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RESUMO

ZANETE PEREIRA, N. Interacdo materno-fetal: fatores antivirais e retrovirus
endogenos na infeccdo por HIV-1. 2018.74 f. Tese (Doutorado em Imunologia) Instituto de

Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2018.

A imunidade inata na interface materno-fetal € um dos mecanismos de protecdo essenciais na
resposta antiviral, sobretudo, na infeccdo por HIV-1. Neste trabalho, avaliamos a influéncia
da infeccdo materna por HIV-1 na expressao de fatores antivirais, nas moléculas do complexo
inflamassoma e de retrovirus enddgenos (HERV), em células mononucleares (CMN)
maternas, células do corddo umbilical (recém-natos, RN), colostro e no tecido placentério. Os
resultados mostraram que no vilo das placentas de mées infectadas ha um aumento na
expressao de mRNA dos fatores antivirais, como IFN tipo | e IlIl, DAMPs (damage-
associated molecular patterns) e HERVs. Entretanto, na analise proteica, essas diferencas ndo
se confirmam, indicando que o sistema imune inato é capaz de reconhecer o virus, ou ainda, 0
dano causado pela infec¢do, mas controla a producédo exacerbada da proteina. Sob estimulo de
agonista de TLRs (Toll-like receptor), em CMNs a expressdo de HERVs ndo se altera entre
RNs. Além disto, avaliando os niveis de B-quimiocinas, CCL5 e CCL3, e de IFN-a nos
sobrenadantes das culturas de CMNs, a ativacéo por LPS foi capaz de diminuir a producéo de
CCL3 e CCL5 nas CMNs de maes infectadas por HIV em relacdo as maes controles, contudo

0 CL097 promoveu niveis similares as mées do grupo controle.

Nos RNs, enquanto os niveis de CCL5 sdo inferiores aos de adultos, os niveis de CCL3 sdo
semelhantes. Ja o ligante TLR7/8 foi capaz de restaurar a secrecdo de IFN-a no grupo
infectado por HIV-1.

Além disso, no vilo das placentas das maes infectadas por HIV, ha intensa modificagdo na
expressdo de mRNA dos fatores analisados, sejam antivirais, como IFN tipo | (IFN-a), tipo III

(IFN-), fatores relacionados ao dano celular (DAMPSs e seus receptores).

Entre os DAMPs, um aumento da expressdo de S100A9 e HMGBL e seus receptores RAGE,
TLR4 e TLR9 foi observado nos vilos de placentas de maes infectadas por HIV-1, contudo,

0s niveis séricos de HMGBL estdo diminuidos em maes infectadas e RN expostos.

Quanto aos niveis séricos de citocinas, foram observados niveis reduzidos de HMGB1, IL-6 e

IL-1B nos RNs expostos, o que evidencia um controle do estado inflamatério na exposicédo ao
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HIV-1. Também observamos presenca de niveis sericos de HERV-W, livre ou em exossomas,
em ambos os grupos analisados. J& no colostro, ndo encontramos diferencas nas analises de
fatores inflamatdrios e HERVs indicando que, nesse compartimento, a infec¢do nao altera os
padrdes de expressdo desses alvos. A vigéncia do estado antiviral e a supressao do ambiente
inflamatorio podem equilibrar a resposta imune placentaria, promovendo a homeostase para o

desenvolvimento do feto e de protecdo a infecgdo por HIV-1 nos neonatos.

Palavras-chaves: Imunidade natural. Placenta. Retrovirus endégenos humanos. HIV-1
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ABSTRACT

ZANETE PEREIRA, N. Maternal-fetal interaction: antiviral factors and endogenous
retroviruses in HIV-1 infection. 2018.74 f. Thesis (Ph.D. thesis in Immunology) Instituto

de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2018.

Innate immunity at the maternal-fetal interface is one of the main protection mechanisms in
the antiviral response, especially in HIV-1 infection. In this work, we present the influence of
maternal HIV-1 infection on the expression of antiviral factors, inflammasome molecular
complex and human endogenous retroviruses (HERV), in maternal mononuclear cells
(MNCs), umbilical cord cells (newborns, NB), colostrum and placental tissue. The results
show that in infected mothers cells has an increase in mRNA expression of antiviral factors,
such as IFN type | and Ill, DAMPs (damage-associated molecular patterns) and HERVS.
However, in protein analysis, these differences are not confirmed, indicating that the immune
system is able to detect the virus, or even the damage caused by the infection, but controls the
exacerbated protein production. Under stimulation of the TLR (Toll-like receptor) agonist,
CMNs do not change among the RNs. In addition, by evaluating the levels of B-chemokines,
CCL5 and CCL3, and of IFN-a in the supernatants of CMNSs cultures, LPS activation was
able to decrease the production of CCL3 and CCL5 in CMNs of HIV-infected mothers
compared to control mothers, nevertheless CL097 promoted similar levels between HIV-
infected mothers and control group. In RNs, while CCL5 levels are lower than in adults,
CCL3 levels are similar. TLR7/8 agonist was able to restore IFN-a secretion in the HIV-
infected group. In contrast, the TLR7/8 agonist was able to restore IFN-a. secretion in HIV-
infected group. In addition, in placental villi, there is intense modification in the mMRNA
expression of the analyzed factors, whether they are antiviral, such as IFN type | (IFN-a), type
11 (IFN-L), related to cell damage (DAMPs and their receptors). Among DAMPSs, increased
expression of S100A9 and HMGB1 and their receptors RAGE, TLR4 and TLR9 was
observed in placental villi of HIV-infected mothers, however, serum HMGB1 levels are
decreased in infected-mothers and exposed-newborns. About the cytokines serum levels,
reduced levels of HMGB1, IL-6 and IL-1B were observed in the exposed-NBs, which
evidences an inflammatory status control in HIV-1 exposure. We also observed the presence
of free HERV-W or exosomes levels in serum in both groups analyzed. In colostrum, we did
not find differences in inflammatory factors and HERVs analysis indicating that, in this
compartment, the infection does not alter the expression patterns of these targets. The
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effectiveness of antiviral status and suppression of the inflammatory environment can balance
the placental immune response, promoting homeostasis for fetal development and protection

of HIV-1 infection in neonates.

