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RESUMO

SOUZA, TAM. Envolvimento das miosinas na trans-infecgao do HIV-1 por
células dendriticas. 2018. 90 p. Dissertagcao (Mestrado em Imunologia) — Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2018.

A infeccdo por HIV-1 leva a uma séria imunodeficiéncia causada principalmente pela
deplecao de linfocitos T auxiliadores, a principal célula-alvo do virus. Além dos linfécitos T
CD4, o HIV-1 também pode interagir e infectar macréfagos e células dendriticas (DCs). As
DCs sao resistentes a infeccdo pelo HIV-1, mas podem internalizar virions em
compartimentos e transferi-los para linfocitos T CD4+, em um processo chamado trans-
infeccdo. Para promover sua infecgéo, o HIV-1 subverte o citoesqueleto da actina da célula
hospedeira em varias etapas de seu ciclo. Em DCs o citoesqueleto também é essencial para
internalizacdo do HIV-1 e formacédo dos compartimentos. Miosinas sdo proteinas motoras
que interagem com filamentos de actina e estdo envolvidas em diversos processos
celulares, incluindo migragédo, transporte de moléculas, endocitose e reciclagem de
componentes de lipid rafts. Apesar de existirem mais de 40 tipos de miosinas em humanos,
apenas a miosina 2a foi estudada no contexto da trans-infec¢do. Por isso, nosso objetivo
nesse trabalho foi estudar o papel das miosinas 1c e 1e na maturacao de células dendriticas
derivadas de mondcitos (MDDCs) e na internalizagédo de HIV-1 por estas células.
Confirmamos por Real Time PCR a expresséo de 10 miosinas em MDDCs de doadores
saudaveis, depois verificamos que ha regulagéo negativa da expressédo do gene da miosina
(myo1c) em MDDCs de pacientes HIV+. Analisamos a ativagao das células em resposta ao
lipopolissacarideo (LPS) por meio da expressédo de CD86 e HLA-DR em MDDCs silenciadas
para myoic e 1e. Ndo houve diferenca na expressdo dos marcadores de ativagdo em
células silenciadas para miosina 1e (myo1e) em relagao ao controle. No entanto, na maioria
dos doadores testados, o silenciamento da myo1c interferiu com o aumento de expressao
desses marcadores, indicando que a myo1c possa ter um papel na ativagéo celular por LPS.
Ademais, a localizagédo subcelular do HIV-1 em MDDCs silenciadas para myo1c e ativadas
com LPS ficou mais préxima ao fenétipo de células imaturas. Contudo, ndo houve diferenga
na quantidade HIV-1 internalizado por MDDCs silenciadas para as miosinas 1c e 1e ou
tratadas com um inibidor especifico de miosinas do tipo 1. Estes resultados sugerem que a
myo1c pode estar envolvida na ativagdo de células dendriticas e consequentemente alterar

o0 mecanismo de internalizacao do HIV-1 por MDDCs.

Palavras-chave: Miosina. Células Dendriticas. HIV-1. Trans-infecgao.



ABSTRACT

SOUZA, TAM. Involvement of myosins in HIV-1 trans-infection by dendritic
cells. 2018. 90 p. Dissertagao (Mestrado em Imunologia) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2018.

Infection by human immunodeficiency virus (HIV) leads to severe immunodeficiency
caused by depletion of T helper cells, the main targets of the virus. Besides T CD4+
cells, HIV-1 can infect and interact with other immune cells, including dendritic cells
and macrophages. Dendritic cells are resistant to HIV infection, however, they can
bind and internalize HIV in compartments and then transfer the virus to CD4+ T cells
in a process called trans-infection. To promote infection, HIV-1 subverts actin
cytoskeleton of host cell at several points of its cycle. In DCs, cytoskeleton is also
essential to HIV-1 internalization and compartment assembly. Myosins are motor
proteins that can interact with actin and take part in several cellular processes,
including migration, molecular trafficking, endocytosis and lipid raft recycling. Even
though there are about 40 myosin types, only myosin 2a has been investigated in
trans-infection. Thus, our aim was to evaluate the role of myosins 1c and 1e in
monocyte derived dendritic cell (MDDC) activation and HIV-1 internalization. We
have validated the expression of 10 myosins in MDDCs by real-time PCR, and
observed a down regulation of myosin 1c gene in HIV+ patients. We have evaluated
cell activation in response to lipopolysaccharide (LPS) through CD86 and HLA-DR
expression in myosin 1c and 1e knocked down MDDCs. There was no change in
expression of activation markers in myosin 1e knocked down MDDCs compared with
control cells. However, in most donors, myosin 1c knock down impaired the increase
of activation markers following LPS treatment, suggesting that myosin 1c may play a
role in cell activation by LPS. In addition, subcellular location of HIV-1 in MDDCs
knocked down for myosin 1c and activated with LPS, was similar to immature cell
phenotype. Nevertheless, we have not observed changes in the amount of HIV-1
internalized by myosin 1c or 1e knocked down MDDCs or in MDDCs treated with
myosin | inhibitor. These data suggest that myosin 1c may play a role in MDDC

activation and therefore alter the mechanism of HIV-1 internalization by MDDCs.

Keywords: Myosin. Dendritic cell. HIV-1. Trans-infection
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1 INTRODUGAO
11  HIV

Desde seu aparecimento no inicio dos anos 1980, o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) ja infectou mais de 85 milhdes de pessoas em todo o mundo
(UNAIDS). No Brasil, o HIV ja infectou mais de 800 mil pessoas e apresentou
incidéncia média de 40 mil casos por ano nos ultimos 5 anos. Estima-se que mais de
37 milhdes pessoas vivem com HIV/AIDS no mundo (DEEKS et al, 2015). Apesar
dos esforgos na prevencao da infeccao por HIV-1, tém-se observado um aumento na

incidéncia da infecgdo em alguns grupos no Brasil (Ministério da Saude).

O HIV é um lentivirus da familia Retroviridae que infecta e depleta linfocitos T
CD4+ humanos, levando a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). (DEEKS
et al, 2015). Dois tipos de HIV foram identificados, HIV-1 e HIV-2, sendo o HIV-1
derivado do virus da imunodeficiéncia simia de chimpanzés e gorilas, e o HIV-2
derivado do SIV de macacos Cercocebus atys (SHARP et al., 2010). Dentre os
diferentes grupos de HIV-1, cada um resultante de um evento de transmisséo de
macacos para humanos, o grupo M é o maior responsavel pela pandemia mundial
de HIV/AIDS. Ja o HIV-2 é mais prevalente a oeste do continente africano, e leva a

uma doenca de progressao mais lenta do que o HIV-1 (DEEKS et al., 2015).

A transmissao do virus ocorre pelo contato com fluidos corporais de uma pessoa
infectada. A infecgdo pode ocorrer de forma horizontal (contato entre mucosas
durante relagbes sexuais ou inoculagéo percutédnea) ou vertical (durante o parto ou
amamentagdo — BONGERTZ, 2001; HANSASUTA; ROWLAND-JONES, 2001) .

Diversas caracteristicas do HIV-1 levaram ao relativo “sucesso” da pandemia.
Apos o primeiro més, o sistema imune consegue controlar a viremia e o hospedeiro
pode permanecer sem sintomas por longos periodos de tempo. Isso aumenta a
disseminagcdo do virus na populagdo e dificulta o reconhecimento da origem da
infeccdo. A alta taxa de mutacdo do HIV-1 leva a mudangas nos antigenos do virus,
de modo que os anticorpos produzidos pelo hospedeiro e linfécitos especificos para
os antigenos do HIV se tornam ineficientes (DEEKS, 2015). E também por essa

razao que o desenvolvimento de uma vacina ainda n&o foi alcangado.
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Os tratamentos para HIV/AIDS comegaram em 1986 com a zidovudina (AZT) e,
desde a implantagcdo da terapia antirretroviral de alta eficiéncia (do inglés highly
active antiretroviral therapy, HAART), a sobrevida das pessoas que vivem com HIV
aumentou. A HAART consiste em trés ou mais drogas que podem agir na entrada,
retrotranscri¢ao, integragao ou maturagao da particula viral. Sdo capazes de diminuir
a viremia para niveis indetectaveis e consequentemente restaurar a frequéncia de
linfécitos T CD4+ no hospedeiro (BARRE-SINOUSSI; ROSS; DELFRAISSY, 2013).
Embora os tratamentos tenham melhorado significativamente a vida destas pessoas,
ainda ndo ha cura para a infeccdo ou previsao do desenvolvimento de uma vacina

efetiva contra o virus.

