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Mecanismos envolvidos na laténcia do HIV-1

Abstract

HIV-1 infection currently inflects millions of people globally and is still one of the world’s largest
pandemic. Current antiretroviral therapy has improved the quality of life of people living with
HIV-1 but these therapies do not target latent proviral HIV. The existence of these latently
infected cells represents the major barrier to virus eradication. HIV-1 will persist integrated into
the host cell genome without producing viral particles, but remain replication-competent. In this
latent state the virus is able to escape the immune system and the effects of antiretroviral
therapy. This review aims to present the main mechanisms involved in the establishment and
maintenance of viral latency, the cellular and anatomical reservoirs where the virus persists,

and the therapeutics under study for the elimination of these latently infected reservaoirs.

Keywords: HIV; Latency; Persistence Mechanims; Reactivation; Reservoirs; Therapy
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Resumo

A infecao pelo HIV-1 infeta atualmente milhdes de pessoal globalmente, sendo ainda uma das
maiores pandemias mundiais. A terapia antirretroviral atual permite aos individuos infetados
uma qualidade de vida consideravel, mas tem de ser mantida ao longo de toda a vida do
individuo. A existéncia de células latentemente infetadas é o maior obstaculo a erradicacao
deste virus. O HIV-1 vai permanecer integrado no genoma da célula hospedeira, sem
producdo de particulas virais, mas mantendo a sua capacidade replicativa. Neste estado
latente, o virus consegue escapar ao sistema imunitario e aos efeitos da terapia antirretroviral.
Esta monografia pretende apresentar 0s principais mecanismos envolvidos no
estabelecimento e manutencao da laténcia viral, os reservatérios celulares e anatémicos onde
0 virus persiste, e ainda as terapéuticas em estudo para a eliminacdo destes reservatorios

latentemente infetados.

Palavras-chave: HIV; Laténcia; Mecanismos de persisténcia; Reativagdo; Reservatorios;

Terapia
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Abreviaturas

HIV: Human Immunodeficiency Virus

SIDA: Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida

SIV: Simian Immunodeficiency virus

WHO: World Health Organization

HAART: High Active Antirretroviral Therapy

LTR: Long Terminal Repeats

dN: Desoxinucleosidos

RT: Transcriptase Reversa

LBP-1: Ligand-binding protein 1

YY1: Ying Yang 1

TAR: Transactivation Responsive Region

RRE: Rev Response Element

Crm-1: Nuclear Export Factor Exportin 1

NNRTIs: Inibidores da Transcriptase Reversa Nao-analogos dos Nucleosideos
NRTIs: Inibidores da Transcriptase Reversa analogos dos Nucleosideos
APOBECS3: Apoliprotein B Editing Catalytic Polypeptide

MDMs: Monocyte-derived Macrohages

IN: Integrase viral

RNA Pol II: RNA Polimerase I

CRFs: Chromatin Reassembly Factors
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HATSs: Histonas Acetiltransferases

HDACL1: Histona Deacetilase 1

CycT1: Cyclin T1

CDKO: Cyclin-dependent kinase 9

NF-90: Nuclear factor 90

7SK snRNP: 7SK small nuclear ribonucleoprotein
7SK snRNA: 7SK small nuclear RNA
HEXIM1: Hexamethylene bisacetamide (HMBA)-inducible protein 1
SiRNA: small interfering RNA

LSF: Late Simian virus 40 transcription Factor
VPA: Valproic Acid

CBF-1: C-promoter inding factor-1

H3K9: Histona 3 na lisina 9

HMTs: Histone methyltransferases

LSD1: Lysine-specific Demethylase

CTIP2: COUP-TF Interacting Protein 2

IL-2: Interleucina 2

IL-7: Interleucina 7

PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cell
VCCs: Virus-Containing Compartments

VSs: Sinapses Virolégicas

DCs: Células Dendriticas
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iDCs: Células Dendriticas imaturas

Células Tcm: Central memory T-cells
Células Tyw: Transitional memory T-cells
LCs: Langerhans Cells

GALT: Gut-associated lymphoid tissue

SNC: Sistema Nervoso Central

HPCs: Hematopoietic Progenitor Cells
SAHA: Suberoylanilide hydroxamic acid
HMTis: Histone Methyltransferases inhibitors
DNMTis: DNA Methyltransferase inhibitors

HMBA: Hexamethylbisacetamide
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Objetivos

O objetivo € a criagcdo de uma monografia na qual se pretende rever os mecanismos que
levam ao desenvolvimento e & manutengdo da laténcia nas células infetas pelo HIV-1, bem
como os reservatorios celulares e anatdmicos onde esta laténcia se verifica e ainda rever as

alternativas terapéuticas que tém como objetivo a reversdo deste estado latente.

X1
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Materiais e Métodos

A elaboracédo da presente monografia baseou-se na analise, interpretacéo e sintese de artigos

cientificos originais e de revisdo, bem como a consulta de algumas péginas na internet.

Os artigos referidos foram obtidos a partir de plataformas eletronicas como o PubMed e o

Google Scholar, usando como principais palavras chaves: HIV; AIDS; latency; mechanisms.

Foram também utilizados artigos cientificos encontrados nas referencias bibliografica de
artigos selecionados da pesquisa anterior que foram considerados relevantes para o

desenvolvimento desta monografia.

A pesquisa referida foi realizada no periodo de 22 de Fevereiro a 15 de Novembro de 2017.

XV
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1 Introducéo

O HIV (Human Immunodeficiency Virus), foi isolado pela primeira vez em 1983 por
investigadores franceses (1), e a sua relagdo com a SIDA (Sindrome de imunodeficiéncia
adquirida) comecou a ser estudada na mesma década (2-5). O HIV-1 é um retrovirus do
género Lentivirus (6) que teve origem numa transmissdo entre espécies do SIV (Simian

Immunodeficiency virus) que naturalmente infecta primatas em Africa (7).

A SIDA leva ao desenvolvimento de uma infecdo pelo HIV, que é caracterizada pela destruicéo
do sistema imunitario e pelo aumento da ocorréncia de infecfes oportunistas (8). Esta é a
consequéncia direta da continua e elevada replicagdo do HIV-1 nos individuos infetados,

levando a destruicédo e desregulacao dos linfocitos T CD4 (9).

Segundo dados da WHO (World Health Organization), 36,7 milhdes de pessoas estavam
infetadas pelo HIV em 2015 e houve cerca de 2,1 milhdes de novos infetados no mesmo ano,
demonstrando o grande problema de salde publica que este virus representa (10). Nos
tltimos anos registou-se um aumento da prevaléncia de doentes com SIDA devido a
diminuicdo da mortalidade e da incidéncia, consequéncia também da menor transmissao
(11,12), no entanto a mortalidade associada a esta doenca ainda é elevada nos paises

subdesenvolvidos, tendo sido registadas cerca de 1,1 milhdes de mortes em 2015 (10).

Por volta do ano de 1996 foi desenvolvido um tratamento de maior eficacia para a infe¢éo pelo
HIV: HAART (high active antirretroviral therapy), esta terapia veio diminuir a mortalidade e
morbilidade (13,14), bem como as infe¢bes oportunistas mais relacionadas com a infecéo por
HIV (15), principalmente em doentes com baixas contagens celulares CD4 (16). Apesar do
enorme sucesso de HAART em suprimir a replicacdo viral, permitindo aos doentes uma
reducdo dos niveis virais plasmaticos para valores inferiores a 50 copias/mL (12-18), esta
terapia requer tratamento ao longo de toda a vida do individuo infetado, ndo permitindo o

controlo total da replicagcdo (24-27). Mesmo em doentes sujeitos a HAART durante varios
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anos, foi detetado HIV-1 integrado com competéncia replicativa em células T (28-30), e assim

que este tratamento € retirado ocorre um rebound viral (29,31).

O HIV remanescente durante HAART tem trés origens possiveis: (i) ciclos continuos de
replicagdo viral, (ii) producdo viral em santuarios onde o tratamento antirretroviral ndo
consegue atuar devidamente ou (iii) células latentemente infetadas que funcionam como
reservatorio viral (32—-36). Estas séo caracterizadas por possuirem o genoma proviral
integrado no genoma celular mas sem producéo ativa de virus (37,38). A formacéao de células
latentes, embora ocorra em todos os individuos infetados, é um processo pouco frequente
(21,39), ndo se relacionando com a contagem de células T CD4+ atuais, com o RNA
plasmético ou com o tratamento (40). No entanto, quanto menores sdo as contagens das
células CD4+ iniciais maior sera o reservatorio de células latentes (41). Em doentes
submetidos a HAART, com niveis plasmaticos virais controlados e suprimidos, foi detetada a
presenca de células T CD4* latentemente infetadas pelo HIV com capacidade replicativa
(23,34). Este reservatorio celular tem uma longa semivida (42) e reflete uma populacdo

“arquivada” diversificada (25,43).

