzidos por diferentes populacées
celulares. Em paralelo, células da micrdglia e astrocitos foram pré-tratados durante 1h
com os inibidores de entrada Maraviroc e AMD3100 (antagonistas de CCR5 e CXCR4,

respetivamente) antes da inoculagdo com os secretomas.

Em semelhanga dos ensaios anteriores, no dia anterior a infegdo colocaram-se em
placas de 24 pocos as células da micrglia e astrocitos numa densidade celular de 1,5x10°
células/pocgo. As placas foram incubadas 37°C com 5% de CO; durante aproximadamente
24 horas.

No dia da infe¢do (dia 0), pré-trataram-se as células com os inibidores Maraviroc
(NIH AIDS, EUA), e AMD3100 (Quimigen, ES) na concentragdo de 2 pM, durante 1
hora a 37°C com 5% de CO». Ap0s a incubacao retiraram-se os inibiddores e inocularam-
se as células com 500 pL de secretoma (produzido em células TCD4+, M@, microglia e
astrdcitos infetadas com diferentes estirpes de HIV). Incubou-se durante 3 horas a 37°C
com 5% de CO,. Posteriormente, lavaram-se as células duas vezes com tampédo fosfato
salino (PBS) sem célcio e magnésio, com 5% de SBF. Por fim, adicionou-se aos pogos
500 pL de meio com ou sem inibidores, consoante a condicdo. De dois em dois dias foi

reposta a concentracao de cada inibidor.

Ao fim de sete dias recolheram-se os secretomas e estes foram quantificados pela
atividade da RT no sobrenadante de cultura, através do kit Reverse Transcriptase Assay,

colorimetric (Roche, Alemanha), de acordo com as instrucgdes do fabricante.
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2.4 Quantificacdo da atividade da RT

A atividade da RT foi quantificada recorrendo-se ao kit Reverse Transcriptase
Assay, colorimetric (Roche, Alemanha), de acordo com as instru¢fes do fabricante e

como representado na Figura 15 (146).

Resumidamente, procedeu-se ao isolamento de particulas virais nos
sobrenadantes obtidos através da centrifugacdo das amostras a 22.000 g por 2h a 4°C.
Com a finalidade de solubilizar as particulas viras, o pellet obtido foi ressuspendido em
tampdo de lise e incubado por 30 minutos & temperatura ambiente. A esta solucéo foi
adicionada a mistura de reacdo possibilitando a transcri¢do, por incubacdo da solucédo a
37°C. O ensaio imunoenzimatico de Transcriptase Reversa, para a determinacdo
quantitativa da atividade da transcriptase reversa retroviral baseia-se na incorporagéo de
nucleétidos dUTP marcados com digoxigenina e biotina na mesma molécula de DNA.

A detecdo e quantificagdo do DNA sintetizado segue um protocolo ELISA
sanduiche, dividido em trés etapas: a adicdo da solugdo com o DNA marcado com biotina
a microplaca revestida com estreptavidina, incubada por 1h a 37°C; apds varias lavagens
com o tampdo de lavagem, foi adicionado & placa um anticorpo para digoxigenina,
conjugado com peroxidase (anti-DIG-POD), seguindo-se uma nova incubacéo de 1h a
37°C. Na etapa final, apds as lavagens, o substrato de peroxidase ABTS ¢é adicionado e a
enzima peroxidase catalisa a clivagem do substrato para produzir um produto de reacéo
colorido. A quantificacdo do produto é feita por analise espetrofotométrica através da
leitura a 405 nm no Infinite M200 (TECAN, Switzerland). A absorvancia das amostras

esta diretamente correlacionada ao nivel de atividade de RT na amostra.

3 Transcriptase NaBO,
reversa o
o
- o
Dl Se :*—> A
Biotina o9 o0 o
o O
DIG

Pogo com Hibrido DNA/RNA Fragmentos Formagdode Oxidagdodo

streptavidina marcado com anti-DIG-POD radicais luminole absorvancias
biotinae DIG pela emissdode luz

atividadeda RT

Leitura de

Figura 15: Representacdo esquematica do principio do teste para quantificacdo da
atividade da enzima transcriptase reversa (RT).
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3. Resultados e discussao

3.1 Ensaios de infecciosidade

Os ensaios de infecciosidade realizados tiveram como objetivo elucidar os
mecanismos envolvidos na neuroinvasdo e neurodisseminacdo do HIV no SNC. Numa
primeira abordagem pretendeu-se compreender de que forma a infecdo de diferentes
populacdes de células do sistema nervoso, micrdglia e astrécitos, pelas estirpes em estudo
(HIV-1ucrLi032, HIV-1ucrLi03s, HIV-2ucrL2074 € HIV-2ucrL2072) Se processava, e em que
condicdes a infecdo era favorecida (mixed culture ou transwell co-culture). Numa
segunda parte do estudo utilizaram-se os secretomas produzidos por células T CD4+,
macrdfagos, micréglia e astrocitos, com o objetivo de tentar identificar se a infe¢cdo em
células gliais ocorria e se esta seria devido as particulas virais ou a outros componentes

constituintes dos secretomas.

3.1.1 Infecdo de micrdglia e astrdcitos por microglia infetada com HIV

Com o objetivo de compreender de que forma é favorecida a propagacdo da
infecdo no sistema nervoso central manteve-se em co-cultura as células-dadoras
(micréglia infetada com HIV) e células-alvo (microglia e astrécitos), com e sem

separacao fisica entre elas (Figura 16).

Mixed Transwell Mixed Transwell
culture co-culture culture co-culture
& Astrocitos
Micréglia
& ' * 5 P
_ e
* % g =) *

Figura 16: Representacdo das diferentes condi¢des de cultura, quando as células
dadoras séo células da microglia infetada por diferentes isolados primarios de HIV e as
células alvo sdo: a) microglia e b) astrécitos.
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Os resultados para as diferentes estirpes demonstraram que todas as células alvo
foram infetadas, com excec¢éo de astrocitos na condicdo em que existia uma barreira fisica
(sistema transwell) com micrdglia infetada por HIV-2ucrL2074, cOMoO se observa na Tabela
6.

Tabela 6: Resultados da infegdo trans de microglia e astrocitos por micrdglia infetada com
diferentes estirpes de HIV.

Infecéo trans

Células dadoras | Células alvo Mixed culture Transwell co-culture

Micrdglia +
HIV-1ucrLioz

Astrocitos

Microglia

HIV-1ucriios Micréglia Astrocitos

4|+ +]+

Microglia

HIV-2ucrL2074 Astrocitos

Micrdglia
HIV-2ucrFL2072

|||+ |+

Astrocitos

+ : infec8o produtiva; - : auséncia de infegdo

Apesar dos resultados demonstrarem que houve infecdo em ambas as condicdes é
necessario observar se existem diferencas no que diz respeito a niveis de replicacao para
os diferentes isolados nas duas condi¢es. Nas figuras seguintes (Figuras 17 e 18),
podemos observar a evolucdo da infecdo trans de micrdglia e astrocitos por microglia

infetada pelo HIV-1ucrL1032 ou por HIV-1ucrLio3s.