Além do escape pelas mutacdes, o HIV-1 também pode induzir uma infecgao
latente, isto é, em algumas células, o virus integra no genoma do hospedeiro, mas
nao é expresso, fazendo com que células infectadas fiquem invisiveis ao sistema
imune do hospedeiro e se tornem reservatorios virais (KANDATHIL; SUGAWARA;
BALAGOPAL, 2016). Como as drogas existentes atuam prevenindo novas infec¢des
mas nao eliminam células ja infectadas, a terapia antirretroviral também nao é capaz
de agir sobre o HIV latente. Os reservatérios virais s&o, portanto, o principal
obstaculo para a cura do HIV/AIDS, visto que os s&o responsaveis pela
recrudescéncia do virus apés a interrup¢gdo da HAART (HONG; MELLORS et al.,
2016).

1.1.1 Proteinas virais

O genoma do HIV-1 tem em torno de 9 kb e as proteinas codificadas por ele sao
dividas em proteinas estruturais, reguladoras e acessotrias. Entre as proteinas
estruturais estdo as proteinas do envelope, (codificadas pelo gene Env) gp120 e
gp41; as proteinas codificadas pelo gene gag, que sao traduzidas no percursor p55 -
que apos o brotamento é clivado em 4 proteinas: p17, que forma a matriz viral; p24,
que forma o capsideo; p7, que forma o nucleocapsideo; e p6, que € necessaria para
o brotamento. Por fim, ha as proteinas estruturais codificadas pelo gene pol, que
incluem as enzimas integrase, transcriptase reversa, protease e RNAse H (HOPE,
2000).
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As proteinas reguladoras incluem a tat, que promove a elongacéo inicial para
a transcricdo do HIV (SODROSKI et al., 1985), e a rev, que exporta o RNA que nao
sofreu splicing para o citoplasma (FISCHER et al., 1995).

O HIV-1 possui quatro proteinas acessorias (Vpr, Vpu, Nef e Vif), que séo
chamadas assim pois sdo parcialmente dispensaveis in vitro, uma vez que suas
funcbes estdo mais relacionadas ao escape da resposta antiviral do hospedeiro
(MALIM e EMERNAN, 2008).

1.1.2 Ciclo viral

Durante seu ciclo, o HIV-1 se utiliza de diversas maquinarias e proteinas do
hospedeiro para o sucesso da infeccéo e disseminagdo, como mostrado na figura 1.
O HIV-1 tem um ciclo complexo a nivel intracelular que se inicia com a ligagédo da
glicoproteina gp120, do envelope do virus, ao receptor CD4. Apds essa ligagdo ha
uma mudanga conformacional nas proteinas gp120 que leva a exposi¢cado da regiao
variavel 3 (V3), que se liga ao correceptor CXCR4 (C-X-C chemokine receptor type
4) ou CCR5 (C-C receptor de quimiocina tipo 5). Apds a estabilizacdo dessa ligacao,
os dominios da gp41 formam uma estrutura com seis hélices que promovem a fuséo

do envelope viral a membrana da célula-alvo (WILEN et al., 2012).
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Figura 1. Ciclo do HIV-1. O envelope dos virions de HIV-1 interage com CD4 e CCR5 ou
CXCR4 na membrana da célula e promove fusdo, de modo a liberar o capsideo no
citoplasma da célula alvo. O HIV-1 realiza a transcricdo reversa de seu RNA e é
transportado até o espaco perinuclear, onde € importado para o nucleo e seu material
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genético se integra ao genoma do hospedeiro. Comecga entédo a transcricdo do genoma viral
e tradugdo de suas proteinas, que migram até a membrana da célula do hospedeiro onde a
particula viral € montada. Apds a montagem, a particula sofre o brotamento, ficando livre da
célula do hospedeiro e passando pela maturacdo. Adaptado de Engelman; CHEREPANOV,
2013.

Os processos subsequentes a entrada do capsideo viral no citoplasma até a
integracdo do genoma viral ainda ndo estdo completamente elucidados. Sabe-se
que ha a desestabilizagcdo do capsideo viral, processo que aparentemente depende
de diversas proteinas, incluindo a integrase do HIV-1 (BRIONES et al., 2010) e a
ciclofilina A (CypA — LUBAN et al., 1993; ) do hospedeiro. O momento em que ocorre
a desestabilizacdo, entretanto, ainda n&o esta claro. Em células da imunidade inata,
a proteina CypA se associa ao capsideo viral no citoplasma e dificulta o
reconhecimento dos acidos nucléicos virais por receptores de reconhecimento de
padrées (PRRs) da célula hospedeira (ALTFELD; GALE, 2015).

Apds a desestabilizacdo do capsideo, o RNA viral é retro transcrito em cDNA
pela transcriptase reversa (RT). A RT utiliza como primer o tRNA Lys3 do
hospedeiro, que é complementar a regido 5 do RNA viral (HU; STEPHEN, 2012).
Além do tRNA, o pool intracelular de dNTP do hospedeiro também & necessario para
a transcricdo reversa. A RNAse H do HIV-1 degrada o RNA viral, e o cDNA
permanece em associagao com a matriz, nucleocapsideo, integrase e Vpr, formando
o PIC (complexo pré-integracao — JAYAPPA et al., 2012).

Os retrovirus, em geral, ndo sdo capazes de infectar células que nao estéao
em divisdo, uma vez que seu material genético ndao é importado ao nucleo. No
entanto, descobriu-se que os lentivirus possuem mecanismos que os possibilita
infectar células que nao estao dividindo (LEWIS et al., 1992). Varios modelos foram
propostos para o processo, € ainda existem muitas contradicdes nos estudos,
portanto ndo se sabe ao certo quais proteinas estariam envolvidas diretamente.
Estudos mostram que a proteina matriz viral possui um sinal de localizagdo nuclear
que permitiria seu reconhecimento pelas importinas (Imp) a e B, que poderiam
facilitar sua importagédo para o nucleo. A proteina acessoria do HIV-1, Vpr, também
pode estar associada a importacdo do complexo ao nucleo, visto que € importada
mesmo nha auséncia da matriz e de outras proteinas virais. A integrase também
parece ser necessaria para o processo. No entanto, a importacdo para o nucleo

seguiria uma via ndo candnica, dependente de imp7 e transportina 3, ou ainda, uma
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importacdo mediada diretamente pela interacdo da integrase com o0s poros
nucleares (CAMPBELL; HOPE, 2015).

Uma vez dentro do nucleo, o cDNA é integrado ao genoma pela integrase,
com o auxilio de proteinas do hospedeiro, e se inicia a transcricdo do DNA. O HIV-1
possui dois long terminal repeats (LTR), um na regido 5 e outro na regiao 3’. O LTR
na porgéo 5 age como promotor do virus e € sitio de ligagdo de diversos fatores de
transcricao, incluindo NF-kB (nuclear factor kB). No inicio, sdo gerados, em sua
maioria, pequenos transcritos e poucos transcritos completos, mas que sao
suficientes para a expressao da proteina Tat. A Tat é importada para o nucleo apés
sua traducao e interage com o sitio TAR do RNA nascente. Essa interagcdo promove
a transcrigdo completa do DNA viral por meio da elongagéo (FEINBERG et al, 1991;
CLARK et al., 2017).