A laténcia viral nas células infetadas é atualmente o maior obstaculo na cura da infecao por
HIV-1 (26,44-51), tendo sido extrapolado que demoraria pelo menos 60 anos de tratamento

para a erradicacdo do virus nos compartimentos com células latentes (52).
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2 Resultados:

2.1 Ciclo Replicativo

Genomic RNA

Reverse
transcriptase Lipid membrane

Figura 1 — Estrutura do virus. O virus tem um diametro aproximadamente de 90 — 120 nm e o seu invélucro
deriva da membrana plasmatica do hospedeiro. As glicoproteinas gp120/41 atravessam a membrana e ficam a
superficie da particula viral. A glicoproteina 41 (gp14) interage com a proteina da matriz p17. A proteina p24 é
responsavel pela forma da capside, que contem duas copias positivas de RNA (genoma do HIV-1), a proteina
transcriptase reversa e outras proteinas hospedeiras importantes para o ciclo replicativo do virus (retirado de (6))

O HIV-1 é um retrovirus do género Lentivirus, da familia Retroviridae, e o seu genoma contém
trés genes de grandes dimensdes: gag, pol e env que codificam as principais proteinas
estruturais e enzimas necessarias para o ciclo replicativo (Figura 1 e Figura 2). O gene gag
codifica as proteinas da capside (53), o gene pol algumas das enzimas necessarias a
replicacdo e o gene env a glicoproteina de superficie gp160. O genoma viral vai ainda codificar
as proteinas Tat e Rev, responsaveis pela ativacao da transcricao, splicing e exportacéo

nuclear. Outros genes vao codificar proteinas acessorias como Vif, Vpr, Vpu e Nef (Figura 2).
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O genoma viral comeca e termina nos LTR (Long Terminal Repeats) que sdo necessarios a

transcricdo, transcricao reversa e integracao (6).

ol

gag
vif

Figura 2- Genoma do HIV-1 (retirado de (6))

O HIV-1 usa como principal recetor a molécula CD4 e os coreceptores CCR5 e CXCR4, entre
outros, 0 que modela o seu tropismo (54). O HIV-1 pode infetar varios tipos de células
imunitarias, tendo os macréfagos e os linfocitos T CD4+ como principais alvos (55-57). Ao
contrario das células T ativadas, as células T CD4+ quiescentes sdo resistentes a infecéo pelo
HIV. Estas caracterizam-se por estar na fase Go;1a € por resistirem a entrada viral, bem como
a iniciacdo e continuacdo da transcricdo reversa (58). No entanto, o HIV-1 demonstra ser
capaz de infetar e integrar um nimero pequeno de células T em repouso na auséncia de
estimulos (59,60). A adicdo de dN (desoxinucleésidos) aumenta a integracéo em células T em
repouso embora a cinética seja lenta em comparacéo com as células T ativadas (61). Dentro
das células T em repouso, as de memoria sdo mais suscetiveis a infecao que as naive (62),
em parte devido a maior resisténcia a fusdo nas células naive (60), no entanto estas ultimas

sao produtivas in vivo (63).

O HIV-1 infecta as células T e os monécitos/ macréfagos através da interagédo da gp120 com
o recetor CD4 e os coreceptores CXCR4 ou CCR5 (64,65). A fusdo entre o invélucro do HIV

e a membrana da célula hospedeira é um passo critico na entrada viral (Figura 3).

ApoOs a entrada na célula, o HIV usa a enzima RT (transcriptase reversa) para converter o seu
RNA em DNA de dupla cadeia, que pode ser incorporado no genoma da célula hospedeira.
Uma vez integrado, o DNA proviral vai ser replicado com o DNA celular durante a divisédo

celular normal da célula hospedeira (revisto em (6) e (66)) (Figura 3). Apés entrada na célula,
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0 virus pode induzir a apoptose nas células T em repouso ou ficar suscetivel para degradagéo
celular durante a transcricdo reversa inicial (67). Esta integracdo no genoma humano nao
ocorre de modo aleatério, tendo preferéncia por regibes contendo genes ativamente
expressos (47,68), como explicado mais a frente neste documento. LEDGF/p75 € um fator
do hospedeiro que se liga a integrase viral favorecendo a frequéncia de integracdo do HIV-1
(69), na auséncia deste a integracdo ocorre em menor nimero e com menor seletividade no

local de integracao.

(1) Attachment (2) Fusion
b4 T

1 o 5400

{ (3) Uncoating

Il

(10)
Assembly

Integration ’Lﬁ,\’ b —

Transcnption (7) !
" L 2 Y 5
a aQ »
~ \) ?
. ot (1) Buddin ) »
*tevanect (8) Viral genome : 9 - ) < .
Nuclear export N\ /4 o "
s
A M
(12) Release B

({3:]' Maturation

Figura 3 — Ciclo Replicativo do HIV-1. A infec&o inicia-se com a ligagdo das glicoproteinas do involucro viral
aos recetores CD4 e coreceptores presentes (passo 1), levando a fusdo das membranas e entrada da particula
viral na célula (passo 2). Ocorre a descapsidacao (passo 3) e permitindo a atividade da transcricao reversa
(passo 4) que por sua vez vai permitir a formacé@o do complexo de pré-integracéo (PIC). Ocorre entédo a
importacao para o nicleo da célula (passo 5) e integracao do provirus (passo 6). A transcrigdo proviral (passo 7)
leva a producdo de RNAs mensageiros (MRNAS) e a sua posterior exportacédo (passo 8). Estes mMRNAs servem
de molde a producao de proteinas virias essenciais (passo 9), e o RNA gendmico viral € incorporado em
particulas virais (passo 10). Gemulagéo da particula viral (passo 11) é seguido de libertacéo (passo 12) e
finalmente maturacéo mediada por protéases (passo 13) (retirado de (6)).

O promotor viral LTR contém trés regides funcionais: (i) elemento de regulacao negativo, (ii)
regido ativadora e (iii) regido de promocao basal onde a transcri¢éo se inicia (70). O promotor
viral contém varios elementos necessarios para a transcricdo, como dois locais de ligacao NF-
KB, trés locais de ligacdo SP1, a TATA box e o local de ligagdo LBP-1/YY1 (Ligand-binding

protein 1/Ying Yang 1) (70-72). Tat € uma proteina trans-ativadora do HIV que interage com
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0 LTR viral através de TAR (transactivation responsive region) (73). A presenca de Tat permite
o recrutamento do complexo de elongacéo p-TEFb. Assim que os elementos Tat, TAR e p-

TEFb interagem, ocorre a hiperfosforilacdo de RNA Pol Il e a transcricdo inicia-se (66,70).

ApOs transcricdo no nucleo é necesséario a exportacdo dos RNAs de maiores dimensdes
(single-spliced e unspliced), que ocorre apds associacdo de Rev (uma proteina viral essencial)
ao RRE (Rev response element) por interagdo com a Crm-1 (nuclear export factor Exportin
1), levando a translocacdo do complexo Rev/RNA para o citoplasma onde é libertado por
hidrélise (66). A morfogénese e gemulacdo das particulas virais parece ocorrer na membrana

plasmatica (74), associada a um processo proteolitico da proteina Gag (53).

2.2 Fases da Infecéo por HIV-1

A .
1200 - Acute Asymptomatic AlDS 0P
%H}Uﬂ CD4 blood I
. — 1§ ==
B — HIVRNA [MFS
2 =
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g 400 g
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3 200-
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Weeks Years

Figura 4 — Niveis de linfocitos CD4 e cépias de RNA viral durante a infecdo nao tratada. (retirado de (6))

A infecdo pelo HIV-1 tem varias fases: fase aguda, fase assintomatica e fase sintomatica/
SIDA (Figura 4). O virus replica-se ativamente durante todas estas fases (75). A infecéo por

HIV-1 vai modular os niveis de transcricdo de varios genes celulares ao longo das diferentes
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fases da infecdo (76) (Figura 4), favorecendo a disseminacdo do virus e a apoptose das

células infetadas.

Na fase aguda (que dura até a 4 semana) verificam-se niveis consideravelmente elevados
de virus em circulacdo e ha ja uma | arga por¢cdo de células T CD4+ infetadas no sangue e
nos nddulos linfaticos (Figura 4). O rapido aumento da replicacéo viral leva a inducdo de

citocinas proé-inflamatorias (revisto em (6) e (67)).

Quando é atingido o pico da virémia, comecam a aparecer respostas imunitarias humorais
(anticorpos especificos para os antigénios virais) e respostas celulares (via células T CD8+)
(revisto em (6)). Estes anticorpos exercem uma pressdo seletiva que vai favorecer a
sobrevivéncia dos mutantes nado neutralizados, existindo uma grande variabilidade de
resposta aos anticorpos que vao aparecendo como consequéncia da infecdo viral (6,77).
Estes aparecem dois meses apos a infe¢do, no entanto o HIV-1 consegue escapar aos efeitos

destes num curto espaco de tempo, quando o titulo destes anticorpos ainda é baixo (78).

A infecdo crénica/ fase assintomatica, tem inicio apos a seroconversao e é caracterizada por
um aumento gradual da virémia e por uma diminui¢cdo lenta dos niveis de células T CD4+,
devido a niveis constantemente elevados de infecdo das mesmas. O decaimento destas
células acaba por desencadear uma situacdo de imunodeficiéncia e consequentemente
comeca o aparecimento de infecbes oportunistas de microrganismos como Pneumaocystis
jirovecii, micobactérias, citomegalovirus, Toxoplasma gondii, entre outros. Na fase sintoméatica
(Figura 4 - AIDS), verifica-se uma imunodeficiéncia grave da qual resulta a incapacidade do
hospedeiro de controlar a infecéo e proliferacdo de agentes infeciosos que acabam por levar

a morte cerca de 95% dos doentes néo tratados (revisto em (6)).