Micréglia-Micréglia (HIV-Lucriaos) Microglia-Astrécitos (HIV-1ucriiosz)
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Figura 17: Evolucdo da infecdo de microglia e astrocitos por micrdglia infetada por HIV-
lucrLios2, Nas condicdes de mixed culture e transwell co-culture, ao longo de sete dias.
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Figura 18: Evolucdo da infecdo de microglia e astrdcitos por micréglia infetada por HIV-
lucruiozs, Nas condicdes de mixed culture e transwell co-culture, ao longo de sete dias.

Os gréficos obtidos demonstram uma evolucéo crescente da replicacdo viral em
células infetadas ao longo do tempo, com excec¢do do que ocorre na condi¢cdo de mixed
culture na cultura de células da micrdglia envolvendo a estirpe HIV-lucrLiozs. A
replicacdo viral em células da micréglia (células dadoras e recetoras: micréglia)
inoculadas com a estirpe HIV-1ucrLi032 € superior na condigdo de mixed culture, de
aproximadamente 6,0 ng/mL, ao fim de sete dias. Para a mesma estirpe, a0 mesmo dia
sendo os astrocitos as células alvo, a replicacdo viral é superior na condi¢do de transwell
co-culture, sendo esta de 3,0 ng/mL (p=0,634). Sugere-se assim, que a infe¢do por HIV-
lucru1032 € favorecida pelo contacto entre células do mesmo tipo (micrdglia-microglia) e
por barreira fisica quando as células alvo sdo diferentes (micréglia-astrocitos). A
preferéncia por células da micrdglia podera dever-se a abundancia de células da micréglia
e a capacidade destas células na sua forma ativa promoverem a migracao e ativacao de
outras células da microglia. Além disso, os astrécitos expressam baixa quantidade dos
receptores envolvidos na entrada do HIV comparativamente a outras células,

nomeadamente microglia (147).

As culturas que envolvem células inoculadas com HIV-lucrLiozs parecem
comportar-se de forma oposta nos dias cinco e sete para ambas as células alvo, sendo a
replicacdo superior ao dia sete na condigédo de infecdo trans, quando as células alvo séo
micrdglia (aproximadamente 2,5 ng/mL); enquanto ao mesmo dia mas para células alvo
astrocitos a replicacao viral é superior para infegdo em cis (aproximadamente 2,0 ng/mL)

(p=0,669). Considerando que no decorrer dos dias se verifica uma reducao da replicacéo
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viral no controlo positivo podemos dizer que a disseminagdo do virus é favorecida em
qualquer uma das condicdes, sendo privilegiada a co-cultura em transwell para culturas
em que as células dadoras e recetoras sdo as mesmas (microglia-microglia) e, mixed
culture quando as células sao diferentes (microglia-astrocitos). Esta diferenca podera ser
explicada, em parte devido ao biotopo das estirpes: X4 para HIV-1ucrLio32 € R5 para HIV-
lucrL1034, mediante os coreceptores expressados pelas células em cultura. Quando estéo
envolvidos astrocitos na cultura temos de ter em conta que estes expressam 0S
coreceptores CXCR4 e CCR5 em baixas quantidades, sendo que CCR5 pode nem ser
expresso, pelo que quando a cultura envolve astrdcitos observa-se uma menor taxa de
replicacdo em comparacao com cultura que envolva exclusivamente células da micréglia.
Contudo, astrdcitos infetados podem ser transitoriamente ativados por citocinas

inflamatdrias, levando a producéo de viriGes capazes de infetar outras células do SNC.

Ainda relativamente aos resultados obtidos para a co-cultura de células da
microglia em transwell, estudos anteriores descreveram que as células da microglia
podem libertar quimiocinas capazes de bloquear a entrada viral nas células. Ou seja, ainda
que as células da microglia possam ser consideradas alvos preferenciais para a infecéo
comparativamente aos astrdcitos, o contacto célula-a-célula podera resultar numa infecao
ndo produtiva. Contudo, a presen¢a da membrana (sistema transwell) podera impedir que
as quimiocinas libertadas pelas células atravessem 0s poros ou mesmo que atravessem
ndo atuem da mesma forma sobre outras células em cultura mantendo o decurso esperado
da infecdo (147).

Tal como para as estirpes de HIV-1 também se analisou a infecdo em trans de
microglia e astrécitos por micréglia inoculada com as seguintes estirpes selecionadas: de
HIV-2 selecionadas: HIV-2ucrizora € HIV-2ucrizo72, cujos resultados obtidos séo

apresentados nas Figuras 19 e 20.
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Figura 19: Evolucdo da infecdo de micrdglia e astrocitos por micréglia infetada por HIV-
2ucrL2074, Nas condigdes de mixed culture e transwell co-culture, ao longo de sete dias.

No que diz respeito a replicacdo viral em co-culturas nas quais as células dadoras
eram células da microglia inoculadas com HIV-2ycrL2074, Observou-se que esta atinge o
pico maximo da replicacdo ao sétimo dia tanto na infecdo em cis (3,5 ng/mL) como em
trans (4,0 ng/mL) (p= 0,9695). No entanto 0 mesmo n&o se observa quando as células
alvo sdo astrocitos, em que a replicagdo viral € muito inferior (< 1 ng/mL). E interessante
salientar que células de microglia infetadas com a estirpe de HIV-2ucri2074 (controlo
positivo) atingem um valor de RT superior a 3,5 ng/mL ao quinto dia da infecao,
seguindo-se de uma reducdo abrupta da replicacdo, podendo isso dever-se ao efeito
citopatico do virus em estudo. Assim, no que diz respeito a disseminacao e tendo em
conta os resultados obtidos para a estirpe HIV-2ucriL2074, €sta parece ocorrer de forma
idéntica para ambas as condi¢cdes de cultura em ambas as células alvo. Porém a
disseminacdo parece ser apenas potenciada pela comunicacdo entre células do mesmo
tipo (microglia-micréglia), o que podera ser apoiado pelo bidtipo desta estirpe (R5X4).
Pois os coreceptores envolvidos na entrada do virus na célula sdo mais abundantes em

células da micréglia quando comparados a astrocitos.
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Figura 20: Evolucdo da infecdo de microglia e astrocitos por micrdglia infetada por HIV-
2ucrL2072, Nas condigdes de mixed culture e transwell co-culture, ao longo de sete dias.