Uma das estratégias propostas para a “eliminagdo” dos reservatérios virais
consiste no uso do inibidor de Tat, didehydro-Cortistatin A, que impede que o

reservatorio seja reativado apés a interrupgcao da HAART (KESSING et al., 2017).

Apods a transcrigdo, mMRNAs spliceados e RNAs gendmicos (gRNAs) nao-
spliceados séo exportados para o citoplasma (estes ultimos com auxilio da proteina
Rev), e séo utilizados para a tradugcdo das proteinas virais tanto no citoplasma
qguanto no reticulo endoplasmatico. O gRNA nao spliceado é utilizado como material

genético das novas particulas virais (HOPE, 2000).

Oligbmeros das proteinas Gag e Gag-pol iniciam a montagem da
particula viral em microdominios resistentes a detergentes da membrana plasmatica.
O principal mecanismo de ancoragem da Gag a membrana é pelo recrutamento e
interacdo da porgdo amino-terminal miristoilada da matriz da Gag com Plu5P2
(fosfatidil inositol (4,5) bifosfato) na membrana. Os trimeros de envelope e as demais
proteinas da particula viral chegam a membrana e interagem com diversas por¢des
de Gag ou Gag-Pol, assim como as duas fitas de RNA viral dimerizadas
(SUNDQUIST e KRAUSSLICH, 2012). A ordem e o mecanismo de recrutamento

desses fatores ndo foram completamente descritos.

Por fim, o motivo PTAP da proteina p6 da Gag se liga a TSG101 (tumor
susceptibility gene 101) e o motivo YPXL se liga a ALIX. TSG101 e ALIX fazem parte
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do complexo ESCRT (endosomal sorting complexes required for transport), que
culmina com o recrutamento de proteinas do complexo ESCRT-III. Estas, por sua
vez, medeiam o fechamento da membrana no processo de brotamento e liberagao
da particula viral (SUNDQUIST e KRAUSSLICH, 2012).

1.1.3 Proteinas acessorias virais e fatores de restrigdo

As células humanas expressam uma série de fatores de restricdo que podem
limitar a replicagdo do HIV (Figura 1). Por exemplo, a proteina BST-2 (bone marrow
stromal cell antigen 2) esta presente nos lipid rafts da membrana plasmatica (local
preferencial para o brotamento do HIV-1 — KUPZIG et al., 2003; DING et al) e atua
como uma ancora, impedindo a liberacao de particulas virais apés o brotamento
(VAN DAMME et al., 2008; GOFFNET et al, 2009). A proteina acessoria Vpu do HIV-
1 pode interagir diretamente com BST-2 e reduzir sua expressdao nos locais de
brotamento viral (ARIAS et al., 2012). Além disso, a Vpu também é responsavel por
diminuir a expressao de CD4 na superficie das células infectadas (WILEY et al.,
1992).

A proteina viral Vif bloqueia a incorporacdo a particula viral do fator de
restricio Apolipoprotein B MRNA Editing Enzyme Catalytic Subunit 3G
(APOBEC3G), que causa mutagcbes no genoma viral, levando a producédo de

proteinas nao funcionais e insucesso da infeccdo (SIMON et al., 2015).

Nef € a unica proteina acessoria cuja importancia péde ser verificada in vivo.
Pessoas que adquiriram uma cepa de HIV-1 deficiente de Nef ficaram anos sem
desenvolver sintomas da AIDS e uma delas apresentava carga viral indetectavel
(LEARMONT et al.,, 1999). Muitas fungdes foram atribuidas a Nef, entre elas a
regulacdo negativa de algumas proteinas de superficie (incluindo CD4 e MHC |
(Complexo principal de histocompatibilidade) — PIGUET et al., 1999), e regulacéo da
ativacdo e migracgéo de células T e macrofagos (MANGINO et al., 2011; VEROLLET
et al., 2015). Recentemente, foram descritos mais dois fatores de restricdo ao HIV-1,
SERINC3 e SERINCS, que na auséncia de Nef s&o incorporados aos virions e
impedem a infeccdo ainda nos primeiros estagios do ciclo (USAMI et al., 2015;
ROSA et al., 2015).
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Outro fator de restricdo, o SAM domain and HD domain-containing protein
(SAMHD1), é expresso principalmente em células né&o-replicativas incluindo
macrofagos derivados de mondcitos (MDMs) e DCs (LAGUETTE et al., 2011).
SAMHD1 é uma enzima citoplasmatica que possui em sua estrutura um dominio HD
com atividade de nucleasse (GOLDSTONE et al., 2011). O SAMHD1 cliva dNTPs
disponiveis na célula, que sdo necessarios para a retrotranscricdo do HIV-1
(LAHOUASSA et al., 2012) . Esse fator esta associado a baixa susceptibilidade a
infeccao por HIV-1 de células dendriticas (DCs). Outros lentivirus como o SIV e o
HIV-2 possuem uma proteina chamada Vpx ao invés da Vpu, que é capaz de
diminuir os niveis de SAMHD1 em DCs ou macréfagos, deixando-os mais
susceptiveis a infeccao (GOUJON et al., 2007).

O Tripartite motif-containing protein 5 (TRIM5a) até recentemente era
considerado um fator de restricdo do HIV apenas em células de primatas nao-
humanos, nas quais é capaz de interagir com o capsideo viral do HIV-1 e leva-lo a
degradacado pelo proteassoma (STREMLAU et al.,, 2004; SASTRI; CAMPBELL,
2011). No entanto, esse efeito ndo era observado com o TRIM5a humano.
Recentemente, o TRIM5a foi associado ao processo de degradagao do HIV-1 nos
granulos de Birbeck de células de Langerhans (RIBEIRO et al., 2016).

Em alguns tipos celulares, a proteina Interferon-induced GTP-binding protein
Mx2 (MxB) pode inibir a infecgdo do HIV-1 por mecanismos ainda desconhecidos,
mas possivelmente relacionados com o transporte do PIC ao nucleo celular (LIU et
al, 2013; MATREYEK et al., 2014).

1.2 Células Dendriticas

Linfécitos T CD4+ sao o principal alvo do HIV-1, e, portanto, a maior parte dos
estudos sdo focados no ciclo dentro dessas células. Entretanto, quaisquer células
que expressem CD4 e um dos correceptores do virus também sao passiveis de
infeccdo ou interagdo com o virus. Entre essas células estdo os macrofagos,
mondcitos e as DCs (GARTNER et al, 1986; MANN et al, 1990; WEINBERG et al,
1991; CAMERON et al 1992A; POPE et al, 1994; GRANELLI-PIPPERMO et al,

1996) que possuem particularidades na infecgao por HIV-1.
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Estudos recentes tém demonstrado uma importdncia cada vez maior das
células mieldides na infecgcdo. Ensaios com camundongos NOD/SCID repopulados
com células CD34+ humanas, também chamados camundongos humanizados,
demonstraram que células mieldides sdo capazes de sustentar a infeccao por HIV-1
na auséncia de células T e Natural Killer (NK - HONEYCUTT et al., 2017).

No contexto da infecgao por HIV-1, as DCs possuem um papel ambiguo. Elas
podem ser produtivamente infectadas pelo virus e mediar a trans-infeccdo, no
entanto, sdo as principais responsaveis pela apresentagao antigénica de epitopos do
HIV-1 para ativagdo do sistema imune contra o virus, além de produzirem intérferons
do tipo | (IFN 1), que levam a célula a um estado antiviral que previne a infecgéo
(AHMED et al, 2015).

DCs sao pegas chave na imunidade, uma vez que fazem a ponte entre a
imunidade inata e adaptativa, apresentando antigenos proteicos a linfécitos T naive
(BANCHEREAU et al, 1998). Além disso, essas células apresentam importante
resposta antiviral (BARCHET et al, 2005; KIRSCHNER et al, 2008). Apesar de
pertencentes ao sistema mononuclear fagocitico, as DCs podem ser faciimente
diferenciadas de macréfagos e mondcitos por sua alta expressao de moléculas do
MHC de classe Il, capacidade de migragao dos tecidos até os linfonodos por vasos
linfaticos aferentes, e apresentacdo antigénica aos linfocitos T (HANIFFA et al,
2013).