Keywords: Natural immunity. Placenta. Endogenous human retroviruses. HIV-1
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia da infeccdo

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), que causa a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (aids), constitui um grande problema de saude publica, com altas
taxas de morbidade e mortalidade. Estima-se que cerca de 36,7 milhGes de pessoas estdo
infectadas com o HIV, sendo 17,8 milhdes de mulheres e 2,1 milhGes de criancas menores de
15 anos (UNAIDS, 2016). Em 2016, o total global de ébito de adultos e criangas a causas
relacionadas a aids foi de um milh&o, sendo que grande parte dessas mortes ocorreram na
Africa Subsaariana.

Desde 1980, no Brasil, foram identificados cerca de 842 mil casos da doenca sendo
34,9% do sexo feminino. O perfil de transmisséo da doenca em 1986 era de 15 homens para 1
mulher, sendo que atualmente a relacdo é de 2,1 para 1, indicando uma mudanga nos padrdes
de disseminacéo da infeccdo pelo HIV (Boletim Epidemiolégico, AIDS e DST, 2016).

A transmissdo vertical pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) ocorre em 35%
dos casos pela passagem do virus da mée para o feto durante a gestacdo e, em 65%, no parto,
pelo contato com as secrecdes cervico-vaginais e sangue materno. H& também um risco
adicional de 7 a 22% de transmissao pelo aleitamento materno (Protocolo para prevencdo de
transmissdo vertical - Ministério da Saude, 2007). A utilizacdo do regime profilatico
antirretroviral, contendo zidovudina, pode reduzir significantemente a infeccdo intrauterina e
intraparto para até 8,3% (CDC, 2007). No Brasil, h4 uma importante adesdo das mées
infectadas por HIV ao tratamento antirretroviral (ART), o que reduziu significantemente a
transmissdo vertical para niveis inferiores a 2% (PNDST/Aids, Ministério da Saude, 2014).
Contudo, o tratamento com ART ndo previne a exposi¢do da crianga ao virus, aos efeitos
colaterais dos ARTs, e aos efeitos da ativagdo imune materna. Com o tratamento, vem
ocorrendo um aumento do namero de criancas expostas ao HIV-1, capaz de causar uma
alteracdo fenotipica e funcional no perfil imunoldgico da crianca tornando-as mais
susceptiveis a infeccbes e com riscos maiores de morbidade e mortalidade nos primeiros anos
de vida (Afran, Garcia Knight et al. 2014).

Na auséncia de uma terapia eficaz, aproximadamente 10-15% das criangas morrem no
primeiro ano de vida (Pliner, Weedon et al. 1998). Ha dois tipos de perfis de progressao
clinica na infeccdo vertical, algumas criangas progridem rapidamente desenvolvendo um
rapido curso da doenca nos primeiros meses de idade (Blanche, Tardieu et al. 1990), e a

maioria desenvolve um curso crénico com varios padrdes da doenca (Mayaux 1996). E
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importante ressaltar que, na auséncia de ARTS, ha uma grande parcela dos infantes (65-80%)
nascidos de mées infectadas por HIV que ndo adquire a infeccdo (CDC 2007). A exposicao
vertical do HIV oferece uma oportunidade Unica de investigacdo dos mecanismos
imunolodgicos, de caracteristica inata ou adaptativa, e dos fatores genéticos do hospedeiro para
a protecéo do HIV. Este fato desperta a atengéo para avaliar a imunidade inata, com enfoque
aos fatores de restricdo viral e fatores relacionados a resposta de Interferon tipo | (IFN-I) que

podem estar ativamente expressos no hospedeiro.

1.2 Caracteristicas da infeccdo pelo HIV

O HIV-1 e HIV-2 diferem quanto a estrutura genémica e distribuicdo geografica.
Ambos causam sindromes semelhantes, embora o HIV-2 possua menor potencial patogénico
(Wyatt and Sodroski 1998).

O HIV é um retrovirus com 110 nm de didmetro, que possui material genético
constituido de duas fitas simples de RNA com 9,8 Kb, envolto pelo nucleocapsideo. Como
outros Lentivirus, o nucleocapsideo apresenta uma estrutura conica, sendo a proteina p24 sua
principal constituinte, além das proteinas p6 e p9 que estdo ligadas ao material genético. A
superficie viral é constituida por um envoltério glicoproteico originado da membrana das
células hospedeiras que recobre o capsideo viral (Ozel, Pauli et al. 1988). Na parte externa do
envelope viral sdo encontradas espiculas glicoproteicas, responsaveis pela ligacdo do virus
aos receptores celulares. Essas glicoproteinas sdo derivadas da gpl60, que é clivada no
Complexo de Golgi da célula hospedeira, originando a gp 41 (transmembrana) e gp 120
(glicoproteina de superficie) que compdem os 72 trimeros ou tetrdmeros que recobrem o
envelope.