No caso em que as células da microglia foram inoculadas com HIV-2ucrL2072,
verificou-se uma replicacéo viral superior quando as células alvo séo astrécitos. Na co-
cultura de micréglia-microglia em que ndo existia uma separacao fisica a replicacao viral
é aproximadamente de 6,0 ng/mL e, quando separadas por membrana é de 3,0 ng/mL (p=
0,650). No caso dos astrocitos em mixed culture o valor é idéntico (6,0 ng/mL) mas
guando na presenca de membrana tém o valor de aproximadamente 4,5 ng/mL (p=0,949).
Pelo que, independentemente das células alvo, é privilegiado o contacto entre as células
em cultura para potenciar a disseminacdo da infecdo, ainda que a replicacdo viral seja
elevada para ambas as condi¢des de cultura. As diferencas ao nivel da replicacdo viral
para ambas as estirpes ndo é concordante face ao esperado uma vez que a estirpe HIV-
2ucrFL2074 tem tropismo para ambos 0s coreceptores enquanto HIV-2ucrL2072 tem apenas
para CXCR4. Ou seja, seria expectavel que a replicacdo viral fosse superior para as
culturas que envolvem células da microglia, e mais evidente quando estivesse envolvida
a estirpe HIV-2ucrL2074. Contudo, poderdo estar envolvidas outras vias de entrada que néo

envolvam o uso de coreceptores.

3.1.2 Infecdo de micrdglia e astrocitos por astrocitos infetados com HIV

Utilizando as mesmas estirpes de HIV (HIV-1lucrrios2, HIV-1lucrLiozs, HIV-
2ucrL2074 € HIV-2ucrL2072) € @ semelhancga do ensaio anterior, procedeu-se a co-cultura de
células da micrdglia e astrocitos com astrdcitos pré-inoculados com as diferentes estirpes
de HIV (Figura 21).
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Figura 21: Representacdo das diferentes condi¢bes de cultura, quando as células
dadoras sdo células da microglia infetada por diferentes isolados primarios de HIV e as
células alvo sdo: a) astrécitos e b) microglia.

A inoculacdo de células neurogliais com astrécitos infetados por diferentes
isolados de HIV-1 e HIV-2, ap6s 7 dias, demonstrou que na maioria dos isolados e para
as diferentes condicGes resultou na infecdo dessas mesmas células (Tabela 7). Os casos
em que ndo se detetou replicacdo viral produtiva foram: células dadoras (astrécitos)
infetadas com HIV-lucrLi034 em ambas as condicBes, mixed culture e transwell co-
culture, co-cultivadas com microglia e astrocitos; células dadoras infetadas com HIV-

2ucrL2072 Na condicdo mixed culture, co-cultivadas com microglia e astrocitos.

Tabela 7: Resultados da infecdo trans de microglia e astrocitos por astrécitos infetados com
diferentes estirpes de HIV.

Infecéo trans
Células dadoras | Célulasalvo | Mixed culture | Transwell co-culture

Microglia +
HIV-1ucrLios2 Astrocitos + *
v Microglia - '
~LUCFL1034 Astrdcitos Astrdcitos + *
Microglia + *
HIV-2ucrL2074 Astrocitos + *
Microglia - Bl
HIV-2ucrLz072 AStrcitos i

+ : infecdo produtiva; - : auséncia de infe¢do
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Nas figuras seguintes (Figuras 22, 23, 24 e 25), podemos observar a evolugéo da
infecdo trans de micrdglia e astrdcitos por astrocitos infetados pelas diferentes estirpes.

Astrocitos-Microglia (HIV-L1urciiosz) Astrdcitos-Astrocitos (HIV-1urciins:)
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Figura 22: Evolugéo da infecdo de microglia e astrocitos por astrocitos infetados por HIV-1ucriioz2,
nas condic¢des de mixed culture e transwell co-culture, ao longo de sete dias.

Observou-se, no caso da estirpe de HIV-1ucrLios2, que a replicacdo viral para as
células alvo micrdglia e astrocitos parece ser idéntica para a condicdo mixed culture
(proxima de 1,5 ng/mL, ao sétimo dia). Na condicgdo de transwell co-culture a replicacéo
é semelhante, contudo € igual ou inferior ao controlo positivo, pelo que ndo podemos
afirmar que houve infecéo das células receptoras. Desta forma, note-se que para a estirpe
HIV-1ucrLio32 a infe¢do ocorrerd maioritariamente através do contacto entre as células
sejam elas microglia ou astrocitos, expostos a astrocitos infetados. Comparativamente ao
que se observou quando as células dadoras eram células da micréglia, partindo de
astrocitos infetados verifica-se uma replicacdo viral inferior, porém idéntica para ambas
as células alvo. No caso, concreto de astrdcitos enquanto células alvo é muito interessante
verificar-se que a infecdo resulta do contacto entre células idénticas e, que mesmo
possuindo uma menor expressao de coreceptores 0 comportamento € idéntico ao que

acontece em microglia.
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Figura 23: Evolucdo da infecdo de micrdglia e astrocitos por astrocitos infetados por HIV-
lucrLios4, Nas condigdes de mixed culture e transwell co-culture, ao longo de sete dias.

Relativamente aos resultados obtidos com a estirpe UCFL1034, verificou-se que
apenas houve replicacao viral na condi¢cdo em que ambas as células, dadoras e alvo, eram
astrocitos. Sendo de 0,5 ng/mL para transwell co-culture e 1,0 ng/mL para mixed culture
(p=0,696). Desta forma, poderia coloca-se a hipdtese de nédo ter ocorrido infecdo e dai a
auséncia de resultados ou, por outro lado e com maior concordancia face aos resultados
visiveis no grafico da Figura 23b supBe-se que 0 virus possa estar presente nas células
dadoras (astrocitos) na sua forma latente. Estando o virus na sua forma latente ndo ha
replicacdo, porém quando em cultura com células idénticas (astrécitos) e ao fim de alguns
dias, o virus terd induzido a formacdo de particulas virais infecciosas capazes de invadir
outras células, sendo a infecdo favorecida pelo contacto entre elas. Em concordancia com
os resultados obtidos, estudos realizados por Xiaoyu Luo e colaboradores permitiram
demonstrar que apenas o contacto célula-a-célula resulta no estabelecimento bem-
sucedido da infecdo por HIV em astrécitos. Mais surpreendentemente, demonstraram que
a infecdo de astrdcitos por HIV leva a um nivel tdo baixo de replicacdo persistente nos
astrocitos que apenas o contacto celular é capaz de recuperar 0s virus infeciosos da
progenitura. Pois, apesar de ndo permitir a infe¢do de linfocitos T CD4+ os virus podem
ser transmitidos continuamente aos linfocitos T CD4+ através do contacto celular. Estas
descobertas sugerem que a replicacdo de HIV em astrdcitos é competente, embora a um

nivel extremamente baixo (148).
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Figura 24: Evolucdo da infecdo de microglia e astrocitos por astrécitos infetados por HIV-
2ucrL2074, Nas condigdes de mixed culture e transwell co-culture, ao longo de sete dias.

A infecdo promovida por astrocitos inoculados com HIV-2ucrL2074 em co-cultura
com microglia apresentam valores de RT, ao sétimo dia, de aproximadamente 3,0 ng/mL
e 3,5 ng/mL (p=0,707) para transwell co-culture e mixed culture, respetivamente. Os
resultados obtidos quando as células alvo séo astrdcitos, ao sétimo dia, apresentam
valores préximos aos da cultura com micréglia: de 2,0 ng/mL e aproximadamente 3,5
ng/mL (p=0,679) para transwell co-culture e mixed culture, respetivamente. A replicacéo
viral é idéntica e elevada para microglia e astrdcitos (células alvo), sendo a infecdo

potenciada pelo contacto entre células.