O estado de maturagao das DCs é um fator importante nas relagdes DC-HIV,
pois grande parte do estado antiviral que as DCs adquirem apds a maturagao
dependente de IFN se deve aos ISGs (interferon stimulated genes — SCHOGGINS;
RICE, 2011). A transcricao desses genes tem inicio/aumento apos estimulo de IFNs
do tipo | (alfa e beta) ou do tipo Ill, que podem ser advindos de via autécrina ou
paracrina. Apds a ligacao ao receptor de IFN tipo | (IFNAR) em DCs, STAT1 e
STAT2 sao fosforiladas e formam um complexo com IRF9, que entdo ativa a
transcricao dos mais de 100 ISGs (Revisado por ALTFIELD e GALE, 2015).

Dentre os genes estimulados, alguns s&o responsaveis pela detec¢ado do HIV.
O IFI16 (intérferon inducible protein 16) € uma proteina da familia PYHIN presente
no nucleo e no citosol celular, capaz de reconhecer produtos da transcricdo reversa
e ativar as vias de intérferon por meio de STING (ISHIKAWA; BARBER, 2009;
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JAKOBSEN et al., 2013) e TBK1 (TANAKA; CHEN, 2012), que ativam interferon
requlatory factor (IRF) IRF7 e IRF3. IFI16 pode ser ativado por DNA dupla-fita
(dsDNA) exogeno e enddgeno (no caso células apoptoticas) por meio dos dois
dominios HIN em sua estrutura (UNTERHOLZNER et al., 2010; JIN et al., 2012).
Além de IFI16, o cGAS também ativa STING em resposta a ligagdo a dsDNA de
alguns retrovirus e libera GMP ciclico (GMP-AMP), ambos capazes de recrutar
STING (GAO et al., 2014). Outros ISGs também incluem os fatores de restricao
SAMHD1 e MX2, descritos acima, além de uma série de proteinas cujas funcdes

nao sao ainda compreendidas.

Desde sua descoberta, varios subtipos de DCs foram descritos e varias
classificagdes foram propostas. E importante a elucidacdo das caracteristicas de
cada subtipo de DC, visto que cada um deles pode desempenhar um papel diferente
durante a infecgao por HIV-1 (SANDERS et al., 2012).

As DCs podem ser classificadas como: migratérias (presentes no sangue),
que expressam altos niveis de MHC Il e baixos niveis de CD11c; e residentes, que
sdo encontradas nos tecidos e expressam altos niveis de CD11c e baixos niveis de
MHC 1l (SATO; FUJITA, 2007). Acredita-se que as DCs migratorias sejam na
verdade percursoras das DCs presentes nos tecidos (LIU et al., 2001; BRETON et
al., 2016).

Entre as DCs teciduais encontram-se as células de Langerhans, que sao
capazes de interagir com HIV-1 e degrada-lo em seus granulos de Birbeck (WITTE
et al., 2007; RIBEIRO et al., 2016). No entanto, as células de Langerhans também
podem ser infectadas se expostas a altas concentragdes de HIV-1 (SUGAYA et al.,
2004). Outros subtipos de DCs dermais, como as células CD14+ e CD1a+ podem
transmitir o virus (AHMED et al., 2015).

Foram identificados trés subtipos de DCs migratérias: dois deles sdo DCs de
origem mieldide (mDC); o terceiro, chamado de DCs plasmocitéides (pDC), ndo tem
origem definida. mDCs possuem os marcadores de percursores mieloides CD11c,
MHC classe Il e CD4, e ndo expressam CD14 ou marcadores de linhagem linfoide
como CD3, B220 e CD56 (MERAD et al., 2013).

1.2.1 Células dendriticas mieléides (mDCs)



22

Um dos subtipos de mDC pode ser discernido do outro por sua alta expressao
de CD141 (BDCA-3) e CLEC9A e, apesar de ndo possuirem uma gama muito
grande de receptores PRRs, foi descrito que essas células sdo especializadas na
apresentagao cruzada de antigenos a linfécitos T CD8+ (JONGBLOED et al, 2010;
HANIFFA et al., 2012). O segundo subtipo de mDC pode ser distinguido do outro
pela expressdo de CD1c (BDCA-1) e, diferente das células CD141+, possui uma
gama maior de PRRs, incluindo os toll like receptors (TLR)1-10 e Dectina-1 e 2
(LUNDBERG et al, 2014).

As DCs mieléides CD141+ também s&o resistentes a fusdo viral de virus
envelopados. A resisténcia é conferida pela alta expressdo de Rab15 nos
endossomos destes subtipos, mas 0 mecanismo exato ainda estda sendo
investigado. As DCs 141+ expressam TLR7 e TLR8, que podem reconhecer o RNA
viral e induzir a producao de IFN. O papel das DCs CD141+ ainda nao foi elucidado
in vivo, no entanto, estudos sugerem que a apresentagédo cruzada promovida pelas
mesmas € necessaria para melhor indugao da resposta de linfécitos T (SILVIN et al.,
2017).

DCs CD1c+ sao mais permissivas a infeccdo por HIV-1 em comparacao as
DCs CD141+, mas ainda possuem certa resisténcia ao HIV-1 que é conferida pela
expressao de SAMHD1 (SILVIN et al., 2017).

O reconhecimento do HIV-1 também leva a ativacdo destas células e
producao de IFN do tipo | com expressao de ISGs. No entanto, o reconhecimento do
virus é feito principalmente por cGAS com pouca atuagédo dos TLRs (SILVIN et al.,
2017).

1.2.2 Células dendriticas plasmocitéides (pDCs)

Assim como as mDCS, as pDCs ativadas também podem ativar linfocitos T.
No entanto, sua principal caracteristica é a produgdo de grandes quantidades de
interferon do tipo |. pDCs ndo tem origem definida e, diferentemente dos outros
subtipos, apresentam um fator de transcricdo mestre, TCF4, que facilita sua
identificagdo, juntamente aos seus marcadores especificos CD123, CD303 e CD304
(HANIFFA et al, 2013; REIZIS et al, 2011).
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Em um estudo publicado em um modelo de infeccdo de HIV-1 em primatas
nao humanos, foi demonstrado que as pDCs sao recrutadas logo no inicio para o
local da infeccdo e produzem quimiocinas que recrutam linfécitos T CD4+, o que
acarreta na potencializagao da infecgao no animal (O’'BRIEN et al., 2013). Apesar do
papel patogénico no inicio da infecgao, as pDCs s&o as principais produtoras de IFN
do tipo I, que por sua vez é capaz de induzir um estado antiviral na célula e impedir
a infecgéo (SOPER et al., 2017).

As pDCs séo resistentes a infeccéo por HIV-1, mas sao capazes de endocitar
o HIV-1 e reconhece-lo por TLR7, que inicia a ativacdo de uma cascata de
sinalizacdo que leva a ativacdo da célula e producédo de IFN-a (BEIGNON et al.,
2005). O mecanismo de resisténcia ao HIV-1 das pDCs ainda é discutido, mas um
trabalho recente demonstra que o virus é incapaz de realizar a fusdo e liberar o
capsideo no citoplasma (SILVIN et al., 2017). No entanto, alguns autores associam a
resisténcia a presengca de SAMHD1 assim como € descrito para DCs CD1c+
(BLOCH et al.,2014).