2.3 Terapéutica antirretroviral e suas limitagoes

A terapia antirretroviral combinada permitiu uma reducdo dos niveis virais plasmaticos para

valores inferior a 50 copias/mL (18-22,79), mas mesmo apds anos de tratamento continuo, é
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detetado HIV-1 com competéncia replicativa, em células T e noutros reservatorios celulares
(23,28-30,37,80). A terapia continua com niveis virais inferiores a 50 copias/mL vai impedir o
aparecimento de estirpes resistentes (19,21,81-84), permitindo um tratamento prolongado

sem risco de elevadas resisténcias virais.

Os farmacos antirretrovirais sdo agrupados nas seguintes classes: (i) NNRTIs (inibidores da
transcriptase reversa ndo-analogos dos nucleosideos), (ii) NRTIs (inibidores da transcriptase
reversa analogos dos nucleosideos), (iii) inibidores da protease, (iv) inibidores de fusao, (v)
inibidores de entrada e (vi) inibidores da integrase. Em doentes ndo sujeitos anteriormente a
terapias antirretroviral, o regime terapéutico é atualmente baseado em dois NRTIs e um

inibidor da protease, um (NNRTIs) ou um inibidor da integrase (revisto em (6)).

O aparecimento de células com provirus latentemente integrados ocorre numa fase precoce
da infe¢éo (85,86), portanto quanto mais cedo for iniciada a terapéutica antirretroviral, menor
sera a dimensdo do reservatorio latente (9,14,86-96). Esta terapéutica deve ser iniciada
preferencialmente durante a infecdo primaria/aguda, de modo a permitir uma limitada
destruicdo do sistema imunologico e uma melhor recuperacdo imunoldgica ao nivel das
contagens de células T CD4+ pés-HAART (97-99), permitindo ainda a reducdo da
transmissao (11,90,91,100). O inicio de HAART as 30 horas de idade num recém-nascido
diagnosticado com HIV levou a auséncia de detecdo do virus apés paragem do tratamento
antirretroviral aos 15 meses (101), no entanto este caso foi apenas temporario, tendo sido

detetado HIV plasmatico aos 3 anos (102).

Durante o tratamento, picos (“blips”) de virémia podem ocorrer. Trata-se de variacdes
biol6gicas e aleatorias dos niveis de RNA viral (103), sendo que a duragéo destes “blips”
curta e de baixa magnitude, ndo sendo registadas estirpes resistentes antes, durante ou

depois destes ocorrerem.

A origem da virémia durante HAART e ap0s a sua suspensao é controversa. Alguns estudos
defendem que o virus rebound é semelhante ao virus presente na fase de pré-tratamento (32),

e por isso tera a sua origem nas células latentes que foram infetadas no inicio da infecéo;
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outros demonstraram que HIV em circulagdo durante HAART € geneticamente distinto do
encontrado nas células T em repouso (104), defendendo outra origem para o virus libertado.
Outros, a semelhanca dos primeiros, afirmam que o HIV plasmatico presente durante HAART
€ na sua maioria wild-type e sensivel aos antirretrovirais (21,81,82,105,106), sem haver
selecdo de mutantes resistentes aos farmacos ao longo dos anos de tratamento, sugerindo
que a origem do HIV no plasma pode resultar da libertacao intermitente de virus das células
latentes ou replicacdo em santuarios. A ndo emergéncia de estirpes mutantes deve-se ao uso
de HAART, que devido a potente supressao da replicacdo viral limita significativamente a

evolucdo do HIV (32,84,99,107-109).

A intensificacdo de HAART (com uso de outros antirretrovirais ou doses mais elevadas) nao
parece diminuir o nivel residual de HIV-1 em doentes com RNA viral inferior a 50 cépias/mL
(95,110-112), o que é consistente com a hipétese de que os niveis de virémia residual tém
outra origem para além da replicagéo ativa e continua (95,113), ndo excluindo a hipétese de
replicacdo noutros compartimentos onde a penetragdo dos antirretrovirais € inferior. A
intensificacdo da terapéutica antirretroviral também n&o consegue diminuir o reservatoério de
células latente (114), demonstrando a incapacidade da terapéutica atual de atuar neste tipo

de células.

A atual eficacia de HAART assegura a diminui¢do da replicagdo viral (113), permitindo um
controlo prolongado da infe¢éo (42), no entanto, o fendmeno de laténcia torna a infegdo por
HIV-1 incuravel com recurso apenas a terapia antirretroviral atual (26,42,44-46,109,115,116),

levando a investigacao de terapéuticas capazes de atuar sobre estas células latentes.
DINAMICA VIRAL DURANTE HAART

Os niveis de RNA e DNA viral, apés uns meses de tratamento, chegam a um plateau sem
diminuicdo significativa dos niveis virais (Figura 5), mantendo-se assim ao longo dos anos
(20), definindo o nivel viral residual dos doentes durante HAART, podendo ser previsto pelos

nivel de DNA viral na fase de pré-tratamento (18,117).
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Figura 5 — Niveis de linfécitos CD4 e RNA viral ap6s inicio de HAART. H& um declinio significativo da virémia
viral, seguido de uma recuperac¢édo das células CD4

Apos inicio de HAART a virémia decai em quatro fases distintas (Figura 5): na primeira fase
h&d um decaimento rapido dos virus provenientes de um compartimento celular com curta
semivida e em replicacdo ativa; na segunda fase hd um decaimento menos acentuado dos
virus provenientes de células infetadas com maior semivida (24,117-121). O primeiro
compartimento corresponde aos linfécitos T infetados e ativados (24), o segundo
compartimento pensa-se ser constituido pelos macréfagos (24,119). A terceira fase coincide
com o tempo de semivida das células T latentes e a quarta fase com uma grande estabilidade
e sem decaimento significativo ao longo dos anos de tratamento (24,89). A persisténcia do
HIV-1 apesar de anos de HAART é consistente com a hipétese da existéncia de um

reservatorio bastante estavel que ndo diminui ao longo do tempo (42,105,122).

2.4 Mecanismos de laténcia:

A formacgdo de células infetadas latentes ocorre em todos os individuos infetados mas a

frequéncia deste fendmeno é baixa (21,39), tanto em células T (inferior a 0,05 % da populacao
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total de T CD4+ em repouso) como em macrofagos (40). Os mecanismos que levam ao
estabelecimento e manutencao da laténcia viral sdo multiplos e dependem do tipo de célula
em que a laténcia se estabelece (revisto em (36,38,44,57,123-128)) (Figura 8). O
entendimento destes complexos mecanismos permite estudar e desenvolver terapias para a

erradicacao dos reservatérios latentes.
2.4.1 Laténcia pré-integracao

Esta forma de laténcia € caracterizada por uma ineficaz integragéo do provirus ou incompleta
transcricdo reversa. Esta persisténcia de formas virais ndo integradas no genoma celular tem
maior importancia nos macrofagos devido ao seu maior tempo de semivida (129,130). Nas
células T a sua importancia € muito reduzida devido a sua maior suscetibilidade aos efeitos

citotoxicos do virus (127,131).

Um dos fatores que contribui para a persisténcia de formas virais ndo integradas € a
APOBECS3 (apoliprotein B editing catalytic polypeptide), um fator de restricdo da infecao por
HIV-1, que leva a uma incompleta transcrigdo reversa (132—136), com acumulacdo de DNA
com elevadas mutagdes no citoplasma. Esta atividade anti-HIV foi detetada em diferentes
células infetadas pelo virus (133,135,137). Estimulagdo com IFN-a vai aumentar os niveis de
APOBECS3, diminuindo a probabilidade de uma infecéo viral eficaz (137). Por outro lado, a
proteina viral Vif altera estruturalmente a APOBECS, regulando negativamente a sua

integracdo em novas patrticulas virais (135).

O proteina viral Vpr é essencial para uma eficiente replicacdo viral em macrofagos visto atuar
na translocagcéo do complexo de pré-integracdo pelo nucleo poroso (138,139). A sua delecdo

leva a um aumento significativo do DNA viral n&o integrado.

A proteina SAMHD1 vai restringir a infe¢éo pelo HIV em células T CD4+ quiescentes (140) e
em MDMs (monocyte-derived macrohages) (141-144), por diminui¢&do da pool intracelular de
dNTP e blogueando a transcricdo reversa (145,146). Quando ha mutacdes em SAMHD1,

regista-se uma permissao intrinseca a infe¢éo pelo HIV-1 (146). Vpx € uma proteina acessoria

11

Joana Lemos



Mecanismos envolvidos na laténcia do HIV-1

presente no HIV-2 que é responsavel pela degradacdo de SAMHD1 (141,144), levando ao
aumento da pool de dNTP (142,145,146). HIV-1 ndo tem o gene Vpx, logo o SAMHD1 vai
restringir a formacé&o do provirus (145,146). A adicdo de Vpx resulta no aumento da eficicia
da infecdo por HIV-1 em células T e MDMs em repouso por aumento da transcriptase reversa
(142,146). Estes resultados demonstram que, apesar da eficaz transcricao reversa, o HIV é
sensivel a niveis baixos de dNTP nas células alvo (61,145). Os macréfagos por terem

menores niveis de dNTP que as células T, sdo mais afetados por este fendbmeno (147).
2.4.2 Local deintegracéo e Interferéncia Transcricional

O local e a orientagéo da integracdo do provirus vao influenciar a sua transcrigdo. A proteina
LEDGF/p75 interage com a IN (integrase viral) e leva ao aumento da sua atividade (148,149),
influenciando também o local onde a integracdo ocorre (149-151). A interacdo destas

proteinas é essencial para que integracao viral ocorra e consequentemente a producao viral.