H& nove genes sendo trés estruturais: env, pol e gag; dois regulatérios tat e rev; e 0s
genes acessorios (nef, vif, vpr e vpu/vpx). Nas extremidades 5’ ¢ 3’ encontram-se longas
repeticdes terminais ou LTRs (long terminal repeats).

O CCRS5, receptor das quimiocinas CCL3 (MIP-1a), CCL3L1 (MIP-1aP), CCL4
(MIP-1B), CCL5 (RANTES) ¢ o SDF-1 (CXCL-12) ligante exclusivo do CXCR4 podem
bloquear a entrada do HIV na célula do hospedeiro, pois competem com 0 mesmo sitio de
ligagdo do virus (Berger, Murphy et al. 1999). Variantes genéticas de quimiocinas e seus
receptores que naturalmente ocorrem no hospedeiro, influenciam a resposta imune ao HIV e,
consequentemente, na progressao da infeccao para a aids (Reiche, Bonametti et al. 2007).

Além dos mecanismos imunolégicos, as caracteristicas genéticas do hospedeiro, como

os haplotipos de HLA, sdo importantes para o controle do virus na infec¢do por HIV-1, por
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sua influéncia nas respostas citotoxicas mediadas por células TCD8+ e células NK (Natural
Killer). Os alelos de HLA B14, B27, B51, B57 e C8 estdo associados com uma progressao
mais lenta da doenca, enquanto a presenca de HLA A23, B37 e B49 com o desenvolvimento
rapido da imunodeficiéncia (Winchester, Pitt et al. 2004).

Os mecanismos de entrada do HIV sdo diversos e nas primeiras horas ou dias ap6s a
infecgdo pela mucosa, 0 HIV-1 atravessa a barreira epitelial e infecta as células dendriticas
(DCs) que expressam CCRb5, macrofagos e células T nos tecidos de mucosa para iniciar a
infeccdo. As DCs expressam CD4, CCR5, DC-SIGN e outro receptor lecitina tipo C que
facilita a captura e disseminacdo do HIV-1 (de Witte, Bobardt et al. 2007). Além disso, no
tecido linfoide associado ao intestino (GALT), ocorre a disseminacdo do HIV e intensa
deplecéo das células T CD4+, contribuindo para a disfuncdo imunolégica (Mehandru, Poles et
al. 2004). As lectinas ligadoras do HIV também podem influenciar na transmissdo vertical do
virus, considerando que estas moléculas sdo expressas por macrofagos fetais (células de
Hofbauer) e por macréfagos maternos da decidua (Barré-Sinoussi, Georges-Courbot et al.
1997).

Durante a infec¢do primaria ou aguda do HIV-1 a replicacdo viral € intensa, levando a
um aumento importante da carga viral seguido por um declinio relativo na viremia, devido a
uma vigorosa resposta de células T citotoxicas especificas para 0 HIV-1. Com a resolu¢do da
fase aguda, ocorre a estabilizacdo da viremia em niveis variaveis (set points), definidos pela
velocidade da replicacéo viral, iniciando a fase assintomatica da sindrome (Davey, Bhat et al.
1999). A infeccdo cronica pelo HIV € caracterizada por uma persistente ativacdo imunoldgica
e pelo escape viral. A ativacdo cronica das células imunocompetentes pode levar a exaustdo
clonal e apoptose das células, com consequente evolugdo para a depressdo do sistema imune,
sendo que este processo diminui rapidamente com o inicio do tratamento ART. Quando ndo
ocorre 0 uso de ART, pode ter inicio a fase sintomética da doenga. Os infectados cronicos
pelo HIV-1 que possuem a habilidade de manter a contagem de T CD4+ normal por um
periodo prolongado (> 10 anos), sdo denominados nédo progressores por longo tempo. Alguns
dos ndo progressores podem ter viremia ndo detectavel, mas a maioria possui carga viral
detectavel. J& um subgrupo dos ndo progressores faz parte de uma reduzida populagéo,
denominado de controladores de elite, permanecem com viremia indetectavel por ensaios
padrdes (<50 copias RNA/ml) por longo tempo, na auséncia de ART (Deeks and Walker
2007).

1.3 Imunopatogénese da infeccdo pediatrica
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A infeccdo aguda pelo HIV em criancas caracteriza-se por uma carga viral elevada,
que pode permanecer acima de 100.000 copias/mL no primeiro ano de idade, e que diminui
vagarosamente em 2 a 3 anos nas criancas sobreviventes (Richardson, Mbori-Ngacha et al.
2003). O set-point viral € mais elevado em criancas do que em adultos, consistente com
progressao mais rapida da doenca. Na auséncia de uma terapia eficaz, aproximadamente 10-
15% morrem no primeiro ano de vida (Pliner, Weedon et al. 1998). Os progressores lentos
podem desenvolver sinais clinicos e alteracdes imunologicas apds 2-3 anos de idade, e
incluem os que sobrevivem mais do que 8 anos ap06s a transmissdo vertical. Alteracdes
estruturais e funcionais nos genes nef do HIV (Geffin, Wolf et al. 2000), bem como defeito no
alelo de CCR5 (CCR5A32) (Rousseau, Just et al. 1997), tém sido correlacionado com criangas
ndo progressoras por longo tempo. Além disto, marcadores imunoldgicos, como presencga de
menos que 5 % de células T CD8+ HLA-DR+ em criangas com um ou dois meses de idade,
tém sido descritos como fator preditivo para ndo progressores por longo tempo (Paul, Mao et
al. 2005).