1.2.3 Células dendriticas derivadas de monécitos (MDDCs)

Um estudo demonstrou que mondcitos poderiam dar a origem a DCs em
linfonodos (RANDOLPH et al, 1999), e mais tarde o mesmo fendmeno foi
demonstrado em modelo murino de inflamacédo (LE BORGNE et al., 2006). Assim
como DCs mieldides, as células dendriticas derivadas de mondcitos (Monocyte
Derived Dendritic Cells - MDDCs) sdo capazes de apresentar antigenos para
linfécitos T CD4+, estimulando principalmente respostas do tipo Th1 (LEON et al,
2007). Descobriu-se também que MDDCs poderiam ser diferenciadas em DCs in
vitro na presenca de GM-CSF e IL-4 (SALLUSTO; LANZAVWCCHIA, 1994;
CHAPUIS et al., 1998; GIESELER et al., 1998), e, desde entdo, essas células tém

sido usadas como modelo de DCs em muitos estudos.

Em humanos sdo encontrados dois subtipos de mondcitos, CD14high, também
conhecidos como mondcitos classicos, e CD14'°v CD16*, mondcitos ndo classicos
(HANIFFA, et al.,, 2015). Acredita-se que os mondécitos CD16+ possam ser
percussores de DCs, visto que, em um modelo in vitro de trans-migragéo endotelial,

essas células tém uma tendéncia a diferenciagdo em DCs (RANDOLPH et al, 2002).
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No entanto, na diferenciagao in vitro com GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor) e IL-4 (interleucina), monécitos CD16+ nao se diferenciaram tao
bem em MDDCs como os mondcitos classicos (BOYETTE et al., 2017).
Similarmente as células dendriticas encontradas nos tecidos, as MDDCs também
sofrem maturagdo apds estimulo com LPS ou citocinas (WU e KEWELRAMANI,
2006; IZQUIERDO-USEROS et al, 2007).

MDDCs possuem importante contribuigdo no reconhecimento do virus HIV e
apresentagao antigénica para subsequente indugao da imunidade celular e humoral
(MORIS et al ., 2004 e 2006; RODRIGUEZ-PLATA et al., 2012). Todavia, também
podem contribuir para a patogenia, uma vez que uma pequena porcentagem dessas
células pode ser produtivamente infectada pelo HIV-1 (SMED-SORENSEN et al,
2005). Elas possuem niveis mais baixos de SAMDH1 em comparagdo as mDCs,
mas que ainda conferem resisténcia a infeccdo por HIV-1 (ZHANG et al., 2014;
SILVIN et al., 2017). No contexto do HIV-1, MDDCs parecem estar mais
relacionadas as DCs CD1c+, ja que o HIV-1 pode fundir em sua membrana, também
realizam trans-infeccdo e o reconhecimento do virus acontece pela via de cGAS
(GAO et al., 2013).

1.3 Trans-infecgao

DCs tém sido implicadas na infeccao pelo HIV desde 1992 quando, em
ensaios in vitro, descobriu-se que podiam potencializar a infeccdo em linfécitos T
CD4+ por meio de um fendbmeno conhecido hoje como trans-infecgcdo (CAMERON et
al,. 1992b). A trans-infecgéo é o processo pelo qual DCs nao infectadas transportam
virions do HIV-1, e os transferem para linfécitos T CD4, potencializando a infec¢ao
dos linfécitos (Figura 2 — MCDONALD, 2010). Apesar de sua contribuicdo para a
patogenia da infecgdo in vivo ainda ndo estar bem elucidada, acredita-se que a
trans-infeccdo mediada por DCs tenha importante papel na disseminagao sistémica
do HIV-1 (WU; KEWALRAMANI, 2006; TURVILLE et al., 2006), levando o virus do

local de entrada para linfonodos, onde ha grande concentragdes linfécitos T CD4.
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Figura 2. Trans-infec¢ao de HIV-1 por células dendriticas. As DCs interagem com HIV-1
por meio de seus receptores e podem internaliza-lo em compartimentos ligados a
membrana. Mais tarde, quando em contato linfécitos TCD4+, realizam uma sinapse com
linfécitos T, por meio da interagdo de integrinas expressas na membrana de ambas as
células e os linfocitos T acabam por ser infectados pelo virus presente nas DCs.

As DCs interagem com HIV-1 por meio de receptores na membrana
plasmatica e podem endocitar o virus ou internaliza-lo em compartimentos ligados a
membrana (GEIJTENBEEK et al., 2000; YU et al., 2008; IZQUIERDO-USEROS et
al., 2012b; YU et al., 2015).

Em 2002 um grupo descreveu DC-SIGN como responsavel pela
internalizacéo do HIV para o processo de trans-infecgao por DCs. Em tal modelo, a
gp120 do HIV se ligava ao DC-SIGN, levando a internalizacdo do virus
(GEIJTENBEEK et al., 2000). No entanto, trabalhos posteriores mostraram que
MDDCs depletadas de DC-SIGN ainda eram capazes de trans-infectar, sugerindo
que outros receptores estavam envolvidos na trans-infeccao (GUMMULURU et al.,
2003; BOGGIANO et al., 2007; TURVILLE et al., 2002).

Em 2012, lzquierdo-Useros e colaboradores mostraram que os residuos de
acido sialico em gangliosideos, incorporados no envelope lipidico do HIV-1 durante o
brotamento, mais especificamente GM1 e GM3, eram os ligantes necessarios para a
captura do virus por DCs maduras (IZQUIERDO-USEROS, 2012a). Mais tarde no
mesmo ano este grupo também identificou o CD169 (ou Siglec-1) como o principal
receptor responsavel pela internalizacdo do HIV em DCs maduras (IZQUIERDO-
USEROS et al., 2012b).

O CD169 é um receptor transmembranico tipo | e sua estrutura compreende

17 dominios imunoglobulina extracelulares, que podem se ligar aos acidos sialicos
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com a ligacao glicosidica a2—3 ou a2-6. Ele é expresso constitutivamente por alguns
subtipos de macréfagos e sua expressao pode aumentar em resposta a intérferons
do tipo | (revisado em IZQUIERDO-USEROQOS et al., 2014).

Apesar da baixa expressdo de Siglec-1 nas iDCs, essas células ainda sao
capazes de internalizar virions e trans-infectar linfécitos, indicando que outros
receptores também podem mediar a internalizagdo de HIV na auséncia do Siglec-1
(IZQUIERDO-USEROS et al, 2012b). Entretanto, ja foi demonstrado que as DCs
maduras apresentam maior capacidade de trans-infeccdo que as DCs imaturas,
provavelmente pelo aumento de expressdao de Siglec-1 apdés a ativagao
(IZQUIERDO-USEROS et al., 2012b; PURYEAR et al., 2013).

Os mecanismos de internalizacéo e transmissao do HIV-1 e o compartimento
onde o virus reside no interior das DCs ainda nado estéo totalmente elucidados. As
evidéncias indicam que o HIV-1 fica em compartimentos ligados a membrana
externa, ricos em tetraspaninas CD81 e CD9, e outras proteinas abundantes na
membrana de DCs como HLA e CD86, mas que nao apresentam marcadores
lisossomais (LAMP-1 e CD63 - YU et al., 2008). Adicionalmente, esses
compartimentos nao sao 4acidos, indicando que nao fazem parte do sistema
endolisossomal (GARCIA et al., 2005).

A formagao dos compartimentos nas DC depende apenas dos gangliosideos
na particula viral, visto que vesiculas unilamelares grandes e particulas de ouro
recobertas por membranas lipidicas, ambos contendo GM3, séo suficientes para a
formagao dos compartimentos (IZQUIERDO-USEROS et al., 2012; YU et al., 2015).

Os compartimentos virais se apresentam de forma diferente em iDCs e mDCs.
Em iDCs séo observados pequenos compartimentos periféricos, enquanto em na
maioria das mDCs o virus comega a ser internalizado em pontos diferentes da
célula, mas apds poucos minutos ha uma convergéncia das particulas para um unico
compartimento. In vitro, estima-se que os virions possam permanecer nos
compartimentos por volta de quatro dias, mas sofrendo uma degradagao gradativa

durante esse periodo (YU et al., 2008).