Como referido anteriormente, o DNA viral ndo sofre integracdo no genoma humano de modo
aleatorio, tendo preferéncia por regides contendo genes ativamente expressos (47,68,152—
157). Este fenébmeno suporta a ideia de que a laténcia pode ser mantida por interferéncias
transcricionais (158-160). Esta integracéo ocorre em ambas as orientacdes (152,161) e ndo
impede a expressao de nenhum dos genes (hospedeiro e HIV-1), podendo qualquer um ser

ativado e transcrito posteriormente (162).

Quando a integracéo viral ocorre na mesma orientacdo que o gene hospedeiro (Figura 6),
pode ocorrer ativacdo do gene da célula a montante, resultando num fenémeno de read
through do promotor viral e inibicdo da sua transcricdo através da remoc¢ao dos fatores de
transcricdo do promotor do HIV-1 ou impedindo que o complexo de pré-iniciagdo se forme

(152,161,163).

Quando o gene viral é integrado na orienta¢@o oposta (Figura 6), o promotor do hospedeiro e
o promotor viral vao interferir diretamente (152,161), levando a colisdo dos dois complexos

RNA Pol Il (RNA Polimerase Il) durante a elongacdo. Os CRFs (chromatin reassembly factors)

12

Joana Lemos



Mecanismos envolvidos na laténcia do HIV-1

sdo recrutados apos a RNA polimerase |l e vao regular esta interferéncia transcricional em

genes ativamente expressos (162,163).
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Figura 6 — Esquema da interferéncia transcricional. A interferéncia transcricional pode promover a laténcia
viral de duas maneiras. Oclusdo do promotor: provirus do HIV-1 é integrado na mesma polaridade que o gene a
montante, inserindo-se num intrdo deste gene. Ocorre read through pela RNA Pol Il, com oclusdo do LTR e
remocao dos fatores de transcricdo, promovendo a laténcia viral. Colisdo: quando o provirus do HIV-1 e o gene
celular estdo em polaridades opostas, as polimerases vao colidir, levando a diminui¢do da expresséo de ambas
as unidades transcricionais (retirado de (44))

2.4.3 Fatores que regulam o inicio da transcricao

A transcricdo do genoma viral esta dependente da quantidade de NF-kB disponivel na célula
para se ligar ao promotor e iniciar a transcri¢cdo (158,164,165). Nas células T em repouso o
heteredimero p50/p65 (ou p50/RelA) encontra-se sequestrado no citoplasma através de
interagéo com IkB-a (71,166). Apés ativacdo celular por Tat ou TNF-q, o IkB-a degrada-se e
dissocia-se do heterodimero de NF-kB, permitindo a sua translocacao para o kB site | no
nucleo, onde vai atuar na ativagdo da expressdo genética do HIV-1 (164,166-168), por

recrutamento de HATSs (histonas acetiltransferases) como CBP e p300 (169).

Por outro lado, nas células em repouso é o homodimero p50/p50 repressor que se liga ao kB
site Il (167), favorecendo o recrutamento de HDAC1 (Histona Deacetilase 1) (ver seccao

2.4.5.1) (170), levando a deacetilacdo das caudas das histonas, resultando em mudancgas na

13

Joana Lemos



Mecanismos envolvidos na laténcia do HIV-1

cromatina e limitando o acesso de RNA Pol Il (167,168,171). Apés ativacao, este homodimero
€ dissociado e o heterodimero vai promover o recrutamento de p300, levando a acetilacédo
das histonas e a iniciacdo da transcricdo do promotor viral. Vpr e Murrl sdo fatores de

restricdo que vao inibir a atividade de NF-kB, pela indugéo de IkB (139,172).

Spl é um local de ligacdo no promotor viral que tem um papel importante na ativacao e
repressdo dos genes virais, via recrutamento de fatores repressores ou ativadores do
promotor, como o HDAC1 (167,169). Spl coopera com NF-kB, Tat e P-TEFb para uma eficaz

ativacdo e elongacao da transcrigcao.

Os locais de ligagdo AP-1 séo reguladores positivos da transcricdo viral em macréfagos e
linfocitos T (173,174). Mutagdes nestes locais levam a um menor recrutamento de RNA Pol Il

e, consequentemente, menor transcrigao.
2.4.4 Fatores de Elongacéo

Nem todas as barreiras a transcricdo estéo relacionadas com o inicio desta, alguns fatores
vao influenciar a elongacao da transcricao viral (175). P-TEFb é um fator de elongacéo
composto por CycT1l (Cyclin T1) e CDK9 (cyclin-dependent kinase 9) (176-179), e a sua
ativagao é critica para a inducdo da transcricdo e da elongacéo (128,165). Este encontra-se
sequestrado no citoplasma em células em repouso (71), favorecendo a manutencédo da
laténcia. ApoOs ativagdo, este é recrutado ao LTR pelo RelA, onde é responséavel pela
fosforilagdo da RNA Pol Il, que é necesséaria para uma eficaz elongacdo da transcricdo
(73,164,166). Os niveis de cyclin T1 estdo diminuidos em células T quiescentes e a sua
regulagéo permite uma modelacéo da transcrigdo nestas células (178,180). A ativagdo celular
vai diminuir a supresséao de cyclin T1, levando a um aumento da sua expressao (181). Este
fator € essencial para a atividade anti-apoptética de NF-kB (182). Apds ativagdo com TNF-aq,

NF-kB vai recrutar P-TEFb favorecendo a transcricdo do provirus enquanto a atividade

quinase do P-TEFb vai proteger a célula da apoptose (182).
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O P-TEFb é regulado negativamente por 7SK snRNP e por NF-90 (nuclear factor 90) (180),
NF-90 é uma proteina celular que vai bloquear a tradu¢cdo do mRNA de CycT1. Quando em
repouso, o P-TEFb encontra-se ligado ao complexo 7SK snRNP (small nuclear
ribonucleoprotein) (181). Este complexo contém o 7SK snRNA (small nuclear RNA) e o
HEXIM1 (hexamethylene bisacetamide (HMBA)-inducible protein 1) (159). 7SK snRNA é onde
se vai ligar HEXIM1 e P-TEFb, inibindo Cdk9 e inativando o complexo de elongacao. Apds
ativacdo por Tat este € dissociado e mobilizado para o nucleo para a estimulacdo da

transcricdo viral. Tat parece competir diretamente com HEXIM1 pela ligagédo a Cyclin T1 (183).

Na auséncia de Tat, a elongacéo nao é eficaz devido a associacao de fatores como NELF e
DSIF. Estes séo fatores de elongacdo negativos que vao pausar o complexo da polimerase
I, inibindo a elongacédo e a transcricdo (184). Esta paragem na elongagdo ocorre antes da
completa transcricdo do elemento TAR. Na presenga de Tat, h& o recrutamento de P-TEFDb,
favorecendo a fosforilagdo de RNA Pol Il com remog¢édo de NELF e DSIF do complexo de

elongacao e permitindo a continuagao da transcricdo (179,184,185).

Brd4 é uma proteina da familia BET que vai interagir com P-TEFb e reprimir a sua atividade
de promocdo da elongacdo viral (186). Brd4 compete com Tat durante a ativacdo da

transcrigdo, interferindo com o recrutamento de P-TEFb (179,186).
2.4.5 Remodelacdo da cromatina

A eucromatina € menos compacta que a heterocromatina, logo é mais acessivel aos fatores
de transcri¢cdo, favorecendo maiores niveis de replicacao viral. A remodelacao desta é
portanto essencial para uma transcricdo eficaz de HIV-1 (36,57,70,126,159,181,187,188).
Dois nucleossomas, nuc-0 e nuc-1, estdo posicionados no promotor viral e podem alterar a
acessibilidade dos fatores de transcricdo/elongacdo ao mesmo (Figura 7). Um dos
nucleossomas, nuc-1, encontra-se a jusante do local de iniciacdo e impede a atividade do LTR
por bloqueio da iniciacdo de RNA Pol Il (170,187,189). O posicionamento deste € critico para

a manutencao da laténcia viral e € modelado pela atividade de Tat (ver na secc¢éo 2.4.7). A
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remodelacdo de nuc-1 ocorre rapidamente apés ativagéo celular mas néo € suficiente para a
completa ativacdo da transcri¢cao (190).

A transcricdo dos provirus é reprimida pela presenca de HDACSs, histonas deacetiladas,

histonas metiladas e DNA metilado (126,188).