Na auséncia de ART, criancas que sdo expostas ao virus e que ndo sdo infectadas,
constituem a maioria dos casos. Em mais de 1/3 destas criancas pode-se detectar proliferagéo
e producdo de IL-2 pelas células do corddo umbilical e do sangue periférico em resposta a
varios antigenos do HIV (Kuhn, Meddows-Taylor et al. 2002). Algumas criancas expostas
ndo infectadas podem gerar resposta T citotoxica aos epitopos de HIV, mas em baixa
frequéncia. Em contraste, outro relato mostra que os neonatos expostos ao HIV e néo
infectados, cujas maes estiveram sob tratamento ART durante a gestacdo, podem mostrar
auséncia de reatividade aos antigenos de HIV, mas uma dominante producédo de I1L-4 e I1L-10
a um estimulo policlonal quando proveniente de mdes com carga viral indetectavel (<80
copias de HIV-1 RNA/mL), enquanto os neonatos de mées com carga viral detectavel
produzem mais IFN-y e TNF-a (Hygino, Lima et al. 2008, Bento, Hygino et al. 2009). O
inicio do tratamento antirretroviral antes da gestacdo reduz os riscos de hospitalizacdo das
criangas expostas e ndo infectadas (Goetghebuer, Smolen et al. 2018).

Além disto, as criancas expostas ndo infectadas possuem elevado nimero de células
com caracteristicas reguladoras com fenotipo TCD4+CD25+CD127+ e um baixo nivel de
ativacdo das células T CD4+ e T CD8+ do corddo umbilical (Kallas, Rosdahl et al. 2006).

A exposicdo precoce ao HIV-1 também causa aceleracdo na idade biologica. Criangas
infectadas e expostas ndo-infectadas tem diminuicdo nos tamanhos dos teléomeros comparadas
as criancas nao expostas (Shiau, Strehlau et al. 2018). Além disso, nas criangas infectadas,

com carga viral detectavel, foi observada uma frequéncia aumentada de células TCD8+
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ativadas e de perfil senescente comparadas com criangas saudaveis (Diaz, Méndez-Lagares et
al. 2012). Elevados sinais pré-inflamatorios ao nascimento, como aumento de IL-8, pode
interferir nas respostas das células T perinatal e, posteriormente, influenciar na maturagédo
imunolodgica e no risco de morbidade e mortalidade de criancas expostas e ndo infectadas por
HIV-1 no Quénia (Lohman-Payne, Gabriel et al. 2018).

H& muitas diferencas na evolucdo da doenca e na resposta imune entre criangas e
adultos o que reflete em estratégias de tratamento distintas para cada idade. Uma estratégia
terapéutica para a erradicacdo do virus em criancas infectadas, in utero, foi descrita em um
caso, onde logo apds o nascimento a crianca recebeu o ART, o tratamento foi suspenso
posteriormente, a crianga teve a carga viral indetectavel por mais de 2 anos (Persaud, Gay et
al. 2013, Luzuriaga, Gay et al. 2015). Até o momento, ainda ndo foi detectado casos de
erradicacdo da infeccdo por HIV-1 em criancas infectadas. Contudo, o inicio precoce da ART
perinatalmente e a melhor adesdo das criangas infectadas pelo HIV minimizam tamanho
reservatorio viral (Tagarro, Chan et al. 2018).

1.4 Interface materno-fetal

A placenta é um o6rgdo constituido pela parede interna vascularizada do Utero
(endométrio) e por estruturas derivadas do embrido. Com a funcdo de promover o
desenvolvimento do feto, a placenta possibilita a passagem de nutrientes, oxigénio, anticorpos
e hormdnios. Durante o estabelecimento da gravidez, na primeira semana de desenvolvimento
embrioldgico, ocorre a clivagem do zigoto e a formacao da mérula (3 dias apds a fertilizacéo)
que é composta por duas camadas, a parte interna e a camada externa ou trofoblasto. Assim,
ha a formacdo do blastocisto, formado pela massa celular interna que da origem ao embrido e
aos trofoblastos, um conjunto de células que compdem a camada embrionaria da placenta,
essas células emitem projecGes que se transformam nas vilosidades placentérias (Castellucci,
Kosanke et al. 2000). Quando um blastocisto é implantado no endomeétrio uterino se inicia a
formagéo de uma placenta funcional que requer a atividade de células especializadas como o
EVT (trofoblasto extraviloso) que remodelam artérias uterinas criando uma ligacdo para o
suprimento sanguineo da placenta, garantindo a comunicacdo mée-feto (Knofler 2010).

O sinciciotrofoblasto (STB) e o EVT originam-se a partir de citotrofoblastos (CTB).
Durante a implantacgéo do blastocisto, os CTB fundem-se para formar uma camada externa de
células multinucleadas que se multiplicam através da incorporacdo de novos CTB,
denominados STB. O STB exerce um papel crucial no processo de troca de gases, nutrientes e

produtos de excregdo entre o feto e a mde e possui atividade enddcrina, liberando hormonios
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envolvidos na gravidez como o HCG (gonadotrofina coribnica), além disso, expressam 0
receptor neonatal (FCRn) permitindo o transporte da 1gG materna para o feto (Kristoffersen
1996).