Outra caracteristica importante dos compartimentos em mDCs é que a

sinapse com linfécitos sempre ocorre proxima aos compartimentos, seja porque o
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linfocito durante o scan em DCs se fixa proximo ao compartimento, ou porque o
compartimento é transportado para a regido de interagdo com o linfécitos (Yu et al.,
2015). Essa preferéncia pode ser devida a alta concentragdo de CD81 que se
associa a complexos de integrinas na membrana (CHENG et al., 2007; SERRU et
al.,1999), no entanto ndo se sabe se estes complexos estdo presentes nos

compartimentos, ou se ha acumulo do CD81 sozinho.

Ainda nos anos 90, percebeu-se que o virus proveniente de DCs infectava os
linfécitos T durante a sinapse imunoldgica. Isso pbéde ser concluido pois DCs
depletadas das moléculas CD40 e CD80 (necessarias para coestimulagdo de
linfocitos durante a sinapse imunolégica) nao realizam trans-infeccédo de linfocitos T
CD4 em repouso (PINCHUK et al., 1994). No entanto, as interagbes entre moléculas
de adesédo ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) e LFA-1 (Lymphocyte
function-associated antigen 1) parecem ser mais importantes no processo quando a
célula T ja esta ativada (WANG et al., 2006; RODRIGUEZ-PLATA et al, 2013).

Apesar da dificuldade em se estudar a trans-infecgédo por HIV-1 in vivo em
humanos, alguns estudos indicam que as DCs podem ser importantes na patogenia
do HIV-1. Alguns trabalhos observaram um aumento da expressao de Siglec-1 nas
células mononucleares do sangue periférico (PMBC) de pacientes soropositivos na
fase inicial da infeccdo por HIV. Além disso, os niveis de Siglec-1 diminuem em
pacientes que respondem positivamente ao tratamento antirretroviral (KUYL et al.,
2007; PINO et al., 2015). Isso é esperado, dado que sua expressao € regulada por
intérferons tipo | (YORK et al., 2007), que estdo aumentados durante a infeccao por
HIV-1 e tem niveis mais baixos durante o tratamento antirretroviral (BRAZILLE et al,
2003).

Recentemente, foi relatado que a transferéncia do MLV (murine leukemia
virus), um retrovirus murino usado como modelo para o HIV, do local de infec¢ao até
os linfonodos, é feita de forma dependente do receptor Siglec-1. O trabalho também
relata que, sem esse receptor, a infeccédo ndo é capaz de se estabelecer (SEWALD
et al., 2015). Além disso, um estudo correlaciona a baixa disseminagao do HIV-2 in
Vivo a sua baixa capacidade de internalizagao por CD169 em DCs, que leva a uma
menor taxa de trans-infec¢ao (KIJEWSKI et al., 2016).
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Em contrapartida, Martinez-Picado (2016) e colaboradores analisaram, em
uma coorte de pacientes HIV+, a incidéncia de individuos com uma mutacdo que
levava a expressao de Siglec-1 nao funcional (null). Verificou-se que a prevaléncia
de individuos Siglec-1-null entre individuos HIV-1+ é a mesma da populagdo nao
infectada, indicando que a mutacdo nao protege os individuos da infeccdo, como
acontece, por exemplo, com a mutagdo A32 no gene do receptor CCR5 (SAMSON
et al., 1996). Apesar disso, a mutacdo € muito rara e seria necessario um coorte

muito maior para obtencao de resultados mais conclusivos.

1.4 Citoesqueleto e HIV

O HIV-1 depende de diversas maquinarias da célula hospedeira para o
sucesso de sua infeccdo, o que inclui o citoesqueleto, que participa de e € modulado
em todas as etapas do ciclo de infeccdo do HIV (LEHMAN; NIKOLIC; PIGUET,
2011).

O citoesqueleto é constituido por trés estruturas principais: microfilamentos,
filamentos intermediarios e microtubulos. Em resumo, os microfilamentos ou
filamentos de actina (Actina-F) s&o formados a partir da nucleagcdo de monémeros
de actina (actina-G ou globular) e estdo envolvidos na motilidade da célula,
endocitose, exocitose, contratilidade, entre outros. Os filamentos intermediarios
podem ser formados por uma grande variedade de proteinas que conferem
resisténcia mecéanica as células. Por fim, os microtubulos, formados por a e -
tubulina, estdo envolvidos no transporte intracelular de organelas e proteinas,
divisdo e locomogao celular (LEE et al., 2014; DHARAN; CAMPBELL, 2018).

Toda a montagem e regulacao do citoesqueleto de actina é feita por diversas
proteinas acessérias que auxiliam na montagem e desmontagem das estruturas, em
especial as GTPases da familia RHO, RhoA, Rac e Cdc42. As GTPases nao
interagem diretamente com a actina, mas quando ativadas, se ligam a proteinas
efetoras que medeiam a nucleagao ou desmontagem dos filamentos de actina (LEE
et al., 2014).

O agrupamento dos receptores do HIV-1 (CD4, CXCR4 e CXCR5) é
necessario para a entrada do virus e subsequente infecgcao (YYENGAR et al., 1998).

Tal processo depende da estabilizacdo das redes de actina cortical, induzidas pela
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ligacdo de Env a CD4 e CXCR4 ou CCR5. Esta estabilizacdo ativa vias de
sinalizacdo que culminam com a ativagao de fatores de troca de nucleotideo guanina
(GEFs, guanine nucleotide exchange factor). Os GEFs promovem a nucleagao da
actina cortical por meio de Rac1 e Cdc42, que ativam o complexo arp2/3. A ligagao
da proteina Env a CD4 e CXCR4 também ativa RhoA que, juntamente com arp2/3,
promove também a inibicdo da cofilina, permitindo a polimerizagcdo de actina e
agrupamento dos receptores (STOLP; FLAKER, 2011; STELLA; TURVILLE, 2018)

No entanto, as redes de actina cortical constituem uma barreira apds a fusao
do virion. A ligacdo do HIV-1 a um de seus correceptores também leva a uma
posterior desfosforilagdo e consequente reativagdo da cofilina, que desestabiliza as
redes de actina cortical, promovendo a movimentagao do capsideo para o interior da
célula (YODER et al., 2008; PADILLA-PARRA e DUSTIN, 2016).

O HIV-1 utiliza os microtubulos e as redes de actina para sua locomocao
dentro da célula. A infeccdo por HIV-1 aumenta a disponibilidade de microtabulos
estaveis no citoplasma (destirosinados e acetilados — SABO et al., 2013) e estes
medeiam o transporte do PIC e do capsideo do citoplasma até os poros nucleares
(MCDONALD et al., 2002).

O papel de proteinas dos microfilamentos nas etapas finais do ciclo do HIV
(montagem e brotamento) ainda é discutido, visto que, apesar da interacgéao fisica da
gag com a actina e da incorporagao de actina as particulas virais (WILK, GOHEN,
FULLER, 1999), a perturbacgéo do citoesqueleto de actina nao interfere na liberagcao
do virus no sobrenadante na maioria das linhagens celulares (LEHMANN NIKOLIC;
PIGUET, 2011).

Além do sequestro do citoesqueleto na infecgdo do HIV-1, algumas proteinas
virais podem causar outras alteragdes. A proteina Nef, quando em associagcao com
PAK2 (um alvo das enzimas Rac1 e CDC42) promove a fosforilagdo da cofilina
(STOLP et al., 2009). Em células Jurkat, a Nef causa aumento no numero de
filopédios e diminui as pregas (ruffles) da membrana, prejudicando a migracao
celular (NOBILE et al., 2010).

O citoesqueleto também é essencial para a transferéncia célula-célula. As

redes de actina medeiam a aglomeragao e estabilidade dos receptores necessarios
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para sinapse entre as duas células enquanto os microtubulos polarizam para mediar
o transporte das proteinas virais para a sinapse (LEHMANN; NIKOLIC; PIGUET,
2011).