No seguimento e, em concordancia com o raciocinio apresentado para HIV-
lucrui1o3s, 0 astrécitos tendem a apresentar-se como potenciais reservatorios virais, sendo
desencadeada a ativacdo do virus mais tardiamente ou pela presenca de células nao
infetadas, como demonstram os resultados das culturas nas diferentes condi¢Ges quando

a estirpe envolvida é HIV-2ycrL207a.
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Figura 25: Evolucdo da infecdo de micrdglia e astrocitos por astrocitos infetados por HIV-
2ucrL2072, Nas condigdes de mixed culture e transwell co-culture, ao longo de sete dias.

Na infecdo mediada por astrocitos infetados com HIV-2ycri2072 ndo houve
replicacéo viral na condigdo mixed culture e, no caso de transwell co-culture a replicagéo
é inferior a do controlo positivo que como anteriormente referido corresponde a astrocitos
infetados com a estirpe HIVV-2ucrL2072. Considerando os resultados apresentados pode-se
colocar como hipdtese que se 0 ensaio continuasse haveria elevada probabilidade de se
detetar uma taxa de replicacdo superior. Isto, porque parece que a estirpe em causa possa

ser menos infeciosa comparativamente as restantes.

Analisando tanto os ensaios de infecciosidade de microglia e astrdcitos por
micréglia como por astrocitos, infetados pelas diferentes estirpes, os resultados
demonstram na sua maioria que a disseminacao da infecdo é favorecida pelo contacto

entre células (mixed culture), tal como podemos ver na tabela 8.

Tabela 8: Resumo dos resultados obtidos para os ensaios de infecciosidade de microglia e
astrocitos por micréglia ou astrocitos infetados com diferentes estirpes de HIV, assinalando-se a
cinzento a condigdo da cultura que apresentou valores de RT (ng/mL) superiores.

Microglia — Microglia — Astrocitos — Astrocitos —

Microglia Astrocitos Microglia Astraécitos
MC T™W MC T™W MC T™W MC TW

HIV-1lucrrios2 | 6,0 1,0 1,0 3,0 1,5 0,5 1,5 -
HIV-lucrriosa| 1,0 2,5 2,0 0,5 - - 1,0 0,5
HIV-2ucri2oa| 3,5 4,0 0,5 -- 3,5 3,0 3,5 2,0
HIV-2ucri2o2| 6,0 3,0 6,0 4.0 - 0,5 - 0,5

MC: mixed culture; TW: transwell co-culture; --: auséncia de infecéo
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Na mesma tabela podemos observar que independentemente da estirpe utilizada a
infecdo ocorrerd essencialmente entre células idénticas quando em contacto, ou seja na
condicdo de mixed culture (MC) para micrédglia-microglia e astrocitos-astrocitos. Além
disso, observa-se maior replicacdo viral quando as células envolvidas sdo células da
microglia, nomeadamente para as estirpes HIV-1ucrrLios2 € HIV-2uceLz072. ASSIM, mais uma
vez 0s astrdcitos apresentam-se como possiveis reservatérios virais, ou seja, retém

maioritariamente o virus na sua forma latente (148).

3.1.3 Ensaios de infecciosidade com secretomas produzidos por células T

CD4+, M@, microglia e astrocitos

A cultura de microglia e astrocitos mantida durante sete dias apds o contacto direto
com os secretomas anteriormente produzidos por células T CD4+, M@, microglia e
astrocitos, na presenca ou auséncia de inibidores de entrada Maraviroc e AMD3100
(inibidores de CCR5 e CXCRA4, respetivamente), pretendeu elucidar de que forma decorre
o percurso da infecdo no SNC. O principio do ensaio encontra-se representado

esquematicamente na Figura 26.

Inibidores de entrada

(Maraviroc e AMD3100)

\

Secretoma

Figura 26: Representacdo esquematica do principio do ensaio de infecciosidade de células
neurogliais com diferentes secretomas, na presenca ou auséncia de inibidores de entrada
(Maraviroc e AMD3100).
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Deste ensaio obtiveram-se resultados muito interessantes, visto que se observou a
existéncia de replicagdo viral apesar da presenca de inibidores. Isto é, uma vez que estdo
bloqueadas as vias de entrada normais a infecdo ndo estard entdo a ser mediada por
particulas virais, ou mesmo que seja haverd um contributo de outros componentes
presentes no secretoma. N&o acontece de forma padronizada para todas as estirpes
envolvidas, contudo acontece para diferentes secretomas produzidos em diferentes
células infetadas com diferentes isolados primarios de HIV, conforme podemos observar

na Tabela 9.

Tabela 9: Resultados do ensaio de infecciosidade de células neurogliais (microglia e astrocitos)
com diferentes secretomas produzidos em T CD4+, MO, Microglia e astrdcitos, infetados por
diferentes isolados primarios de HIV-1 e HIV-2.

Microglia Astrocitos
Sem Com Sem Com
inibidores inibidores | inibidores | inibidores

2 HIV-1ucrLio32 + + - -
< +
g S HIV-1ucriLi034 - + - -
= O
% — | HIV-2ucrLoo7 + + + +
@ HIV-2yucrL2072 - - - -
2 HIV-1ucrLio032 T i - i
©
€ g | HIV-lucrLios - i - -
S
=
g HIV-2ucrL2074 + - + +
[<B)
@ HIV-2ucrL2072 - - + -
® HIV-1ucrLio32 T i - -
T ©
© =
£ 2 | HIV-lucriios - + - -
oS o
+—
2 = | HIV-2ucrioom + - + +
S =
@ HIV-2ucrL2072 + - + -
° HIV-1ucrLio032 - i - -
T wn
@ S | HIV-1lucrLion T i - -
e
© 5 | HIV-2ucrioo7s 1 - A -
F
) HIV-2ycri2072 - - - -

+ : infecdo produtiva; - : auséncia de infecdo

65



Resultados e discussao

A totalidade dos sobrenadantes de culturas foram quantificados de acordo com a
atividade da enzima RT e os resultados obtidos para cada uma das diferentes estirpes de
HIV encontram-se nas Figuras 27 a 30.

Células da micréglia inoculadas com diferentes secretomas
(HIV-1 ucrFLio032)
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Figura 27: Atividade enzimética dos sobrenadantes de cultura obtidos a partir do ensaio de
infecciosidade com diferentes secretomas, resultado da infe¢do de células T CD4, M@, microglia
e astrdcitos com HIV-1ycriioz2, em células da microglia (a) e astrécitos (b). A linha preta
horizontal delimita o valor associado ao controlo negativo, permitindo eliminar o ruido de fundo.