Artéria espiral

Figura 1 — Estruturas da placenta. A) Estrutura e localizagdo do feto na placenta humana. B)
Ampliacdo do quadro A onde, STB: = sinciotrofoblasto, CTB = citotrofoblasto, EVT= trofoblasto
extraviloso. Figura adaptada (Zeldovich, Robbins et al. 2011)

A decidualizacdo é o processo pelo qual o endométrio se transforma na decidua na
preparacgdo para o desenvolvimento da placenta (Brosens, Pijnenborg et al. 2002). Durante a
decidualizacéo, os leucocitos maternos migram para o Utero onde a face da placenta derivada
do feto foi implantada, e correspondem a aproximadamente 40% das células totais na decidua.
No inicio da gravidez, 70% das células imunes deciduais consistem em células Natural Killer
uterinas (UNK), classificadas como células inatas linfoides 1 e 3 (ILCs) (Doisne, Balmas et al.
2015, Montaldo, Vacca et al. 2015). As células NK deciduais podem diferenciar localmente a
partir de células progenitoras residentes (Lysakova-Devine and O'Farrelly 2014). Em
humanos, as células uUNK podem exibir um papel protetor para algumas viroses, como HIV-1
através da secrecdo de CXCL12 (Mselle, Howell et al. 2009) e para o citomegalovirus
humano (Siewiera, El Costa et al. 2013).

O mecanismo pelo qual as células imunes sdo recrutadas para o Utero ndo é bem
compreendido, mas, devem envolver as quimiocinas (Moser and Loetscher 2001). Os EVT
expressam multiplos receptores de quimioquinas, incluindo CXCR3 e CXCR4. A capacidade
de atravessar a barreira placentaria € um fator determinante para virus invasivos e pouco se

conhece sobre a capacidade da placenta em controlar essa transmissao.
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Na infeccao materna com o HIV, ocorre a passagem de células infectadas e virions
atraves da placenta, livres ou associados a anticorpos neutralizantes, que interagem com 0s
macrofagos placentarios (células Hofbauer). Esses macréfagos expressam os receptores e co-
receptores para a fusdo do HIV, além de possuir os receptores Fc para internalizacdo de
anticorpos, tornando-os células alvo na infeccdo pelo HIV (Simister 1998). Entretanto, tem
sido demostrado, in vitro, que essas células tem baixa capacidade de replicacdo viral quando
comparada a macréfagos derivados de mondcitos do sangue periférico (Johnson and
Chakraborty 2012).

Os trofoblastos além de produzirem altas concentragdes de IFN | e genes
reguladores de interferon (ISG) como STING, MxA e OAS, aumentam a expressdo de
diversos fatores de restricdo viral, como APOBEC, TRIM, Teterina e SAMDH1 (Bai, Tian et
al. 2015). As células de Hofbauer também produzem esses fatores inatos e expressam,
constitutivamente, IL-10 e TGF-B, que inibibem a replicagdo do HIV (Johnson and
Chakraborty 2012).

1.5 Resposta inata: fatores de restricdo viral

A relativa imaturidade imunolégica na fase neonatal, somada a auséncia de resposta de
memoria propicia um lento desenvolvimento e baixa magnitude da resposta imunolégica,
tornando as criangas suscetiveis a varias infecgdes bacterianas e virais. O periodo neonatal
pode representar uma fase Unica de desenvolvimento em que as respostas mostram importante
plasticidade, mas, que podem se restringir devido aos mecanismos de regulacdo (Adkins,
Leclerc et al. 2004). Esta plasticidade imunolégica no periodo precoce de vida desperta o
interesse em estratégias para estimular as células envolvidas na resposta imune inata para
influenciar no desenvolvimento da resposta adaptativa. Assim, para estabelecer uma resposta
adaptativa adequada, é vital a atuacdo de componentes que possuem atividade antiviral.

Entre os varios fatores de imunidade inata, € bem conhecido o papel do interferon tipo
I nas infecgdes virais, considerado como um potente inibidor da infecgdo pelo HIV-1 em
macrofagos CCR5+CD4+ (Lin, Cheng et al. 2012). A dosagem sérica de IFN-o e/ou
expressdo de IFN-a pode ser utilizada como marcador de progressdo de doenga ao HIV ou de
falha terapéutica (Badolato, Ghidini et al. 2008). O IFN tipo I influencia na regulagéo positiva
de varios fatores antivirais, como APOBEC, TRIM e SAMHDL1. Além disto, a administracao
sisttmica de IFN tipo | em individuos infectados por HIV, ndo tratados, induz aumento da
expressdo de marcadores de ativagdo como CD38 e HLA-DR em células T CD8+, mas néo

em TCDA4+ de individuos infectados por HIV (Manion, Rodriguez et al. 2012). As evidéncias
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mostram que o Interferon tipo | placentario é essencial para o sucesso da gestacdo, salientando
a sinalizacdo via TLR para manutencdo deste processo (Kwon, Aldo et al. 2018).

O IFN tipo Il (IFN-X), possui trés subtipos IFN-A1 (IL-29), IFN-A2 (IL-28A) e IFN-
A3 (IL-28B) e pode ser produzido a partir do reconhecimento de antigenos virais (Kotenko,
Gallagher et al. 2003). Na resposta ao HIV, h& indugdo de quimiocinas competidoras com
receptor de entrada e que induzem a expressdo de fatores antivirais como a APOBEC, MxA
via JAK-STAT (Hou, Wang et al. 2009, Liu, Zhou et al. 2012). Além disso, IFN-A também ¢
capaz de suprimir a replicacdo do HIV em macrofagos resistentes a drogas e potencializar a
supresséo causada pelos ARTs (Wang, Wang et al. 2017).