Durante a infecdo por HIV-1 em macréfagos, sé&o observados
compartimentos contendo virus (VCCs). Tais compartimentos sao locais de
montagem e acumulo de virus. Possuem ligagdo com a membrana celular, sdo
rodeados por actina polimerizada e possuem marcadores como as tetraspaninas
CD81 e CD9, o receptor scavenger CD36, e integrinas (DANEKA et al., 2007,
MLCOCHOVA et al.,, 2013; BERRE et al, 2013). Também nas DCs, os
compartimentos formados durante a trans-infecgao sao sustentados e dependem de
redes de actina-f (MCDONALD et al, 2003; YU et al., 2008; YU et al., 2015).

Proteinas motoras, associadas ou ndo com microtubulos e microfilamentos,
também sao subvertidas pelo HIV. No estagio inicial da infecgdo, o transporte do
capsideo viral até o nucleo da célula do hospedeiro é mediado por dineinas
(MCDONALD et al., 2002). As dineinas sdo proteinas motoras que se associam aos
microtubulos e promovem o transporte retrogrado de vesiculas e proteinas (em
diregdo ao MTOC e a extremidade negativa dos microtubulos — HOOK; VALEE,
2006). Além do transporte, as dineinas também s&o necessarias para a
desmontagem do capsideo viral (PAWLICA; BERTHOUX et al., 2014).

As cinesinas também s&o proteinas motoras que se associam a microtubulos,
mas promovem o transporte anteréogrado (em diregcdo a extremidade positiva). O
transporte mediado por cinesinas é importante principalmente na liberacido de
particulas virais de macroéfagos infectados (GAUDIN et al.,, 2012). Cinesinas e a
proteina adaptadora de cinesinas FEZ1 (Fasciculation And Elongation Protein Zeta
1) também seriam necessarios para a orientagado do transporte do capsideo até o
nucleo no inicio da infeccdo e na desmontagem do capsideo (MALIKOV et al.,
2015., 2017).

Apesar do papel de cinesinas e dineinas ter sido melhor estudado, as
miosinas, proteinas motoras associadas principalmente as redes de actina, foram
pouco estudadas e seu papel tanto na infeccdo por HIV-1 quanto na trans-infecgcéo
ainda nao foi elucidado. Apesar do envolvimento das redes de actina em diversas

fases do ciclo do HIV-1 e da trans-infeccdo, apenas a miosina 2 foi estudada no
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contexto da infeccdo e da trans-infeccdo (KADIU et al., 2011; MENAGER e
LITTMAN, 2016).

Recentemente, algumas proteinas relacionadas a rede de actina foram
associadas a internalizagado do virus e desenvolvimento dos compartimentos. Entre
elas, a miosina 2, cuja inibicdo resultou na reducéo da internalizagdo do HIV-1 e no
acumulo de virions na membrana. O estudo também avaliou outras duas miosinas, a
miosina 5a e a miosina 1f. O silenciamento da miosina 5a levou a maior taxa de
trans-infecgéo, porém, os autores nao investigaram o papel da miosina no processo.
O silenciamento da miosina 1f ndo alterou a trans-infecgdo (MENAGER; LITTMAN,
2016).

Outro estudo acompanhou a movimentagdo de nanoparticulas de ouro
cobertas por GM3 e constatou que o padrédo de movimentacdo dessas particulas
apo6s a internalizacdo por DCs era compativel com a movimentacao promovida por
miosinas (YU et al., 2015).

1.5 Miosinas

O termo miosina foi cunhado por Kuhne em 1864, que extraiu de tecidos
musculares uma proteina viscosa (revisto por Szent-Gyodrgyi, 2004). Desde entao,
trinta e cinco familias de miosinas foram identificadas, treze delas representadas por
40 genes, sao expressas em células humanas (KNEUSSEL & WAGNER, 2013).
Analises de microarray demonstraram que 11 genes de miosinas (MYO1C, MYO1E,
MYO1F, MYO1G, MYH9, MYO5A, MYO7A, MYO9A, MYO9B, MYO10 e MYO18A),
distribuidas em sete familias, eram expressos em DCs murinas (Figura 2 -
MARAVILLAS-MONTERO e SANTOS-ARGUMEDO, 2012).

As miosinas sdo compostas por uma ou duas cadeias pesadas especificas e
cadeias leves associadas. As cadeias pesadas apresentam trés dominios: cabeca,
pescogco e cauda. A cabega é globular e é responsavel pela ligagdo aos filamentos
de actina e pela hidrélise do ATP (adenosina trifosfato). A hidrolise do ATP gera a
energia necessaria para o movimento da miosina ao longo dos filamentos de actina.
O pescogo contém motivos 1Q (pequenos motivos com cerca de 20 aminoacidos que
servem de ancora para ligagcao das cadeias leves). As cadeias leves sao da familia

das calmodulinas e mantém as ligacdes de actina-miosina estaveis devido a sua
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estrutura ser repleta de dominios de ligacao a calcio. O dominio caudal das miosinas
€ a por¢cado mais variavel entre as miosinas, e possui diversos motivos para interagcéo

com outras proteinas, e até mesmo acidos nucleicos (revisado em LODISH, 2000).

A localizagdo subcelular das miosinas é variada: a maior parte delas é
citoplasmatica; no entanto, algumas possuem dominios de ligagdo a membrana,
como o caso da miosina 1c (myo1c) e da miosina 10. Alguma possuem sequéncias
para importagdo nuclear, como o caso da myo1c. Suas fungdes também sao
diversas, apesar de a maioria delas estar envolvida no transporte de moléculas,
como é o caso das miosinas 1c, 1e e 5a. As miosinas também estdo envolvidas em
processos de adesdo e migracdo, sinalizagao, contratilidade e regulagdo da tenséo
de membrana (MARAVILLAS-MONTERO; SANTOS-ARGUMEDO, 2012).

O gene MYH9 codifica a cadeia pesada de uma miosina 2, que forma um
homodimero. A miosina 2 foi uma das poucas estudadas no contexto do HIV-1.
Durante a infeccado por HIV-1, ha uma regulacdo negativa da expressao do gene
MYH9 e isso pode estar associado a nefropatia relacionada ao HIV (HAYS et al.,
2014). Além disso, como citado anteriormente, o silenciamento ou inibicdo da
miosina 2 resulta na diminuicdo da endocitose viral, mantendo os virions do HIV-1
ligados a membrana da célula e proporcionando aumento na trans-infecgéo
(MENAGER e LITTMAN et al., 2016).

1.6 Miosinas tipo |

As miosinas do tipo | possuem cadeias pesadas monomeéricas e podem ter
somente o dominio TH1, sendo entdo chamadas miosinas de cauda curta (myo1e e
1f); ou ter trés dominios (TH1, TH2 e TH3), sendo entdo chamadas miosinas de
cauda longa (myo1c e 1g). A figura 3 ilustra a estrutura das miosinas tipo I. O
dominio TH1 é necessario para a localizagédo subcelular e ligagdo a membrana em
miosinas do tipo | (DOBERSTEIN e POLLARD, 1992 ;MAZERIK et al., 2014). O
dominio TH2 possui motivos de ligagédo a actina (JUNG et al., 1994). Ja o dominio
TH3 €, na verdade, um dominio SH3, que pode interagir com proteinas adaptadoras
e cinases (KUROCHKINA e GUHA, 2013).
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Figura 3. Miosinas tipo |. Quatro miosinas do tipo | sdo preditas de expressao em DCs e
macrofagos. Miosinas de cauda curta (1c e 1g) possuem apenas o dominio TH1, enquanto
as miosinas de cauda longa (1e e 1f) possuem trés dominios, TH1, TH2 e SH3. Adaptado de
MARAVILLAS-MONTERO; SANTOS-ARGUMEDO, 2011

Essas proteinas estdo envolvidas em muitos processos celulares, incluindo
transporte intracelular, endocitose, formacao de lamelipodia e filopodia, controle da
tensdo da membrana e regulagao do citoesqueleto (MARAVILLAS-MONTERO et al,
2011; MARAVILLAS-MONTERO; SANTOS-ARGUMEDO, 2012; MARAVILLAS-
MONTERO et al, 2014). Em razdo da homologia de sua estrutura, miosinas de
cauda curta e de cauda longa parecem desempenhar fungbes redundantes. As
miosinas 1c e 1g, por exemplo, estdo envolvidas na migragao celular e adeséao de
linfocitos B (MARAVILLAS-MONTERO; SANTOS-ARGUMEDO, 2011; 2014),
enquanto as miosinas 1e e 1f participam da endocitose e expressdo de HLA na
membrana celular (WENZEL et al., 2015). Em decorréncia disso, este trabalho esta
focado em uma miosina de cauda curta, a myo1c, e uma miosina de cauda longa, a

miosina 1e (myo1e).