Cellular activation
(Chromatin decondensation)

Figura 7 — Esquema da Remodel¢cédo da Cromatina. A compactacdo da cromatina na zona onde o provirus
HIV-1 integrado vai restringir o acesso dos fatores de transcricdo ao LTR. Este estado compactado da cromatina
é reversivel quando as células séo ativadas. Esta ativagao permite o0 acesso aos fatores de transcrigdo e uma
efetiva elongacao da RNA Pol Il, levando a uma elevada producéo viral quando Tat é produzida (retirado de (44))

2.4.5.1 Modificagcbes nas Histonas

Alteracdes nas histonas (acetilacdo, metilagéo, fosforilacdo, entre outros) vao influenciar a
integracdo e expressao genética (150,159,188,191). A hiperacetilagédo das histonas por HATs
resulta numa cromatina acessivel e favorecendo a ativacdo da transcri¢cdo. Pelo contrario, a
remocao dos grupos acetil via HDACs resulta na repressao da transcricdo (70). HDACs séo
responsaveis pela modelacdo da conformacéo das histonas, interferindo com a transcricao
genética. HDAC1, HDAC2 e HDACS3 sao expressas nos linfocitos T CD4+ latentemente
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infetados e s&o recrutados para o promotor viral (192). A inibicdo destes por siRNA (small
interfering RNA) leva a um aumento da expressao dos genes virais por reativacdo do LTR.
Estes dados sugerem a utilizacdo de inibidores de HDACs, como TSA, como meio para
ativacdo das células latentemente infetadas (192), levando a alteragBes estruturais na

cromatina, favorecendo a iniciacédo da transcricdo do HIV (164,170,171).

Estes HDACs nédo conseguem ligar-se diretamente ao provirus mas sdo recrutados ao LTR
por complexos co-repressores como NF-kB (homodimero repressor), LSF1, Sp1, YY1 e ¢-

Myc (127).

O LSF (late simian virus 40 transcription factor) é necessario e limitativo para o recrutamento
de YY1 ao LTR, formando o complexo YY1-LSF. O LSF é entdo responsavel pelo
recrutamento de HDAC1 e consequentemente por regular a expressao genética (193,194). O
recrutamento de HDACSs vai levar a acetilacdo do nucleossoma, permitindo a remodelagéo da
cromatina e inibindo a expressao genética (193). A presenca de Tat leva ao recrutamento do
complexo SWI/SNF (ver na seccao 2.4.7), restringindo a expressao de YY1 (193). Em células
latentemente infetadas o0 YY1 encontra-se ligado ao LTR (194), estando ausente quando

ativadas.

c-Myc é um fator de transcricdo celular que é recrutado ao LTR viral pelo Spl. c-Myc vai
recrutar HDACL1 e diminuir a expresséo do promotor viral (195). A utilizacdo de inibidores de
HDACs como o VPA (valproic acid) leva a quebra de ligagdes entre c-Myc e o promotor viral,

ocorrendo a inducéo da transcri¢cao (195).

CBF-1 (C-promoter inding factor-1) € um fator celular especifico das células T que se liga ao
NF-kB e consegue silenciar a transcricdo de HIV-1 através do recrutamento de HDACs ao
promotor viral, reduzindo o acesso de RNA Pol Il e diminuindo a acetilagdo das histonas em
nuc-1 (165,196). O bloqueio do CBF-1 enddgeno por shRNA resulta numa reativacéo parcial
dos provirus latentes com recrutamento da RNA Pol Il ao promotor e acetilagdo das histonas

(196).
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Um exemplo de alteracdo de histonas é a metilagdo em H3K9 (histona 3 na lisina 9) que é
mediada por Suv39H1 e G9a (197,198). Esta alteracao vai levar ao recrutamento de HP1y, e
consequentemente, a formacado de heterocromatina e inibicdo da transcricdo. G9a e Suv39H
sdo HMTs (histone methyltransferases) responsaveis pela remodelacdo das histonas e
laténcia viral (198). Durante a laténcia, o Suv39H1 e HP1y estdo associados ao promotor e
H3 esté trimetilada em K9. A transativacdo com Tat é acompanhada de perda de Suv39H1 e
HP1y, com recrutamento dos coativadores (197). Quando as células sédo tratadas com
BI1X01294 (um inibidor especifico da G9a) ocorre uma diminuicdo da metilagdo em H3K9 com

reativacao da transcrigdo viral (198).

LSD1 (Lysine-specific demethylase) e CTIP2 ( COUP-TF interacting protein 2) cooperam no
silenciamento da transcricdo do promotor viral (199). LSD1 é um fator de restricdo da
transcricdo, que esta envolvido no estabelecimento e manutencgéo da laténcia do HIV-1 em
células microgliais, favorecendo a metilacéo da lisina das histonas (199). CTIP2 parece atuar
como promotor da laténcia viral em células microgliais, recrutando fatores que vao favorecer
a formacgéao de heterocromatina no promotor viral e desfavorecer a apoptose (200). CTIP2 liga-
se a 7SK snRNA do complexo repressor HEXIM1/7SK/P-TEFb, inibindo CDK9 de P-TEFb

(201).
2.4.5.2 Metilacdo do DNA

A metilacdo do DNA é importante na regulacédo epigenética, mas o seu papel na regulacéo da
laténcia do HIV-1 é ainda controverso (159). Esta metilagcdo do DNA ocorre principalmente em
ilhas CpG (dinucleotidos de citosina seguida de guanina) (70), onde foram detetados varios
niveis de metilacao (202-204). TNF-a é responsavel por uma desmetilacdo parcial mas
especifica para as ilhas CpG, tendo um papel importante na ativagdo do promotor LTR do
HIV-1 (203). Alguns estudos demonstram que o LTR do HIV-1 tem niveis baixos de metilagao
em CpG (47,204,205), mas que estes ndo sofriam alteragédo apos reativacao, sugerindo que

ndo ha correlacdo entre o estado de laténcia e o nivel de metilacao.
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Apesar de alguns estudos defenderem a importancia da metilacdo em CpG durante a laténcia
(202,203), outros autores nao detetaram metilacdo do DNA em células latentemente infetadas

(158,190), pelo que a sua importancia na regulacao da laténcia no HIV-1 é questionavel.
2.4.6 Proliferacao Celular

A replicacao viral ativa ndo parece ocorrer nas células onde persiste o HIV-1, sugerindo a

proliferacdo celular como um mecanismo para a persisténcia das células latentes (206).

A estabilidade do reservatério de células T CD4+ de memodria é naturalmente mantido pelo
sistema imunitario por sobrevivéncia celular via proliferacdo homeostéatica e regulado por
antigénios, permitindo ao provirus do HIV-1 persistir sem replicacéo viral ativa (revisto em
(62)). A proliferacdo mediada por antigénios ocorre apés estimulagdo dos recetores celulares
por antigénios especificos que vao estimular a expansdo, enquanto a proliferacdo
homeostatica ocorre por estimulagdo com IL-2 (interleucina 2) quando os niveis de linfocitos
em circulacdo diminuem. Por sua vez, a citocina IL-7 vai induzir a proliferacdo homeostatica
e sobrevivéncia em células T CD4+ in vitro, assegurando a persisténcia do DNA viral integrado

(206).

Um ndmero consideravel de células T CD4* de memodria, incluindo células com DNA viral
integrado, sdo mantidas através da continua proliferacao celular e apoptose a baixos niveis
durante HAART (206). A apoptose é mediada em parte por Vpr que é uma proteina viral
importante para a replicacao em células como macréfagos (64,139,207), onde é responsavel

pela transativacdo do promotor viral.

Vpr vai diminuir a sintese e secrecdo de B-quimiocinas em macréfagos e linfocitos. Esta
modulacdo da resposta imunitaria parece estar envolvida na upregulation da replicacéao viral
nas células alvo (138,139). Vpr esta presente nas fases precoces e tardias do ciclo replicativo
e tem as seguintes func¢des: (i) promocéo da replicacéo por translocacdo do complexo de pré-

integracéo e (ii) modular a transcricdo celular para aumentar a replicacéo viral (138).
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NF-kB e Nef esta envolvido na resisténcia & apoptose induzida por TNF-a, resultando numa
menor ativagao cronica do sistema imunitario (129,208) e num maior tempo de semivida das
células infetadas. Nef tem um papel central na protecdo dos macrofagos contra a apoptose

através de mecanismos diversificados (209-211).

2.4.7 Atividade de Tat

Tat é uma proteina transativadora do HIV-1 que tem atividade na iniciacdo e elongacéo da
transcricdo viral (179). A presenca de Tat promove a transcricdo em todas as células
(64,70,128,170,190,212). Na auséncia desta a transcricdo € iniciada mas termina
precocemente pois a elongacao nao é eficaz (73,170,171). A diminuicdo da atividade de Tat

promove o estabelecimento da laténcia viral (188,213).

Como referido anteriormente, Tat interage com o promotor viral através de TAR, que esta a
jusante do local de iniciagdo, e vai levar ao recrutamento de P-TEFb e NF-kB que se
encontram retidos no citoplasma até esta ativagéo (73,185). Esta ativacdo depende de dois
mecanismos (i) acetilacdo de histonas e acetilacdo de Tat mediada por p300/CBP e pCAF, ou
(i) interacdo com P-TEFb que leva a fosforilacdo de RNA Pol Il com inicio da transcrigdo no
promotor viral (73,179,187,197). O primeiro mecanismo baseia-se na complexacdo de Tat
com CBP/p300 e p/CAF (197), favorecendo a acetilacdo das histonas H3 e H4, induzindo a
ativacdo do LTR do provirus. A acetilagdo da Tat, referida anteriormente, vai recrutar o
complexo SWI/SNF que é responsavel pela remodelacdo da cromatina, especificamente a
remodelagdo de nuc-1 (187,189,214,215). Desenvolvendo-se um ambiente permissivo a

ligacdo dos fatores necessarios a transcrigdo basal (70,187).