Relativamente aos resultados obtidos para o ensaio de infecciosidade em células
da micréglia e astrocitos com os secretomas produzidos por células T CD4+, M@,
microglia e astrocitos inoculadas anteriormente com HIV-lycrLios2 Observaram-se
valores superiores para células da micrdglia (valor maximo proximo de 1,0 ng/mL,
correspondente ao secretoma de T CD4+ na auséncia de inibidores) comparativamente
aos sobrenadantes de cultura produzidos por astrocitos (valor maximo aproximado de 0,5

ng/mL, correspondente ao secretoma de M@ na presenca de inibidores). Estes resultados
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demonstram que em células da microglia a replicacdo viral é semelhante quando em
contacto com os diferentes secretomas, ainda que em algumas das situacbes seja
ligeiramente superior na presenca de inibidores. Pelo que a infecdo estara a ser mediada
por particulas virais e ndo s6. Contudo, € necessario observar o que acontece para as

diferentes células do SNC quando inoculadas com cada um dos secretomas (Figura 28).

Secretoma de T CD4+ (HIV-1 ucrLios2) Secretoma de M@ (HIV-1 ucri1032)
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micréglia astrécitos micréglia astrécitos
Secretoma de Micraglia (HIV-1 ucri0s2) Secretomade Astrocitos (HIV-1 ucrios2)
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Figura 28: Atividade enzimatica da RT (ng/mL) nos sobrenadantes de cultura resultantes da
cultura de microglia e astrocitos, na presenga ou auséncia de inibidores, com os secretomas
obtidos da infecéo de diferentes substratos celulares com HIV-1ucriioz2: @) secretoma de T CD4+;
b) secretoma de M@; c) secretoma de Micrdglia; d) secretoma de Astrocitos.

Observando os graficos da Figura 28, é-nos possivel constatar que para culturas
com células da microglia a replicacéo viral € superior na presenca de inibidores, exceto
para o secretoma obtido de macrofagos infetados, no qual ndo se verifica uma grande
diferenga na presenga ou auséncia de inibidores com este secretoma. Isto sugere que
maioritariamente a infecdo poderd ser mediada por outros componentes presentes no
secretoma que n&o as particulas virais. Outra hipdtese podera estar relacionada com o uso
de outros coreceptores que ndo foram bloqueados pela acdo dos inibidores de entrada

utilizados. Para culturas com astrocitos a replicacdo viral no controlo negativo é sempre
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superior as condicGes em que as células foram expostas aos secretomas obtidos em células
T CDA4+, astrocitos e microglia, o que nos leva a pressupor que ndo houve infegdo nestas
condicdes e que 0 que esta a ser detetado € uma interferéncia inerente ao Kit utilizado.
Contudo, nas situacfes em que se observam replicacdo viral na presenca de inibidores

tera ocorrido infe¢do produtiva, porém muito reduzida.

Cada isolado primario tem as suas caracteristicas e dai a importancia de repetir o
ensaio com mais do que uma estirpe, assim na Figura 29 observamos os resultados para
a estirpe de HIVV-2ucrL1034 para cada linha celular e, na Figura 30 o ensaio de acordo com

cada um dos secretomas utilizados.

Células da micréglia inoculadas com diferentes
secretomas (HIV-1 ucrL1034)

W Secretoma de T CD4 sem inibidores

m Secretoma de T CD4 com inibidores

25 -
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Ez‘ 1,5 Secretoma de microglia sem inibidores
S
e g Secretoma de micrdglia com inibidores
05 W Secretoma de astrddtos sem inibidores
:

Secretoma des astrdcitos com inibidores

Micrdglia m Controlo negativo de microglia

Astrocitos inoculados com diferentes secretomas
(HIV-1 ucrL1034)
3 W Secretoma de T CD4 sem inibidores
2,5 W Secretoma de T CD4 com inibidores
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05 W Secretoma de astrédtos sem inibidores
0 — . Secretoma de astrécdtos com inibidores

Astrocitos Controlo negativo de astrécitos

Figura 29: Atividade enzimética dos sobrenadantes de cultura obtidos a partir do ensaio de
infecciosidade com diferentes secretomas, resultado da infe¢do de células T CD4, M@, microglia
e astrocitos com HIV-1lucriioss, em células da micrdglia (a) e astrocitos (b). A linha preta
horizontal delimita o valor associado ao controlo negativo, permitindo eliminar o ruido de fundo
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Observando os gréficos da Figura 29, é-nos possivel constatar que a replicacdo
viral é semelhante nas culturas de microglia e astrdcitos (proximos de 0,5 ng/mL),
contudo para microglia destaca-se replicacdo viral associada ao secretoma de astrocitos
sem inibidores (> 2,5 ng/mL). Contudo no grafico 29b observa-se que o controlo negativo

de astrdcitos é superior em todas as condicGes, ndo permitindo obter qualquer informacao.
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Figura 30: Atividade enzimatica da RT (ng/mL) nos sobrenadantes de cultura resultantes da cultura
de micrdglia e astrdcitos, na presenca ou auséncia de inibidores, com os secretomas obtidos da infegdo
de diferentes substratos celulares com HIV-1ucrLio34: @) secretoma de T CD4+; b) secretoma de M@;
c) secretoma de Micrdglia; d) secretoma de Astrdcitos.

Observando os graficos individuais para cada secretoma e de acordo com o
controlo negativo destaca-se apenas a existéncia de replicacdo viral para sobrenadantes
produzidos por células da micrdglia. No que diz respeito a estes sobrenadantes a
replicacéo viral € maioritariamente superior na presenca de inibidores, comparativamente
ao que acontece na auséncia de inibidores, ainda que os valores associados a replicagdo
viral sejam inferiores a 0,5 ng/mL. Existe uma excecdo que corresponde a cultura de
células da microglia expostas ao secretoma produzido por astrocitos, cuja replicacéo viral

€ superior na auséncia de inibidores (aproximadamente 2,5 ng/mL), o0 que nos leva a
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pensar que a infecdo estard a ser mediada apenas por particulas virais infeciosas porque
ao adicionarmos inibidor existe uma taxa de inibicdo muito elevada. O sobrenadante de
cultura obtido desta infecdo em contacto com células da microglia potenciou
consideravelmente a replicacdo viral.

Em relacdo aos resultados obtidos para HIV-2, foi possivel observar uma maior
replicacdo viral em culturas que envolvam astrécitos, ao invés do que se observa para as

estirpes de HIV-1, o que se pode observar na Figura 31 e 32 para ambas as estirpes de
HIV-2 testadas.