Foram descritas trés isoformas da myo1c, sendo uma teoricamente nuclear e
duas citoplasmaticas. A isoforma nuclear é necessaria para a transcricido por causa
de sua associacdo a complexos de remodelamento de cromatina e transcricdo do
DNA (SARSHAD et al., 2013). Ela é importada ao nucleo por meio de um motivo
com 13 aminoacidos localizados no segundo dominio 1Q, que € comum as trés
isoformas. Em razdo disso, ainda se discute se as outras duas isoformas também

poderiam ser importadas para o nucleo (DZIJAK et al., 2012).

As duas isoformas citoplasmaticas possuem um dominio na cauda que
medeia sua aderéncia a membrana citoplasmatica por meio de PI(4,5)P2
(fosfatidilinositol bifosfato), um fosfolipidio presente na membrana especialmente em
lipid rafts (HOKANSON et al., 2006; DZIJAK et al., 2012).
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Os lipid rafts sao dominios de membrana ricos em colesterol e
glicoesfingolipidios. Representam cerca de 50% da membrana plasmatica, e sé&o
importantes para a concentracdo de moléculas de sinalizacdo celular, tanto
receptores de membrana, quanto cinases e alguns outros reguladores do
citoesqueleto de actina como Rac e Cdc42 (PIKE et al., 2003). E interessante
ressaltar que a montagem das particulas do HIV-1 ocorre quase sempre em lipid
rafts ou em dominios ricos em tetraspaninas, que sdo locais com alta expressao de
GM3, necessario para internalizacéo do virus por Siglec-1 em DCs (AKYIAMA et al.,
2014).

Lipid rafts sao constantemente endocitados em compartimentos
perinucleares. Em associagdo com RalA (GTPase que se associa ao pescogo da
myo1c), a myolc promove a reciclagem desses compartimentos por meio do
transporte até a membrana citoplasmatica. Na auséncia de myo1c, compartimentos
com marcadores de lipid rafts se acumulam no espaco perinuclear e sua expressao
diminui na membrana, enquanto que em caso de superexpressdo de myoic se
observa aumento na quantidade de lipid rafts. O auxilio da myo1c no processo de
reciclagem dessas moléculas acontece provavelmente por meio da estabilizacado de
redes tubulares da membrana, as quais a miosina esta associada (BRANDSTETTER
et al., 2014).

Outro estudo demonstrou que, na auséncia de myoi1c, ha acumulo de
colesterol em membranas intracelulares. Essa alteragdo da composicdo das
membranas intracelulares leva a deficiéncia na fusdao de autofagossomos a
lisossomos. Apesar disso, a auséncia da miosina nao altera a fusdao de vesiculas
endociticas e lisossomo, mas ha uma clara mudanga na morfologia destas organelas
(BRANDSTETTER et al., 2014). Além disso, o trabalho s6 avaliou a endocitose de
EGFR que ocorre pela via endocitica classica mediada por clatrina, ndo avaliando
outros tipos de endocitose, como a endocitose mediada por caveolina e outras vias
nao classicas (MAYOR; PAGANO, 2007).

Também ha ligacdo da myoi1c a exocitose do transportador de glicose 4
(GLUT4). Apés a ligagao da insulina ao seu receptor, a myoic é fosforilada por

CaMKIl, e se liga as vesiculas com GLUT4 (ligagcao dependente de RalA), mediando
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o transporte até a membrana e a fusdo da vesicula para expressdo de GLUT4
(BOSE et al., 2002; YIP et al., 2008).

A myolc também pode se ligar diretamente a proteinas e mediar seu
transporte e fusdo na membrana, como é o caso da neph1 e nephrin, que modulam
o citoesqueleto para a formacao das extensdes de membrana presentes em células
do rim (ARIF et al.,2011).

Em linfécitos B, a myo1c, aparece nas protrusdes da membrana e nos lipid
rafts e se acumula na sinapse imunolégica com uma célula T. A myo1c pode se
associar a moléculas de MHC classe Il e sua auséncia perturba a apresentacao
antigénica (MARAVILLAS-MONTERO et al., 2011).

A myole também estd envolvida na apresentagdo antigénica. DCs e
macréfagos de camundongos MYOTE -/- apresentam deficiéncia no trafego de
moléculas de MHC classe Il para a membrana citoplasmatica e consequentemente
menor taxa de apresentagao antigénica (WENZEL et al., 2015). Em DCs humanas, a
Myo1e é recrutada por ARL14/ARF7 via ARF7EP para vesiculas contendo MHC Il
(Paul et al., 2011).

Um estudo também relacionou a myo1e a exocitose de granulos em odcitos
de Xenopus. A miosina se associa aos granulos corticais durante a fase inicial do
desenvolvimento e promove a exocitose destes grénulos (SCHIETROMA.et al.,
2007).

A myole é expressa no citoplasma em associagcdo a SH3P2. Quando
fosforilada, a SH3P2 se dissocia da myo1e e a libera para que migre para o
lamelipédio (TANIMURA et al., 2016). No lamelipédio, a myo1e migra para os
dominios de adesdo nascentes, e o silenciamento ou inibicdo da myoie leva a
defeitos na elongacdo e estabilidade de adesbes estaveis, que sao eventos

necessarios para a migracao celular (GUPTA et al., 2013).

E interessante ressaltar que a myo1e interage com a dinamina 2 (KENDREL
et al.,, 2007), que é responsavel pela macropinocitose de virions de HIV-1 nos
macréfagos (CARTER et al., 2011) e pode regular a internalizagcdo do HIV-1 em DCs
(MENAGER e LITTMAN, 2016). Em células Hela, a dinamina 2 recruta a myo1le
para os locais de endocitose por meio do dominio SH3, e a expressdo da cauda da
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miosina (que age como dominante negativo) reduz a endocitose de transferrina. No
entanto, ainda néo esta claro qual o papel da myo1e na endocitose (KENDREL et
al., 2007).

Fica claro que ha grandes chances de que as miosinas influenciem na
interacdo do HIV-1 com MDDCs. Contudo, as miosinas foram, de certa forma,
negligenciadas nos estudos envolvendo o HIV-1. Sendo assim, neste trabalho nés
avaliamos o envolvimento de duas miosinas do tipo | na interagdo de HIV-1 com
MDDCs.
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CONCLUSOES

Ao menos 10 miosinas sdo expressas em MDDCs e a expressdo dos genes
da miosina 9b e 18a sao regulados negativamente apos a ativagao com LPS;
MDDCs de pacientes HIV+ apresentam menor expressao de MYO1C;

A auséncia da myo1c interferiu na ativagdo das MDDCs em resposta a LPS;

A auséncia da myo1c nao interferiu na quantidade de HIV internalizado por
MDDCs;

A inibicdo da ativagdo de MDDCs provocada pela auséncia da myoilc
influenciou na internalizacdo do HIV-1, de modo que quando avaliamos a
localizagdo dos virions em MDDC maduras, os mesmos apresentaram
fendtipo de internalizagao parecido com o que seria observado em MDDCs
imaturas;

A auséncia da myole nao influenciou na ativacdo de MDDCs ou na

internalizacdo do HIV-1.
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