A administracdo da proteina Tat exégena ativa os provirus latentes em PBMC (Peripheral
Blood Mononuclear Cell) (175), apontando para a possibilidade de administracao sistémica

de Tat como adjuvante de HAART para a eliminacao do reservatério de células latentes
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Figura 8 — Mecanismos que envolvem a laténcia do HIV-1 e sua reversdo. O DNA viral terminal 5’ esta
representado como uma fita cinzenta envolvida a volta dos nucleossomas nuc-0 e nuc-2, com as ilhas CpG
destacadas a preto; os locais de ligacdo dos fatores NFAT, NF-kB, Sp1 e STAT5 sé&o ilustradas como caixas
rosa; o local de inicio da transcri¢cdo (TSS — “transcriptional start site) como um triangulo amarelo. As setas
cinzentas representam movimentos de proteinas; setas coloridas ligam as enzimas aos seus alvos; setas arco-
iris apontam para potenciais intervengdes farmacéuticas para a ativacao da transcri¢cdo. (A) Em células em
repouso HDACs e Suv39hl séo recrutados ao promotor pelo homodimero p50 e CBF-1 ligados aos locais de
ligagcdo de NF-«B e via ligacdo de Spl e CTIP-2 e via a proteina metilada de ligagdo ao DNA (MBD2).
Deacetilagdo e metilagéo histonica em Nuc 0 e Nuc 1 nduzem um ambiente de heterocromatina. Metilagao de
duas ilhas CpG por metiltransferases do DNA (DNMTs) vai também reprimir a transcrigdo. O complexo cyclin
T1/CDK9 contendo pTEFb é sequestrado pelo complexo Hexim1/75 RNA; a forma ativa de NF-«B (heterodimero
p50-p65) é mantida no citoplasma por IkB e onde as formas ndo ativas de NFAT e STAT5 estéao retidas também.
(B) Em células ativadas, HATs e o complexo cyclin T1/CDK9 séo recrutados ao pormotor viral por NF-«kB p50-
p65 e Spl ligados aos seus locais de ligacéo e pela ligacédo de Tat a TAR. A acetilagéo histénica ocorre perto
dos nucleossomas, favorecendo uma estrutura da cromatina acessivel; e a fosforilacdo do dominio C-terminal da
RNAPII, que leva ao aumento a elongacgéo da transcrigdo. A expressao genética é posteriormente estimulada
pela ligacdo de NFAT e STATS fosforilado aos seus respetivos locais de ligacéo (retirado de (26))

2.4.8 MicroRNAs (miRNASs)

Micro-RNAs sdo RNAs de pequenas dimensdes ndo-codificantes simples que vao funcionar
como reguladores poés-transcricdo (216,217). Estes podem ser produzidos pelo DNA do

hospedeiro ou do virus e vao regular a replicagdo viral (216-221), podendo ser responsaveis
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pela degradacéo de Tat. A infecéo pelo HIV-1 leva a alteracdo dos miRNAs produzidos pelas
células. Alguns miRNAs parecem estar aumentados nas células em repouso em comparacao
com as células ativadas (216). No entanto a atividade destes microRNAs pode ser inibida por

Tat (222).

O miRNA de TAR no HIV-1 causa resisténcia a apoptose e este efeito € dependente da
expressao de Dicer (ribonuclease) (223,224). Estes miRNAs sdo capazes de regular
negativamente a expressado genética da célula e alterar o fendtipo celular (223,224). O
mecanismo de acdo sugere que a transcricdo basal de LTR do HIV-1 leva a producgéo de
shRNA contendo TAR onde vai atuar a Dicer (223). Os efeitos na supressdo da transcricdo
do provirus sao dependentes de Dicer, uma vez que este vai permitir o processamento destes

MiRNAs (223,224).

MiRNA hsa-miR29a é responsavel pela downregulation da expressdo da proteina Nef,
interferindo com o ciclo replicativo (225). Durante a infecéo por HIV ocorre a downregulation
destes microRNA, resultando na upregulation de Nef que favorece a apoptose das células T
CD4+ infetadas (226). Outros microRNAs reguladores da transcricdo vdo modular os niveis
de cyclin T1 (referido na seccédo 2.4.4), estes vao depender da célula infetada e do seu estado

de ativagéo (178,227).

2.5 Tropismo celular do HIV

2.5.1 Linhagem macro6fagos/ mondcitos

No geral as células desta linhagem celular tém as caracteristicas necessarias para a entrada
do virus e tém um papel muito importante na infecdo e propagacdo do HIV (revisto em
(64,228-230)). Como referido anteriormente, sdo um dos principais alvos do virus (55—
57,129). Estas células ndo séo tdo suscetiveis a terapia antirretroviral como as células T

(129,231,232), contribuindo para a sua persisténcia no organismo.
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Os mondcitos encontram-se em circulacdo e podem migrar para os tecidos onde se
diferenciam em macréfagos. A expressdo do coreceptor CXCR4 estd aumentada nestas
células (233), sendo uma das caracteristicas que faz destas células um importante
reservatorio do HIV-1 em doentes sujeitos a HAART (revisto em (234)), demonstrando
replicacao ativa e continua, com registo de maior transcricdo e evolucdo de HIV-1 nestas
células do que nas células T em repouso (235-237). Este fendmeno deve-se em parte a maior
resisténcia destas células aos efeitos citotoxicos do virus, contribuindo para a persisténcia e
disseminacao deste (238). Os mondcitos CD14* séo infetados pelo HIV-1 in vivo (236,239),
podendo também atuar como fonte indireta do virus, levando-o até aos tecidos onde se
diferenciam em macréfagos tecidulares (235). Estas células, ja infetadas pelo o HIV-1, sdo
capazes de atravessar a barreira hematoencefélica e diferenciar-se em macréfagos no tecido
cerebral, contribuindo para a disseminac¢ao do HIV-1 neste santuario (129,240). Esta hipotese
€ chamada de “Cavalo de Troia”. Os mondcitos CD16* sdo mais permissivos a infecdo pelo
HIV-1, por aumento da entrada do virus e aumento da sua replicacdo (233), sendo uma das
células que permite a persisténcia viral durante HAART, apesar de serem menos de 1% dos
mondcitos em circulacdo. O tempo de semivida dos mondécitos no sangue é relativamente
curto, o que sugere uma replicacéo ativa e continua noutro compartimento que renova a pool

de mondcitos infetados pelo HIV-1 (235,236).

Os macroéfagos derivam dos mondcitos e sdo células importantes para a transmissao e
desenvolvimento da infe¢éo viral na fase aguda e cronica (241,242). Os virus existem nos
macréfagos em VCCs (virus-containing compartments), onde se vdo acumulando particulas
virais ao longo do tempo, contribuindo para a resisténcia dos macrofagos a infecao (242—-246).
A morfogénese e o armazenamento das particulas virais nos macrofagos tem lugar nestes
compartimentos (246—248). Estas células por sua vez tém tempos de semivida longos e sédo
resistentes aos efeitos citotoxicos do HIV-1 (129,229,231,232). Os macrofagos sdo capazes
de transmitir, por contacto direto, a infecdo as células T através de VSs (Sinapses Viroldgicas)

(242,243,249), sendo veiculos importantes na disseminacao viral. Existem trés estados de
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polarizacdo em macrofagos (M1, M2 e dM) e cada um tem um papel diferente na infe¢éo por
HIV-1 (revisto em (250-252)). A polarizacdo de macréfagos em M1 e M2 leva a uma
significativa restricdo da capacidade das células suportarem a infecdo do HIV-1 R5 (252). M1
produz IL-1B, IL-12, IL-23 e TNF-a, demonstrando maior supressdo da transcricdo, com
blogueio nas fases de pré-integracdo (252). M2 por sua vez vai produzir IL-10 e demonstra
uma menor supressdo mas mais sustentada, com blogueio das fases mais tardias do ciclo

replicativo do HIV (252).

As DCs (células dendriticas) tém multiplos papéis na infe¢éo e transmisséo do HIV-1 (revisto
em (229,234,253)), embora sejam resistentes a infecdo por este virus (254), contribuindo
também para a disseminagéo viral no organismo através de sinapses infeciosas com as
células T (229,253-255). O HIV-1 entra maioritariamente por endocitose nas DCs (256), pois
os baixos niveis de CD4 e CCR5 ndo permitem uma fusao eficaz, no entanto, a entrada por
endocitose nao permite uma infecdo produtiva. Apesar da captura eficaz do virus em iDCs
(Células Dendriticas imaturas) e sua quase imediata transmissdo a outras células, a
transcrigdo reversa sé ocorre quando o virus entra na célula por fuséo (255,256). Quando a
infecdo produtiva é iniciada, mesmo a baixos niveis, a célula perde a capacidade de

transferéncia de particulas virais a células alvo (255).

25.2 Células T

Como referido anteriormente, estas células sdo o principal alvo da infecdo por HIV (55—
57,63,229), pois expressam altos niveis de CD4+ que € um recetor primario para a ligacao ao
HIV-1 (revisto em (62)). O HIV-1 integra-se em linfécitos T em proliferacdo ativa (257), onde
fica silenciosamente integrado sem producédo de proteinas ou particulas virais. No entanto,
nas células T CD4+ em repouso (naive ou de memaria) vai ter um papel importante na fase
aguda da infecdo, mantendo uma replicacéo elevada (63,258). Alguns autores sugerem que
as células T sao infetadas quando transitam do fendétipo ativo para o de repouso (116),
permitindo a persisténcia viral durante anos até reativacdo. As células T naive tém menor

importancia devido ao menor tempo de semivida.
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Foram identificados dois tipos de reservatorios celulares dentro do grupo das células T CD4":
células Tcwm (central memory T-cells) que constituem o maior reservatério nos doentes com
niveis de carga viral suprimida por HAART; e células Ttw (transitional memory T-cells) que
constituem o maior reservatorio nos doentes com baixas contagens de linfécitos T CD4* (206).
O primeiro grupo de células tem uma multiplicac&o celular muito baixa, sobrevivendo durante
anos, enquanto as células Trw persistem por proliferacdo homeostética, assegurando a

estabilidade deste reservatorio em tamanho e em variacdo genética (62,206).