Células da microglia inoculadas com diferentes secretomas
(HIV-2 ucrL2074)
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m Secretoma de T CD4 sem inibidores
50 Secretoma de T CD4 com inibidores
Secretoma de MO sem inibidores
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Micréglia Controlo negative de microglia

Astracitos inoculados com diferentes secretomas
(HIV-2 ucrL2074)
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Figura 31: Atividade enzimatica dos sobrenadantes de cultura obtidos a partir do ensaio de
infecciosidade com diferentes secretomas, resultado da infecdo de células T CD4, M@, microglia e
astrocitos com HIV-2ycri2074, em células da micrdglia (a) e astrocitos (b). A linha preta horizontal
delimita o valor associado ao controlo negativo, permitindo eliminar o ruido de fundo.
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Células da micréglia inoculadas com diferentes
secretomas (HIV-2 ucFL2072)
W Secretoma de T CD4 sem inibidores
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Figura 32: Atividade enzimtica dos sobrenadantes de cultura obtidos a partir do ensaio de
infecciosidade com diferentes secretomas, resultado da infecéo de células T CD4, M@, micréglia e
astrocitos com HIV-2ucri2072, em células da microglia (a) e astrocitos (b). A linha preta horizontal
delimita o valor associado ao controlo negativo, permitindo eliminar o ruido de fundo

Analisando as Figuras 31 e 32 podemos observar comportamentos completamente
diferentes para as culturas que envolvem diferentes estirpes de HIV-2. A replicacéo viral
em células da microglia inoculadas com diferentes secretomas (HIV-2ucriL2074) varia entre
0 e aproximadamente 1,5 ng/mL (valor correspondente a cultura de micrdglia com o
secretoma microglia, na auséncia de inibidores). Os sobrenadantes de cultura de astrdcitos
tém valores superiores aos das culturas com microglia, variando entre 0 e 2,0 ng/mL
(correspondente a cultura de astrocitos com o secretoma de T CD4+ sem inibidores).
Quando a estirpe envolvida € UCFL2074 e as celulas alvo sdo micrdglia, os resultados
sugerem que a infecdo ocorra por particulas virais e outros componentes presentes no
secretoma, dado que na presenca de inibidores a replicacéo viral é superior. Paraa mesma

estirpe, mas tendo como células alvo astrdcitos a maioria das células dadoras parece
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conseguir infetar astrécitos, ainda que na presenca de inibidores se observe um
decréscimo acentuado na replicagdo viral, sugerindo que a infe¢do ocorra por particulas

virais.

No que diz respeito aos resultados associados a estirpe de HIV-2ucrL2072 apenas
ha replicacdo viral quando envolvidos os secretomas produzidos em macrofagos e
microglia, para ambos as células ainda que estes sejam superiores nas culturas com
astrocitos (aproximadamente 0,5 e 0,7 ng/mL, respetivamente). Além disso a atividade
detetada ocorre ao nivel de células expostas aos secretomas na auséncia de inibidores,

colocando como possivel hipotese Unica da infecdo a existéncia de particulas virais.

Podemos observar os resultados para as culturas de micréglia e astrécitos com os

secretomas produzidos pelas diferentes populacdes celulares nas figuras seguintes.
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Figura 33: Atividade enzimatica da RT (ng/mL) nos sobrenadantes de cultura resultantes da
cultura de micrdglia e astrocitos, na presenca ou auséncia de inibidores, com 0s secretomas
obtidos da infec&o de diferentes substratos celulares com HIV-2ycrL2074: @) secretoma de T CD4+;
b) secretoma de M@; c) secretoma de Micréglia; d) secretoma de Astrdcitos.
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A Figura 33 permite observar que para ambas as células em cultura inoculadas
com os diferentes secretomas a infecdo é essencialmente mediada por particulas virais,
exceto quando os astrocitos sdo expostos ao secretoma de micréglia. Neste ultimo caso,
a replicacdo viral € superior na presenca de inibidores sugerindo que a infecdo sera
mediada por outros componentes do secretoma que nao as particulas virais. Este tipo de
contribuicdo tambeém € demonstrado em células expostas ao secretoma de T CD4+ e
astrocitos expostos ao secretoma de macrofagos, ainda que nao sejam o(s) principal(ais)
mediador(es) da infecdo. De um modo geral, os resultados associados a estirpe de HIV-
2ucrL2074 demonstram que o pré-tratamento com inibidores diminui a producdo viral,
guando em comparacgdo com a condigdo em que ndo foram adicionados inibidores, com
excecdo do que ocorre em astrocitos expostos ao secretoma produzido por micréglia.

Logo, o Unico sobrenadante gque seria interessante estudar ao nivel do seu conteldo seria

s oaas
este ultimo.
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Figura 34: Atividade enzimatica da RT (ng/mL) nos sobrenadantes de cultura resultantes da cultura
de micrdglia e astrdcitos, na presenca ou auséncia de inibidores, com os secretomas obtidos da infecdo
de diferentes substratos celulares com HIV-2ycri2072: @) secretoma de T CD4+; b) secretoma de M@;
c) secretoma de Microglia; d) secretoma de Astrdcitos.
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De acordo com os resultados obtidos verifica-se que para o0 ensaio em que se
utilizou secretomas obtidos de populagbes celulares inoculadas com HIV-2ycrLoo72,
apenas houve replicacdo viral na cultura de astrocitos que estiveram em contacto com o
secretoma obtido em macrofagos e sem inibidores (aproximadamente 0,7 ng/mL); e, para
ambos os substratos celulares em contacto com o secretoma obtido em microglia e, na
auséncia de inibidores (0,4 ng/mL para micrdglia e 0,5 ng/mL para astrdcitos). Os
resultados evidenciam que nas situacGes em que ocorreu infecdo esta foi provavelmente

mediada pela acao de particulas virais.

De forma geral, os dados obtidos para os ensaios de infecciosidade com
secretomas produzidos por T CD4+, M@, microglia e astrocitos, demonstram situaces
em que a replicacdo viral é superior na presenca de inibidores tal como outras em que
predomina na auséncia de inibidores. A primeira opcéao verifica-se maioritariamente em
estirpes de HIV-1 e, mais evidente quando os secretomas sdo inoculados em células da
microglia. Na segunda opc¢éo e, portanto, na auséncia de inibidores a replicacao viral é
mais evidente nos resultados obtidos para as estirpes de HIV-2 e, verifica-se tanto em
células da micrdglia como astrocitos. Estes resultados demonstram que a infecdo sera
mediada por particulas virais mas de igual forma ou por vezes até mais evidente estardo
associadas outras possiveis vias ou componentes do secretoma que precisam de ser
explorados para melhor compreendermos de que forma se estabelece a infecdo. Por
exemplo, para estirpes de HIV-1 a causa da infecdo terd de ser explorada ao nivel dos
componentes no secretoma uma vez que a replicacdo viral é superior na presenca de
inibidores, sendo que quando utilizado o secretoma de macrofagos nos dois tipos de
celulas e o secretoma de microglia com células da micrdglia a replicacdo viral é
semelhante na presenca ou auséncia dos inibidores de entrada e de fuséo, sugerindo que
a infecdo é mediada por particulas virais e ndo so0. Interessante verificar que que ocorre
situacdo inversa para HIV-2, mais concretamente com a estirpe HIV-2ucrL2072, em que 0
secretoma produzido em células T CD4+ e em células da microglia inoculado com
astrocitos demonstra maior replicacédo viral na auséncia de inibidores ainda que se detete

atividade préxima na cultura com inibidores.

