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RESUMO

LEAL, V.N.C. Caracterizagdo genética e funcional do NLRP3 em linfocitos e
monacitos de individuos cronicamente infectados por HIV-1.

Tese (Doutorado em Imunologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sao Paulo, 2021.

O HIV-1 ativa o NLRP3 inflamassoma em mondcitos, macréfagos e células
dendriticas, induzindo producéo de IL-1( e/ou IL-18, citocinas importantes na acao
antiviral. Em acordo, variantes genéticas que levam a aumento da ativacdo do
NLRP3 inflamassoma, foram associadas a protecao contra a infeccédo pelo HIV-1,
ressaltando a importancia do background genético dos individuos na resposta ao
virus. Com a introducéo da terapia antirretroviral (ART), a morbidade relacionada a
infeccdo crénica por HIV-1 hoje € principalmente relacionada ao estado de
inflamag&o cronica dos pacientes. Levando em conta a elevada producédo das
citocinas IL-1f3 e IL-18, foi postulada a participacdo do inflamassoma na patogénese
da infeccdo cronica pelo HIV. A ativagdo constitutiva do inflamassoma foi ja
reportada em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes.
Contudo, ainda nédo estd elucidado em quais células o inflamassoma estaria
constitutivamente ativado, sobretudo levando em conta que além dos mondcitos,
recentemente foi demonstrada a ativacdo do NLRP3 inflamassoma em linfocitos T
e B. Além disso, existe uma lacuna em estudos de associa¢do genética em coortes
de pacientes HIV em ART. Portanto, levantamos a hipdtese que a ativacdo do
inflamassoma possa ocorrer tanto em mondcitos quanto em linfécitos T e B de
pacientes HIV, podendo contribuir para o estado de inflamacdo cronica desses
pacientes e/ou afetando a biologia dos leucdcitos. Focamos o estudo no receptor
NLRP3 levando em conta a sua expressao nas diversas PBMC. Considerando que
variantes em genes de susceptibilidade ao HIV resultaram também associadas ao
prognostico da doenca, propomos realizar adicionalmente um estudo de associacao
em uma coorte de pacientes HIV em ART, analisando polimorfismos de base Unica
(SNPs) do NLRP3 inflamassoma. O NLRP3 inflamassoma resultou
constitutivamente ativado em monacitos, linfocitos T CD4+ e B, porém a resposta
do inflamassoma a estimulos resultou escassa apenas em mondcitos. Tanto os
linfécitos T CD4+ que linfocitos B, responderam com uma hiperativacdo do
complexo, sugerindo que existe uma desregulacdo do NLRP3 inflamassoma nos
PBMC dos pacientes HIV de forma célula especifica. Esses dados podem em parte
explicar os resultados obtidos no estudo genético, onde SNPs que levam ao
aumento de ativacdo do NLRP3 e IL-1B foram associados com um melhor e pior
estado clinico dos pacientes HIV, respectivamente. Em conjunto os dados obtidos
descrevem pela primeira vez, em detalhes, que a desregulacdo do NLRP3
inflamassoma em pacientes HIV em ART est4 relacionada tanto com o pefrfil
genético, quanto com o estado pré-inflamatério do individuo, afetando de modo
célula-especifica a biologia de distintos leucécitos.

Palavras Chave: HIV, NLRP3, Inflamassoma.



ABSTRACT

LEAL, V.N.C. Genetic and functional characterization of NLRP3 in lymphocytes
and monocytes of chronically HIV-1 infected individuals

Thesis (Doctorate in Immunology) - Institute of Biomedical Sciences, University of
Séo Paulo, 2021.