2.5.3 Outros reservatorios celulares

Apesar das células T CD4+ serem o reservatorio celular mais estudado, outras células foram
descritas como possiveis reservatorios virais (35,56,259,260) (Erro! A origem da referéncia
néo foi encontrada.). Os reservatérios virais sdo células ou locais anatémicos infetados onde
h& persisténcia de formas virais com competéncia replicativa, integradas no genoma das
células hospedeiras (37,62,261). Estes reservatérios parecem ser estabelecidos logo no inicio
da infecdo e permitem a persisténcia viral durante HAART. O HIV-1 usa estes reservatorios

para escapar ao sistema imunitario e ao tratamento antirretroviral (revisto em (262,263)).

Deve ainda ser feita a distincdo entre os santuarios virais e os compartimentos. Os primeiros
séo locais com limitada penetracdo pelos farmacos antirretrovirais, permitindo uma replicacéo
persistente. Os compartimentos sdo locais anatdbmicos onde o virus esta presente e tem uma

limitada troca de particulas virais com o sangue periférico ao longo do tempo (37,45).

2.5.3.1 Trato Genital

Este local anatémico tem especial interesse visto o seu papel na transmisséo sexual do HIV-
1, onde as células dendriticas e os macrofagos sdo os principais alvos (253,259,264-266),
embora o HIV-1 também seja capaz de infetar células T CD4+ e LCs (Langerhans Cells). Os
niveis virais nos fluidos genitais diminui significativamente com o inicio de HAART
(17,267,268), o que coincide com a rapida diminui¢cdo da transmissédo sexual. Esta supressao

viral causada por HAART néo é completa, logo a transmissdo mantém-se possivel (267,268).
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2.5.3.2 GALT (gut-associated lymphoid tissue)

O GALT é o maior tecido linfatico do corpo humano e neste estdo a maioria das células T
CD4+, o que faz deste um dos maiores reservatorios do HIV-1. Este tecido tem uma elevada
importancia na infecao viral (37,269), e neste ocorrem alteracdes patoldgicas logo aquando a
infecdo aguda (93,270), bem como uma deplegédo acentuada. Esta deplecdo mantem-se na
infecdo cronica devido a baixa reconstituicdo do sistema imunitério (270-273). Mesmo durante
HAART foi detetado DNA viral nas células T CD4+ no GALT de individuos com niveis
sanguineos indetetaveis e a maioria tem uma significativa deplecdo de células T CD4+
(270,271,273,274). Por isso, o inicio de HAART durante a infecdo aguda vai permitir uma
melhor recuperacao das células T CD4+ no sangue e em GALT (93,94,272,275). A reposicao
das células T neste reservatério é mais lenta que no sangue, devido a incompleta supressao
da replicacdo viral, persisténcia da inflamacdo e ativacdo imunitaria (93,271-274). A
passagem das particulas virais entre os compartimentos sanguineo e GALT durante
tratamento antirretroviral leva a persisténcia do HIV em células T CD4+ no sangue (276,277).
Apesar da incompleta supresséao viral registada em HAART, néo foi detetada evolucéo viral

em individuos tratados, tanto no sangue periférico como em GALT (275,277,278).

Durante a infecdo aguda, os macrofagos intestinais, ao contrario dos vaginais (259), tém baixa
capacidade para suportar a replicacéo pelo HIV-1 (264,279), sendo a replicagéo inicial quase
exclusiva em células T CD4. No entanto, os macrofagos residentes no GALT sdo um

reservatorio celular do HIV-1 (280).
2.5.3.3 SNC (Sistema Nervoso Central)

A passagem do HIV para o SNC é importante na persisténcia viral e € responsavel por
doencas nervosas associadas ao HIV (229,281-286). O virus invade o cérebro logo na fase
aguda da infecéo e persiste durante o tempo de vida do individuo, qualificando este 6rgéo
como um compartimento e santuario do HIV-1 durante HAART (37,240,284,287-289). Os
macrofagos e as células microgliais sdo os principais alvos do HIV-1 no cérebro e tém um
papel muito importante no desenvolvimento de deméncia associada a esta infecdo viral
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(218,241,281,283,285,289,290), ainda frequentemente observada apesar de HAART. Os
astrocitos sao a célula mais abundante do SNC, no entanto o seu papel na infecdo pelo HIV
€ ainda desconhecido devido a sua questionavel capacidade de producéo viral (283). Alguns
farmacos ndo penetram o SNC tao eficazmente (286,291,292), ndo permitindo uma supressao

total da replicacdo do HIV.
2.5.3.4 Trato Respiratorio

HIV-1 é detetavel e quantificAvel em macréfagos alveolares. A presenca de HIV-1 nestas
células foi relacionada com uma diminuida funcdo imunolégica dos pulmbes e baixa
capacidade de fagocitose (293,294), o que leva a um maior risco de infe¢des respiratorias,
em particular as infe¢cdes por Mycobacterium tuberculosis (6), apesar da eficacia de HAART
neste 6rgdo (295,296). Estes resultados sdo consistentes com a ideia de que os pulmbes
podem constituir um bom reservatério para o HIV-1. A existéncia de compartimentalizacéo do

DNA e RNA viral entre os macrofagos alveolares e o sangue é controversa (293,297).
2.5.3.5 Figado

O HIV foi detetado em hepatdcitos de doentes nas diferentes fases da infecéo (298,299). Foi
também detetada evidencia genética de compartimentalizacdo no figado em relagédo ao HIV
em circulacdo (298). Este fendmeno ocorre mesmo na auséncia de coinfeccdo com HCV

(virus da hepatite C).
2.5.3.6 Rim

As células epiteliais do rins suportam infecdo pelo HIV-1 (300), sugerindo que o rim é um
potencial reservatério onde se verifica a transferéncia viral de células T para células epiteliais

(300).
2.5.3.7 HPCs (Hematopoietic progenitor cells)

Células hematopoiéticas precursoras suportam infe¢éo viral e podem ainda ser reservatorios

do HIV, contribuindo para a persisténcia deste (301-303). A infecdo por HIV leva a alteracdes
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na producdo destas células, bem como alteragBes ao nivel migratério e ao nivel da sua

suscetibilidade (301).
2.5.3.8 Timo

Durante a infecdo pelo HIV ha timopoiese ativa, com uma menor extensdo de producao de
CD4+ e maior expressao de CD8+ (304), podendo causar danos no timo a longo prazo. Ocorre
simultaneamente uma maior ativacdo e proliferacdo de células T, envolvendo os timécitos
precoces e maturos (304). A deplecéo registada pode dever-se a apoptose e/ou destruicdo

das células progenitoras por infegéo direta.
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Figura 9 — Reservatérios anatémicos do HIV. (retirado de (305))
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2.6 Estratégias de eliminacdo dos reservatoérios virais

Foram definidas duas possiveis curas para a infegdo pelo HIV-1: a cura esterilizante que
pressupbe a total erradicacdo das particulas virais e a cura funcional que se baseia hum
controlo da replicacdo viral na auséncia de HAART (27,37,50,306). Uma cura esterilizante
parece estar longe, mas uma cura funcional, onde a resposta imunitaria é capaz de eliminar
as particulas virais apos descontinuacdo de HAART, parece cada vez mais possivel

(92,125,306).
2.6.1 Reversdo da Laténcia

O desenvolvimento de farmacos com capacidade de diminuir a formagé&o e/ou persisténcia de
provirus latentes nas células é um passo critico na erradicacdo da infecdo pelo HIV-1
(51,84,95,122,124,231,307,308). A atual estratégia “shock and Kkill” é caracterizada pela
reativacdo dos provirus latentes (“shock”) e sua posterior eliminagcdo através de respostas

imunitarias especificas ou farmacos citotéxicos (“kill”) (38,71,96,127,306,309-311).

Como referido na sec¢éo 2.4, os mecanismos que mantém a laténcia viral sdo complexos e
diversificados, o que leva a necessidade de terapias de reativagdo complexas e combinadas
(Figura 10), que permitam uma reativagdo mais completa dos reservatérios latentes
(51,96,306,310,312), bem como a combinacéo destas com farmacos capazes de provocar a

morte nas células infetadas (51,95,310,313-316).

O cérebro é um reservatério critico quando se trata do desenvolvimento de terapias anti-
laténcia. A reativagdo viral nas células cerebrais infetadas pode levar a encefalites

(49,283,284). Podem ser necessérias terapias que mantenham este reservatorio latente.