Apesar da informacdo obtida nos resultados é importante ter em conta que as
estirpes provém de isolados primarios que ndo se comportam de igual forma, tal como 0s

secretomas foram obtidos atraves da infecdo de diferentes células. As variacGes entre
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resultados realcam isso mesmo e reforcam que a comunicacao entre as diferentes células
ndo ocorre da mesma forma. Exemplo disto, é o facto de para diferentes condicbes (por
exemplo os resultados obtidos para astrocitos inoculados com secretoma de T CD4+
(HIV-1ucrLios2) ou quando inoculados com o secretoma de astrécitos (HIV-2ucrizor2)) VArias
vezes ndo ocorreu replicacdo viral significativa em astrocitos. Estas células tém a
capacidade de atuar como reservatorios virais e 0 mesmo estd evidenciado para

macrofagos.

75



Considerac0es finais

Consideracdes finais

Atualmente a epidemia HIV/SIDA permanece ainda um problema de salde
publica pois, apesar dos progressos cientificos e tecnoldgicos ainda ndo existe uma cura,
ainda que seja possivel que os individuos infetados vivam mais tempo desde que sob
terapéutica antiretroviral (63). A terapéutica permite impedir a replicacéo viral levando a
diminuicdo da carga viral no sangue dos individuos, contudo o aumento da esperanca
média de vida faz com que estes individuos venham a apresentar cada vez mais
comorbilidades associadas a infecdo como € o caso das doencas neurodegenerativas,
nomeadamente a deméncia (77). Uma das causas da limitacdo da terapéutica deve-se a
incapacidade dos antiretrovirais conseguirem ultrapassar a BHE, em que se estes nédo
conseguirem atingir o alvo terapéutico ndo sera suprimida a replicacdo viral e, por
consequéncia, os sintomas e complicacbes neuroldgicas persistirdo nos individuos
infetados. Ao longo do tempo e com a evolucdo da infecdo para fases mais avancadas
existe um maior comprometimento da BHE favorecendo a penetracéo da terapéutica mas
igualmente de particulas virais presentes no sangue periférico, por consequéncia do
aumento da permeabilidade da membrana associada aos efeitos da neuroinvasao
(87,97,104).

No intuito de compreender de que modo o virus atravessa a BHE e, posteriormente
se dissemina no SNC, desenvolveram-se 0s ensaios ja descritos e dos quais se obtiveram
resultados interessantes, nomeadamente de que forma € privilegiada a disseminacdo do
HIV, mais concretamente entre células da microglia e astrocitos. E importante salientar
que células da micréglia e astrécitos expressam predominantemente os receptores de
quimiocinas CCR3, CCR5 e CXCR4 (149). Estes coreceptores em conjunto com CD4,
permitem a entrada do virus na célula, mas estudos mais recentes tém vindo a demonstrar
que o virus se adaptou as células da microglia e astrocitos que apresentam menor
expressao ou auséncia do recetor CD4 (150). Estudos in vitro tem vindo a demonstrar a
existéncia de diversos coreceptores para HIV, ainda que ndo se consiga demonstrar o seu
uso in vivo (144-147). Porém, outros estudos tém vindo a demonstrar a entrada de HIV
nas células por via alternativa aos receptores, nomeadamente a entrada independente do
recetor celular CD4 (35,37,79).
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Os resultados para os ensaios de infecciosidade de micrdglia e astrocitos por
microglia ou astrocitos infetados pelas diferentes estirpes demonstram que a
neurodisseminacdo é favorecida pelo contacto entre células, independentemente das
estirpes. Os resultados obtidos demonstram também que a separacao de células dadoras
e células alvo por membrana (sistema transwell) ndo é impeditiva da infecdo, havendo
situacBes em que a infecdo é favorecida nesta condicdo (por exemplo o que acontece para
0 secretoma produzido por astrocitos inoculados com microglia infetada pela estirpe
HIV-1ucrLios2 — 1,0ng/mL quando ha contacto entre as células e 3,0ng/mL quando
separadas por membrana) e sugerindo que a comunicacdo entre células envolve fatores
sollveis como as citocinas libertadas pelas células infetadas. Estes resultados sdo de facto
muito curiosos, visto que na literatura esta descrito que a disseminacdo viral ocorre
essencialmente através de fatores solUveis ndo implicando um contacto fisico entre as
células. Ainda assim, ndo existe muita informacdo de como ocorre ao nivel da interagcdo
de células da microglia e astrocitos, dai a importancia deste estudo. Podemos sim
encontrar alguns estudos que descrevem a interacdo entre neurdénios e células da
micrdglia através do contacto entre elas (152) e ao nivel dos astrocitos que o contacto
entre células contribui para a transferéncia e persisténcia de particulas virais nestas

mesmas células (148).

De acordo com os resultados observados ao nivel da replicacdo viral a infecdo ocorrera
essencialmente de células da micrdglia para microglia e, em alguns casos de microglia
para astrocitos. Note-se que astrocitos ndo expressam CD4 impedindo que ocorra a
interacdo com coreceptores CCR5 (expressos em baixa quantidade ou inexistentes (153).
O coreceptor CCR5 é preferencial para a estipe HIV-1ucrLi034 € possivel de ser utilizado
por HIV-2ucriL2074 0 que de acordo com os resultados a sua auséncia ndo impede que
sejam infetados por estas estirpes. Apesar disso, quando comparados com a estirpe do
mesmo tipo de HIV os valores sdo inferiores quando as células dadoras sdo microglia.
Quando as células dadoras séo astrocitos mantém-se o mesmo padréo para HIV-1ucrL1o0zs,
mas para HIV-2 a estirpe UCFL2074 tem uma replicacdo viral € superior a estirpe
UCFL2072. No caso de HIV-2, esta diferenca podera ser explicada pelo uso de diferentes
coreceptores uma vez que para HIV-2ucriao74 esta descrito o uso de sete receptores
transmembranares que permitem a entrada de HIV nas células independentemente de

CD4 (154). Sendo os astrocitos células mais abundantes no SNC, comparativamente a
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microglia os resultados sugerem entdo que estes podem atuar como importantes
reservatorios virais e possiveis disseminadores da infecdo para outras células do SNC. O
uso de células como reservatorios pelo HIV ndo é uma novidade e encontram-se
evidéncias claras que demonstram o papel de mondcitos e macrofagos como reservatorios
de HIV (70,81,84,95). Com o crescente interesse em esclarecer a invasdo e disseminagao
do SNC pelo HIV ja existem estudos que, evidenciam microglia, e astrocitos como
possiveis reservatorios, em que no caso de microglia depende da presenca de uma
proteina proapoptotica. Castellano e colaboradores demonstram que macrofagos e células
da microglia sobrevivem a infecdo aguda do HIV, e que apesar da replicacdo do virus ser
silenciada pode ser reativada nestas células. Uma caracteristica Unica da sobrevivéncia
dos macrdfagos infetados latentemente é a significativa regulacdo e recrutamento da
proteina Bim nas mitocdndrias. A proteina Bim estd envolvida no metabolismo dos
reservatorios virais, pelo que permite a sobrevivéncia destas células infetadas (69). No
caso de astrdcitos estdo descritas varias caracteristicas que 0s tornam nos principais
reservatorios de HIV no SNC. Tal como referido anteriormente, Xiaoyu Luo e
colaboradores demonstraram que a infecdo por HV persiste em astrocitos na sua forma
latente e, apesar de ndo permitir a infecdo de outras células os virus podem ser
transmitidos continuamente aos linfocitos T CD4+ na sua forma imatura, através do
contacto celular (148).