A proteina STING (gene estimulador de interferon) é uma molécula de sinalizagdo da
resposta inata para acidos nucléicos citosolicos que agem de maneira independente de TLR.
Em humanos, ha aproximadamente 400 aminoacidos que ficam ancorados, em dimeros, nos
reticulos endoplasmaticos de células em repouso (Ishikawa and Barber 2008). S&o
predominantemente expressos em macrofagos, linfocitos T, células dendriticas, endoteliais,
epiteliais e fibroblastos (Sun, Li et al. 2009). A presenca de DNA no citosol das células
desencadeia a producdo de IFN tipo | e outras citocinas pela producdo de guanosina ciclica
monofosfato-adenosina monofosfato (CGAMP), a qual interage e ativa a proteina adaptadora
STING. A enzima sintase que ativa 0 CGAMP é considerada um sensor de resposta inata para
0 HIV e outros retrovirus (Gao, Wu et al. 2013). Previamente, detectamos aumento da
expressao de mMRNA para STING em placentas de mées infectadas por HIV, tanto no vilo

como na decidua (Pereira, Cardoso et al. 2013).

1.6 A resposta inata: receptores Toll-like na infeccdo pelo HIV

A resposta imune inata é constituida por células que expressam receptores sentinelas,
denominados receptores de reconhecimento padréo (PRR), capazes de reconhecer motivos
conservados de micrébios (PAMPs, Padrées Moleculares Associados a Patdgenos), presentes
em bactérias, fungos e virus. Atualmente existem 13 receptores TLRs de mamiferos
identificados, sendo 11 presentes em humanos (Jarrousse, Quereux et al. 2006). Os receptores
sdo extracelulares ou endossomais e expressos por diferentes tipos celulares, incluindo
queratindcitos, celulas dendriticas, neutréfilos, macrdéfagos, células endoteliais e células
epiteliais de mucosas (Hasan, Chaffois et al. 2005, Jin, Kim et al. 2007). Os receptores TLR2,
TLR4, TLR5, TLR6, TLR10 estdo presentes na membrana plasmatica e sdo essenciais para 0
reconhecimento de componentes da parede bacteriana e particulas virais (Hasan, Chaffois et
al. 2005, Jin, Kim et al. 2007). Os receptores, TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 estdo localizados
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em compartimentos endossomais, reconhecem acidos nucleicos virais e bacterianos (Bell,
Botos et al. 2005, Haas, Metzger et al. 2008), e estdo envolvidos na imunidade inata contra
virus por serem potentes indutores de interferon tipo I.

O ligante natural do TLR3 é a dupla fita de RNA viral (dsSRNA), o TLR7 e 8
reconhecem a fita simples de RNA viral (sSRNA) e o TLR 9 reconhece o DNA ndo metilado,
rico em motivos de citosinas e guanosinas, de bactérias e virus (oligodeoxinucleotideo CpG).
Estes receptores sdo expressos principalmente nas APCs, sendo o0 TLR3 nas mDC, o TLR7 e
0 TLR 9 nas pDCs e 0 TLR8 nas mDC e mondcitos (Hornung, Rothenfusser et al. 2002).

As vias de sinalizacdo do TLR sdo reguladas por moléculas adaptadoras intracelulares,
tais como MyD88, MAL, TRIF, TRAM e SARM (O'Neill 2007). A maioria dos TLRs, com
excecdo do TLR3, sinaliza via MyD88, iniciando a sinalizacdo de uma serie de quinases e
outras proteinas que culmina na ativacdo de outros fatores de transcricdo, NF-kB e AP-1.
Outros adaptadores, como os membros da familia de fatores de transcricdo IRF (fator
regulador de IFN), particularmente o IRF 1, 3, 5 e 7 sdo ativados pela MyD88 ou TRIF e séo
cruciais para producéo de IFN tipo | (Petry and Gaspari 2009).

Na placenta, o aumento da expressdo de TLR 2, 7 e 7 estd associado a abortos
espontaneos (He, Zhou et al. 2017). Trofoblastos estimulados com agonista de TLR3
aumentam a producdo de fatores antivirais como MxA, OAS e APOBEC, indicando que essas
células sdo capazes de reconhecer e responder a produtos virais (Abrahams, Schaefer et al.
2006). Em contrapartida, a inducdo da via de TLR4 promove a producdo de citocinas
inflamatdrias a apoptose em células deciduais, estas por sua vez, aumentam a expressdo de
TIM-3 que funciona como um regulador e protege as células deciduais da apoptose através de
uma via dependente de ERK1/2 (Wang, Cao et al. 2015).

Em conjunto, a ativacdo via TLR, em especial os intracelulares, levam a sinalizacéo e
producdo de IFN-tipo I, essencial para a resposta antiviral, e para modular positivamente
fatores associados a resposta antiviral que pode ser uma interessante estratégia antiviral no
periodo neonatal.

Os fatores antivirais, bem como os retrovirus endégenos, sdo geralmente modulados
pela expressao de fatores como IFN-I e I11. O préprio, HIV-1 possui componentes capazes de
desencadear a via de TLR7-8, e culminar na producdo de IFN-I. Por outro lado, a infecgéo
pelo HIV-1 também pode influenciar na expresséo de retrovirus endogeno, e ambos serem

controlados pela agéo do IFN-I.

1.7 A resposta inata: Inflamassomas e DAMPs na infeccdo pelo HIV
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Os inflamassomas sdo um sistema de receptores e sensores da imunidade inata que
podem ser estimulados por LPS, muramil dipeptideo, RNA bacteriano em associa¢do aos
fatores associados a sensores de perigo (DAMPS) como a proteina R-amildide, ATP
(adenosina trifosfato), cristais de acido drico, alimen ou ainda fatores de agressdo externos
como a exposicdo a radiagdo ultravioleta e silica (Agostini, Martinon et al. 2004). Esse
reconhecimento regula a ativacdo de caspase-1, cuja funcdo é clivar os precursores das
citocinas pro-IL-1p e pré-1L-18 para suas formas bioativas, IL1-p e IL18. Essas citocinas, por
sua vez, regem a resposta inflamatdria, desencadeando uma cascata de eventos que culminam
no recrutamento e ativacdo de diversos tipos celulares (Netea 2014). Além das formas
convencionais de formacao de inflamassomas, como os NLR (Nod like Receptors), a proteina
AIM-2 (ausente em melanomas-2) também pode ativar a Caspase-1, entretanto, diferente dos
NLR, AIM-2 pode se ligar diretamente aos estimulos, dsSDNA citosolico, em um infec¢édo
patogénica (Hornung, Ablasser et al. 2009). Além disso, AIM-2 ndo reconhece uma estrutura
ou sequéncia especifica de dsDNA, para o reconhecimento é necessaria uma sequéncia de ao
menos 80 pares de bases (Jin, Perry et al. 2012).