O farmaco ideal devera ser administrado oralmente, ndo ser toxico para outras células,
econdémico, acessivel, e, com especial relevancia, ndo produzir imunoativacéo global e ser

compativel com HAART (38,49-51,95,309,314,317).
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2.6.1.1 Inibidores dos HDACs (HDACISs)

Como referido na secgédo 2.4.5.1, os HDACs sao criticos na remodelagdo da cromatina e
promocao da laténcia viral. Consequentemente os inibidores de HDACs vao atuar na
reativacdo da transcri¢cao (95,96,192,307,311,318-320), embora necessitem de terapéuticas
combinadas para atingir uma maior reativacao celular e ainda a incluséo de farmacos capazes
de eliminar as células reativadas. A utilizacdo de inibidores de HDACs em conjunto com
HAART parece uma estratégia prometedora (36). Muitos compostos foram identificados como
HDACIs: VPA (valproic acid), Vorinostat/SAHA (suberoylanilide hydroxamic acid), Ginivostat

e Panobinostat (321).

VPA é um farmaco aprovado como antiepilético. E um HDAC:I fraco e inespecifico e os seus
resultados como promotor da reativagdo das células latentes s&o controversos (319,322-325),

logo a sua utilizagdo como farmaco anti laténcia € muito reduzida.

Vorinostat ou SAHA é um HDACI especifico, aprovado no tratamento de linfoma cutaneo, que
demonstra tolerancia e eficacia na reativacdo da transcricdo nas células latentemente
infetadas (326—329), em doentes tratados eficazmente com HAART. O uso de HDACis mais

seletivos, como SAHA, produz uma maior eficacia na reativagdo da transcrigéo viral (315).

Ginivostat (ou ITF2357) tem uma eficacia superior aos HDACIs anteriores e atua também na
reducdo dos recetores e coreceptores do HIV, diminuindo a reinfecéo e a disseminacao viral

(330,331). O HDACIi em estudo com maior potencia € o Panobinostat (ou LBH-589) (331).
2.6.1.2 Inibidores da Metilacao

Como referido na seccdo 2.4.5.1, a metilacdo das histonas leva a uma remodelacdo da
cromatina e manutencéo da laténcia viral. Logo, a inibicdo desta metilacao, através de HMTis
(Histone Methyltransferases inhibitors), leva ao aumento da transcricdo do HIV (312). Este
grupo de inibidores, quando combinado com HDACIs, leva a uma elevada expresséao viral
(51,312,332,333). Os HMTis séo constituidos pelos seguintes compostos: chaetocina, BIX-
01294 e o0 HMTi de largo espectro DZNep. A metilagédo na histona 3 na lisina 9 é responsavel
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pela repressao da cromatina (333). Esta a¢do pode ser inibida por HMTis como chaetocina
que vai reprimir a atividade de Suv39H1, reativando a transcricdo viral (332). Quando as
células sao tratadas com BIX01294, um inibidor especifico da G9a, ocorre uma diminui¢cao da

metilagdo em H3K9 com reativagao da transcrigdo viral (198,312).

Apesar do papel controverso da metilagdo de DNA na manutencdo da laténcia viral, a inibicdo
desta através de DNMTis (DNA Methyltransferase inhibitors) parece ter algum efeito na
reativacdo viral (202,333), principalmente em combina¢do com TNF-a e prostatina. Os dois
DNMTis mais estudados sdo Decitabine (5-aza-2’deoxycytidine, azaCdR) e o analogo
Azacitidine (5-azacytidine). O TNF-a parece ter um papel na desmetilacdo parcial mas
especifica para as ilhas CpG, tendo um papel importante na ativagdo do promotor LTR do

HIV-1 (203).
2.6.1.3 Ativadores da PkC (Proteina kinase C)

A PkC tem um papel importante na ativacdo de NFAT, NF-kB e AP-1, logo a sua estimulacdo
leva ao aumento da transcri¢éo viral (334,335). Prostatina e briostatina sédo dois ativadores da
PkC que vao reativar a transcrigao viral via fosforilagéo de IkB e ativagdo de NF-kB (336—338).
Estas moléculas vao ainda desregular a expressao dos recetores e coreceptores, inibindo a
reinfecdo e a disseminacao viral apos a reativacao. Prostatina e Briostatina demonstraram
capacidade de inducéo da transcricdo celular (337,339-342), com baixa ativagdo global do
sistema imunitario. A combinacéo destes ativadores da PkC com HDACIis parece prometedora

como estratégia combinada para a eliminacdo de reservatorios latentes (334,342,343).
2.6.1.4 Ativadores de P-TEFb

Como referido na seccdo 2.4.4, a restricdo do fator de elongagdo P-TEFb contribui para a
manutencéo da laténcia. Logo, os compostos capazes de ativar este fator vao promover a
reativacdo da transcricdo. HMBA (Hexamethylbisacetamide) € um ativador de P-TEFb que
estimula a transcricdo do HIV-1 (344,345). O mecanismo pelo qual este atua é ainda

controverso, mas relaciona-se com a libertacéo do fator de elongag&o do complexo repressor.
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Dissulfiram € um farmaco aprovado no tratamento do alcoolismo que vai atuar na reativacao

das células latentes (346,347), sem causar ativacao global de células T. O seu mecanismo de

acao parece estar relacionado com a inducéo de P-TEFb.

o Reactivate Disulfiram Vaccination }—) Activation — ov"’urgc
! (1)11)

= AN
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Figura 10 — Inducdo e eliminagao das células latentes. (i) Indugéo — Véarias moléculas sdo capazes de

promover a reativagéo celular. A Prostatina e a Briostatina que séo ativadores de PkC, atuando na fosforilagdo
de IkB e posterior ativagdo de NF-kB. Os HDACis v&o inibir diretamente os efeitos repressores dos HDACs. A
semelhanca dos anteriores, os HMTis vao inibir diretamente a metilagdo das histonas. O HMBA é responséavel
pela fosforilagdo de HEXIM1, resultando na libertacdo de P-TEFb. O mecanismo de agéo do Dissulfiram € ainda
controverso. (ii) Eliminacdo — Apds a reativagéo das células latentemente infetadas, estas tém de ser eliminadas
por sistema imunitario ou por HAART. (retirado de (309))

2.6.1.5 Outros

JQ1 é um agonista de Brd4 que leva ao aumento da expressao viral em células latentemente
infetadas (348—-351), através da dissociacdo de Brd4 do promotor viral, permitindo a ligacao

de Tat e a promocé&o da transcricdo. Este inibidor pode ainda ser usado em conjunto com

HDACSs para uma maior reativacdo da transcri¢ao viral.
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2.6.2 Terapias imunoldgicas

Varios autores apoiam a estimulacdo da resposta imunitaria especifica ao HIV-1,
possibilitando o controlo da transmissao e replicacao viral em individuos tratados com HAART
(38,50,92,96,308,352—354). Alguns autores referem a combinac¢éo de terapias de reativacédo
com terapias imunoldgicas especificas para o controlo das células ativadas e sua posterior

eliminacéo (49,50,96,311,317,320).

Neste contexto, refira-se a terapia com IL-2 e/ou anticorpos anti-CD3 (OKT3), a sequencia da
qual se verificou uma marcada ativagédo global das células T (355), com deplecdo destas

células mas com elevada toxicidade.

Por outro lado, estudos demonstraram que a administracdo de IL-7 leva ao aumento da
expressao genética (357-359). A IL-7 é essencial para a manutencdo da proliferacdo
homeostatica nas células T e permite a indugéo da expressao do HIV nas células quiescentes

sem ativacao global das células T (356).

2.6.3 O caso do Paciente Berlim

O desenvolvimento de uma cura esterilizante seria 0 mais desejado, no entanto esta realidade
parece estar longe. Foi registado apenas um caso de um doente curado com total erradicacéo
do virus (360-363). Este, conhecido como o paciente Berlim, estava infetado com o HIV e
respondia bem a terapia com HAART. Quando desenvolveu leucemia mieloide aguda, foi
escolhido um dador de medula 6ssea com uma mutacdo no gene ccr5 (CCR5A32), que
consiste numa delecdo de 32 pares de bases. Os individuos com esta mutacdo sdo
naturalmente resistentes a infecao pelo HIV-1. A HAART foi descontinuada no paciente Berlim

para efetuar a transplantacdo, o que levou a uma carga viral indetetavel até a data.
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3 Conclusao

Apesar do enorme sucesso de HAART na supressao da replicacdo viral, a infecdo pelo HIV-
1 necessita de tratamento continuo, durante toda a vida do individuo, sendo ainda associada
a algumas comorbilidades. Devido a esta eficacia na supressdo da replicacdo viral, é
importante que esta terapia antirretroviral seja comecada o mais precocemente possivel,
reduzindo assim o numero de células latentes formadas e diminuindo a deplecéo do sistema
imunitario. O estudo dos mecanismos que levam ao estabelecimento e manutencdo da
laténcia viral é importantes para que possam desenvolver-se terapéuticas dirigidas a estes
reservatorios virais, que envolvam a sua reativacao e eliminacdo. O desenvolvimento de uma
cura esterilizante para a infecdo pelo HIV-1 parece estar longe, mas uma cura funcional
parece um futuro cada vez mais perto. Podemos entdo concluir, em concordancia com muitos
estudos referidos ao longo da monografia, que a persisténcia viral em células latentemente
infetadas é atualmente o maior obstaculo a erradicacdo do virus do organismo. Logo, o
desenvolvimento de terapias especificas para a eliminacdo deste reservatério latente séo
parte de um futuro proximo no desenvolvimento de uma cura funcional para a infe¢éo pelo

HIV-1.
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