Perante estes resultados sabemos agora um pouco mais como as células do SNC
interagem para propagar a infecdo, havendo ainda muito para clarificar, mas através dos
resultados dos ensaios de infecciosidade com os diferentes secretomas produzidos
podemos colocar também algumas hipdteses de como ocorrera a neuroinvasao. Nos
ultimos tempos verificou-se um crescente interesse em vesiculas extracelulares,
nomeadamente  exossomas, como Vveiculo de propagacdo da infecdo
(94,126,135,138,155). Como referido anteriormente as semelhangas entre as particulas
virais de HIV e os exossomas dificultam o isolamento destes Gltimos e a restricdo a
analise destes exclui todos 0s outros componentes presentes no secretoma e que também
podem estar envolvidos no processo de neurodisseminacdo. Por este motivo, recorremos
a adicdo de inibidores dos dois principais coreceptores do HIV. Os resultados obtidos
demonstram que muitas vezes existe replicacdo viral tanto na presenca como auséncia de

inibidores de entrada, sugerindo que a infe¢do podera estar a ser mediada por particulas
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virais, mas provavelmente também por componentes dos secretomas produzidos pelas

diferentes populagdes celulares.

O facto de estarmos a realizar ensaios recorrendo a estirpes primarias levou-nos a
observar que estas se comportam de forma diferente independentemente do tipo de HIV.
Verificou-se maior atividade em estirpes de HIV-1 na presenca de inibidores pelo que a
infecdo terd que ocorrer maioritariamente por alternativa a infecao por particulas virais.
De outra forma, teriamos que pér em causa a acao dos inibidores ou o préprio método de
quantificacéo, o que ndo ¢ suportado pelos resultados obtidos. Na auséncia de inibidores
a replicacao viral é superior nas estirpes de HIV-2 e verifica-se tanto em células da
microglia como astrdcitos, pelo que a infecdo seré essencialmente mediada por particulas
virais. O que é um facto é que ndo podemos com seguranca propor de que forma
preferencial a disseminagdo ocorre visto que em muitas situacdes tivemos uma replicacéo

viral semelhante para ambas as condices.

As células infetadas ndo se comportam da mesma forma para todas as estirpes,
pois umas sdo mais permissivas que outras o que se traduz na presenga e abundancia
relativa de receptores celulares. Isto é claramente evidenciado pela discrepancia

observada ao nivel da replicacdo viral nas diferentes células alvo (micrdglia e astrécitos).

Ainda assim, sabe-se que linfocitos T CD4+ sdo altamente permissivos a infecao
e esperava-se verificar essa atividade para as diferentes estirpes 0 que ndo aconteceu.
Exemplo disto mesmo, sdo os resultados obtidos para microglia e astrocitos inoculados
com secretoma produzido em células T CD4+ infetadas com HIV-1lucrLiozs € HIV-
2ucrL2o72. Isto, ndo torna os resultados invalidos porque todos os secretomas foram
testados antes de utilizados no ensaio, mas sim reforca a complexidade da infecdo por
HIV.

Os secretomas produzidos em macréfagos e em células da microglia, infetados
pela estirpe HIV-1ucrL1032, apresentam resultados muito interessantes que oferecem uma
oportunidade de explorar futuramente quais 0s componentes desses secretomas capazes,
de promover a infecdo, e desta forma tentar esclarecer o que esta a mediar a infecao além

das particulas virais.

No que diz respeito a HIV-2 um outro resultado muito interessante e que podera

também clarificar a neurodisseminacgdo € o secretoma produzido em micréglia infetada
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com HIV-2ucrLoo74, mas apenas quando as células alvo sdo astrdcitos. Nesta condicdo a
replicacdo viral é semelhante com e na auséncia de inibidores (diferem em

aproximadamente 0,5 ng/mL) ainda que superior na presenca de inibidores.

Como referido ao longo do trabalho toda a andlise foi feita através da
quantificacdo da atividade da RT, e houve situacdes em que nédo existiu replicacdo viral.
A auséncia de replicagdo podera justificar-se pelo limite da sensibilidade do método ser
superior a quantidade de RT produzida nas culturas. Outra causa possivel pode ser
consequéncia de algum fator de inibicdo que esteja a atuar na fase do ciclo de replicacao

pos-transcricao reversa e integracao, ndo permitindo a producéo de virides.

Considerando os resultados obtidos, o préximo passo passara entdo por analisar
0s componentes dos secretomas que evidenciaram atividade de RT na presenca de
inibidores. Uma das hipoOteses é que sejam vesiculas extracelulares a mediar a
disseminacdo viral. Sera uma das hipoteses a explorar através da avaliacdo do seu
conteudo e de que forma o mesmo contribuiu para 0s processos infeciosos e inflamatorios
que o HIV promove no SNC. Os secretomas que suscitaram maior interesse como meio

de clarificar como é mediada a infe¢do no SNC para cada estirpe foram os seguintes:

e HIV-1lucrLio: secretoma de T CD4+, secretoma de micrdglia e secretoma de
astrocitos;

e HIV-lucrLi034: Secretoma de M@;

o HIV-2ucriL2074: Secretoma de microglia.

Uma vez que se identifiqguem as vesiculas extracelulares que medeiam a infecdo sera
necessario avaliar a sua contribuicdo e caracterizar o seu conteudo.

Em suma, este estudo permitiu:

e aferir a capacidade do HIV para infetar astrdcitos tal como tem vindo a ser
demonstrado nos estudos mais recentes e, que contrariam os primeiros estudos
sobre a tematica face a auséncia ou expressao residual de CCR5;

e observar que a disseminacdo do HIV nédo ocorre de igual forma em células da
microglia e astrocitos, variando tanto consoante as células alvo como para os
diferentes isolados clinicos responsaveis pela infe¢éo;

e observar que a separacao de células dadoras e células alvo por membrana (sistema

transwell) ndo é impeditiva da infecdo, havendo situacGes em que a infecdo é
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favorecida nesta condicao e outras em que é privilegiado o contacto célula-célula;
observar efeitos da infecdo mais notdérios em células da microglia e com
preferéncia para o contacto entre células idénticas;

destacar o papel de astrocitos como reservatorios virais, sendo a transmissdo do
HIV entre astrdcitos e a sua permanéncia nestes favorecida pelo contacto entre
celulas;

elucidar que a disseminacgdo ocorrerad por responsabilidade de particulas virais e
ndo soO, a excecdo do que foi demonstrado pelos diferentes secretomas (HIV-
2UCFL2072);

colocar a hipotese de que a infecdo causada por estirpes de HIV-1 dever-se-a
maioritariamente a componentes presentes no secretoma que ndo sejam particulas
virais e, quando causada por estirpes de HIVV-2 é maioritariamente originada por
particulas virais;

direcionar os proximos passos do estudo, que passardo pela analise do contetdo
dos secretomas mencionados ao nivel da expressdo de miRNAs que funcionem

como marcadores da inflamacéo.
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