Ha envolvimento da caspase-1 e ativacdo de inflamassomas em condicdes fisioldgicas
e patoldgicas na gravidez humana (Gotsch, Romero et al. 2008). Contudo, na infec¢do por
HIV-1, é importante definir o perfil de expressdo de DAMPs e inflamassomas na interface
materno-fetal, considerando o grau de imunoativacdo na infec¢éo por HIV-1 materna.

Na infeccdo pelo HIV, apds o reconhecimento de particulas virais pelo receptor TLR8
nas células CD4+ ativadas, o inflamassoma NLRP3 (NALP3) pode ser iniciado, levando a
liberagdo de IL-1B (Chattergoon, Latanich et al. 2014). Este inflamassoma também esta
relacionado ao aumento da producgdo de IL-1 em trofoblastos, apos a ativagao com acido
arico, que atuaria como DAMP (Mulla, Myrtolli et al. 2011). Em células ndo permissivas a
infeccdo, ndo ativadas, o reconhecimento do HIV, através do sensor citosélico IFI16, gera um
sinal para ativacdo direta de inflamassomas, que também culminara na liberagdo de citocinas
pro-inflamatorias. Entretanto, no caso da ativacdo de inflamassomas em celulas em repouso,
essa intensa ativacdo de Caspase-1 pode levar & piroptose, que inicia um processo de morte e
deplecdo de TCD4+, marcador da fase sintomatica da doenga (Doitsh, Galloway et al. 2014).

As moléculas enddgenas chamadas de alarminas ou DAMPs sdo responsaveis por
sinalizar os danos causados nas células e nos tecidos (Bianchi 2007). Neste grupo, inclui a
proteina nuclear HMGB1 (high-mobility group proteins) que pode ser secretada para o meio
extracelular de maneira ativa, por uma célula intacta, apés um estimulo pro-inflamatorio, ou

ainda, de maneira passiva, quando a célula sofre algum dano.
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A HMGBI1 ¢ composta por uma sequéncia de 215 aminodcidos e codificada a partir do
cromossomo 13q12 (Gougeon, Melki et al. 2012). Estd presente na maioria das células
nucleadas, conservada evolutivamente (Sessa and Bianchi 2007), e atua em diversos
processos bioldgicos incluindo regulacdo do ciclo celular e expressao génica através da
condensagdo ou desenrolamento da cromatina (Agresti and Bianchi 2003). Além disso, esse
DAMP age como um potente fator pro-inflamatorio, estimulando a imunidade inata,
promovendo a resposta adaptativa e a reconstrucao dos tecidos lesionados (Yang, Antoine et
al. 2013). Outro processo ja descrito ¢ o efeito pro-angiogénico, induzindo MAPK/ERK12,
proliferacdo celular e quimiotaxia nas células endoteliais (Mitola, Belleri et al. 2006).

Os principais receptores descritos para HMGBI1 sdo RAGE (Receptor for Advanced
Glycation End-products), TLR2, TLR4 e TLR9 que promovem a sinalizagdo através das vias
Myd88 e NF-kB (Tian, Avalos et al. 2007). Na sinapse entre células iDCs e NK, as iDCs
liberam IL-18, que por sua vez, induzem a liberacio de HMGBI1 pelas NKs, que promove
inflamacdo e induz a matura¢do da DC (Semino, Angelini et al. 2005).

Na placenta de mulheres com pré-eclampsia sao encontrados niveis aumentados de
mRNA e proteicos de HMGB1 e RAGE, além de uma alta expressdo sérica dessa alarmina
em comparagdo a mulheres saudaveis (Zhu, Zhang et al. 2015).

Além disso, ha um efeito adjuvante quando a proteina HMGB1 est4d associada aos
receptores TLR, capaz de promover a replicagdo in vitro do HIV. A elevagdao de LPS e
HMGBI esta relacionada com o aumento da carga viral, mostrando a importancia dessas
moléculas na ativagdo imune na infecgao pelo HIV (Treseid, Nowak et al. 2010, Trinh, Pham
et al. 2016)

Em contraste, 0 HMGBI1 € capaz de inibir a replicagdo do HIV-1, tropico para o
receptor CCRS5, em macrdfagos primarios, de maneira dose-dependente, através da indugdo da
liberacdo de quimiocinas ligantes desse receptor, como CCL3, CCL4 e CCL5 (Nowak,
Barqasho et al. 2006). Além disso, ativa a replicacio do HIV latente em linhagens de
mondacitos.

H& poucos relatos sobre os inflamassomas e 0 HMGBL1 na interface materno-fetal na

infeccdo por HIV-1.