HIV-1 activates the NLRP3 inflammasome in monocytes, macrophages and dendritic
cells, inducing the release of IL-13 and/or IL-18, important cytokines in the antiviral
response. Accordingly, genetic variants that lead to increased activation of the
NLRP3 inflammasome were associated to protection against HIV-1 infection,
emphasizing the importance of the genetic background of the host in responding to
the virus. With the introduction of antiretroviral therapy (ART), the morbidity related
to HIV-1 chronic infection is nowadays mainly related to the state of chronic
inflammation of the patients. Taking into account the high production of the cytokines
IL-1B and IL-18, the participation of inflammasome in the pathogenesis of chronic
HIV infection has been postulated. Constitutive activation of the inflammasome has
been reported in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from patients.
However, it is still unclear in which cells the inflammasome would be constitutively
activated, especially considering that in addition to monocytes, NLRP3
inflammasome activation has recently been demonstrated in T and B lymphocytes.
Furthermore, we observe a gap in genetic association studies in cohorts of HIV
patients on ART. Therefore, we hypothesized that the activation of the
inflammasome may occur both in monocytes and in T and B lymphocytes of HIV
patients, and it may contribute to the chronic inflammation status of these patients
and/or affecting the biology of the leukocytes. We decided to focus the study on the
NLRP3 receptor taking into account its expression in the different PBMCs.
Considering that variants in HIV susceptibility genes were also associated with the
prognosis of the disease, we also propose to conduct an association study in a cohort
of HIV patients on ART, analyzing single nucleotide polymorphisms (SNPs) in
NLRP3 inflammasome. The NLRP3 inflammasome resulted constitutively activated
in monocytes, CD4+ T and CD19+ B lymphocytes, but the inflammasome's response
to stimuli was scarce only in monocytes. Both CD4+ T and B lymphocytes responded
with hyper activation of the complex, suggesting that there is a dysregulation of the
NLRP3 inflammasome in the PBMC of HIV patients, but with different consequences
depending on the cell. These data may partly explain the results obtained from the
genetic study where SNPs that lead to increased activation of NLRP3 and IL-1(3 are
associated with better and worse clinical status of HIV patients, respectively. Taken
together, the data obtained describe for the first time in detail the deregulation of
NLRP3 inflammasome in HIV patients on ART, which is related both to the individual
genetic background and to its pro-inflammatory state, and affects in a cell-specific
way the biology of different leukocytes.

Keywords: HIV, NLRP3, Inflammasome.
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1.1 Viséo geral da infeccéo pelo HIV

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV, do inglés: Human
Immunodeficiency Virus) € um retrovirus, pertencente ao género lentivirus, e
classificado em dois tipos: HIV -1 e -2, sendo o HIV-1 o mais amplamente
disseminado e associado a uma maior patogenicidade (Nyamweya et al., 2013).
Estima-se que em 2020 cerca de 38 milhGes de pessoas viviam infectadas pelo
virus em todo o mundo, com o nimero de novas infeccdes no mesmo ano em
torno de 1,7 milhdo (WHO, 2021).

Desde a sua descricdo em 1983, a infeccdo pelo HIV representa um
grande desafio para a medicina devido ao elevado numero de casos, a auséncia
de tratamentos esterilizantes e a patogénese em muitos aspectos ainda
desconhecida.

Sabe-se que a transmissao ocorre através do contato de fluidos biolégicos
infectados (ex. sangue ou secrecdes genitais) com tecido de mucosa, sangue ou
abras0des na pele, sendo que a forma de exposi¢cdo mais comum ocorre através
do contato sexual (Deeks et al., 2015).