1.8 Retrovirus endégenos humanos na infeccdo por HIV

Os retrovirus endogenos humanos (HERVS) estdo inseridos no DNA humano h& mais
de 5 milhdes de anos e representam cerca de 8% do genoma (Bannert and Kurth 2004). S&o

constituidos por genes bésicos de retrovirus (gag, pro, pol e env) que possuem multiplas
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mutacdes, delecdes e codons de parada em um ou mais genes tornando-os em sua maioria,
defectivos (Jern and Coffin 2008).

O tumor mamario de camundongo semelhante ao virus 2 (HML-2) da subfamilia dos
HERVs, também chamado de HERV-K, é o0 mais estudado e sua expressao esta relacionada
com diversas doencas humanas (Mallet, Bouton et al. 2004). Expressam sequéncias de leituras
abertas (ORFs) funcionais para diversas proteinas, como o gene gag que codifica proteinas do
nucleo, gene pol que codifica a transcriptase reversa e medeia a integracdo no DNA, o0 gene
env que codifica proteinas do envelope envolvidas no reconhecimento de receptores e fusdo
de membrana, assim como as proteinas acessorias Np9 e Rec (Lower, Boller et al. 1993) que
s8o expressas, respectivamente, pelo tipo 1 e tipo 2 do HERV-K.

Diversos estudos tém evidenciado que o0 HERV pode estar envolvido com diversas
doencas, incluindo doencas autoimunes, neuroldgicas, cancer e doencas infecciosas (Young,
Stoye et al. 2013).

Os niveis de RNAm para HERV-K em PBMC estdo elevados nos individuos
infectados por HIV-1 em comparacdo com os saudaveis (Contreras-Galindo, Kaplan et al.
2006). Além disto, células mononucleares do sangue periférico de individuos saudaveis
infectadas in vitro por HIV-1, mostram aumento da expressdo da proteina de HERV-K
(Contreras-Galindo, Lépez et al. 2007).

Em linfécitos humanos primarios, a expressio de HERVK-18, KIl e K102
representam 90% da expressdo dos HERV-Ks, além disso, a proteina env de HERVK-18 é
capaz de se incorporar a matriz proteica do HIV substituindo o envelope do virus (Brinzevich,
Young et al. 2014).

A expressdo de HERV também estd envolvida com diversos processos fisiologicos
como o desenvolvimento embrionario e na promocdo de mecanismos contra infeccGes
causadas por retrovirus exdgenos (Garrison, Jones et al. 2007). Os mecanismos que levam a
expressao dos retrovirus enddgenos ainda ndo foram determinados, entretanto, processos
inflamatorios, agentes quimicos, citocinas, hormonios e estresse podem desencadear sua
ativacdo (Evans, Alamgir et al. 2009).

A placenta expressa diversos tipos de retrovirus endégenos que foram endogeneizados
ao longo de milhdes de anos, com énfase no HERV-W, que codifica uma proteina conhecida
como sincitina (Syncytin), cuja funcdo é promover fusdes celulares para a formacdo dos
sinciciotrofoblastos — células multinucleadas que originam os trofoblastos fetais (Mi, Lee et
al. 2000, Malassiné, Handschuh et al. 2005). Na neurodegeneracdo associada ao HIV

(neuroaids), a proteina tat do HIV estimula HERV-W em astrdcitos, que via interacdo com
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TLR4, induz a producgdo de TNF-a (Uleri, Mei et al. 2014). Além disto, a sincitina possui um
importante papel imunorregulador, em PBMCs essa proteina é capaz de inibir a expresséo de
IFN tipo I e Il e aumentar a producdo de IL-6 e IL10 (Tolosa, Parsons et al. 2015). A
sincitina também esta presente em exossomas liberados por explantes de tecidos placentarios
e tem papel imunossupressor em células sanguineas (Tolosa, Schjenken et al. 2012). No soro
de mulheres com pré-eclampsia foram encontrados niveis diminuidos de sincitina comparados
com gestacdes normais (Vargas, Zhou et al. 2014).

A hipoétese de trabalho € que ha existéncia de um sistema ativo de imunidade
antiviral expresso em ambos, mée infectada por HIV-1 e recém-nato exposto. Todavia, um
complexo sistema regulador, presente principalmente na placenta, pode conter a inflamagéo
local e auxiliar nos mecanismos envolvidos na protecao do feto a infeccdo do HIV-1. De fato,
grande parcela dos infantes ndo se infecta quando na auséncia materna de tratamento

antirretroviral.
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6 CONCLUSAO

O sistema imune na gestacéo € peculiar, ha os trofoblastos que protegem o embrido da
rejeicdo imunoldgica, e a0 mesmo tempo inibem infecgdes. O aumento de mMRNA de fatores
inflamatorios e DAMPS revela que o sistema imune inato na placenta é capaz de reconhecer o
virus, ou ainda, o dano causado pela vigéncia da infeccdo. Entretanto, para diminuir o estado
inflamatdrio local, essencial para a replicacdo viral, as celulas placentarias controlam a
producdo proteica dessas moléculas. O aumento de STING, IRF-7, IFN tipo I e Il no vilo
também corrobora para a resposta antiviral, outro mecanismo de defesa do RN. N&o ha
evidencia de RNA ou DNA de HIV na placenta, mas ha um aumento na expressdo
constitutiva de HERVs e no colostro e em CMN, a infeccdo pelo HIV ndo alterou os niveis de
expressdo de HERVs. Além disso, a supressdo sistémica de citocinas pro-inflamatérias no
soro dos RNs expostos, revela uma tentativa de controle do estado inflamatério. E possivel
que o controle do estado antiviral e a supressdo do ambiente inflamatério sejam uma forma de
balancear a resposta imune local, numa tentativa de manter a homeostase para a formacéo do

feto e impedir a transmissdo vertical.
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