As etapas principais do ciclo viral sdo resumidas na Figura 1. A infeccéo
ocorre através da interacao entre glicoproteinas do envelope viral (gp120 e gp41)
com o receptor (CD4) e correceptores (CCR5 ou CXCR4) presentes na
superficie das células alvo (linfocitos T CD4+, mondcitos/macréfagos ou células
dendriticas). Apos a interacao inicial e a fusdo entre o HIV-1 e a célula alvo,
ocorre a descapsidacéo e liberacdo das duas fitas de RNA e proteinas virais (ex.
Transcriptase Reversa Viral) no citoplasma celular, transcricdo reversa do
genoma viral (RNA-cDNA) e integracdo do DNA viral ao genoma do hospedeiro.
A transcricdo do RNA viral é seguida da traducao das proteinas virais, montagem
e brotamento com lise celular (ciclo litico). Durante a infeccéo por HIV-1, com a
integracdo do DNA viral ao genoma do hospedeiro, pode ocorrer o
estabelecimento de laténcia, manutencdo de reservatérios virais com
proliferacdo celular homeostética, e eventual reativacao do ciclo litico em até

décadas apds a infeccdao inicial (Deeks et al., 2015; Sierra et al., 2005).
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4 - Transcrigdo
Reversa

Proteinas viral
5 — Entrada acessorias

3 — Liberagdo
nucleocapsideo

Figura 1. Ciclo de Replicacéo do HIV-1.

A infeccéo é iniciada quando glicoproteinas de membrana do envelope ligam-se ao CD4 e ao
CCR5 (ou CXCR4) (etapa 1), favorecendo a fusdo da membrana do virus com a membrana da
célula hospedeira (etapa 2) e posterior liberacdo do nucleocapsideo viral no interior da célula
(etapa 3). Uma vez no citoplasma, ocorre o desnudamento do material genético e a transcrigdo
reversa do RNA viral (etapa 4), seguido da entrada do DNA proviral no ndcleo (etapa 5), onde o
material genético do virus € integrado ao DNA da célula formando o provirus (etapa 6). A
transcricéo proviral (etapa 7) mediada pela RNA polimerase Il do hospedeiro, gera novos mRNAs
gue ao sairem do nucleo da célula (etapa 8) sdo utilizados como fitas molde para a producéo de
proteinas virais (etapa 9). Com os componentes virais prontos, ocorre a montagem do virus
(etapa 10) seguido do brotamento e liberacdo de particulas virais imaturas, as quais sofrem o
processo de maturagdo por protease especifica qguando fora da célula, deste modo, gerando a
particula viral infecciosa.

(Fonte: Préprio autor (Leal VNC, 2020), imagens disponiveis em Smart Servier-
https://smart.servier.com. Acessado em fevereiro de 2020).

Quando o HIV-1 consegue ultrapassar as barreiras de mucosa (barreiras
guimico-fisicas), pode infectar as células CD4+ residentes no epitélio, tais como
linfocitos T, macrofagos, células dendriticas (DC, do inglés: Dendritic Cells) e
células de Langerhans (LC, do inglés: Langerhans Cells) (Deeks et al., 2015).
Macrofagos, DC e LC sdo mais resistentes a infeccdo, mas podem “carregar” o
virus na superficie celular e promover a infeccédo de células vizinhas (fenébmeno

conhecido como “trans-infecgao”) (McDonald, 2010).
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Diferentes fatores relacionados tanto ao individuo transmissor do virus
(como a carga viral plasmética (CVP) no momento da transmissao), quanto ao
individuo exposto ao virus, tais como a integridade das barreiras de mucosa, a
presenca de moléculas antimicrobianas (ex. B-defensinas; mucinas) e a
capacidade do sistema imune inato em eliminar o virus (ex. producdo de
interferon de tipo | e inducéo de fatores de restricao viral; acdo das células NK
(Do inglés, Natural Killer)), exercem fundamental influéncia no estabelecimento
(ou ndo) da infeccéo (Deeks et al., 2015; Maartens et al., 2014).

Se a primeira linha de defesa do individuo exposto (barreiras anatémicas,
moléculas antimicrobianas, resposta inata antiviral) ndo consegue eliminar o
virus, é ativada também a resposta imune adaptativa. As DC migram do local da
infeccdo para os linfonodos mais proximos (linfonodos drenantes) e apresentam
peptideos virais aos linfécitos T CD4+ para ativar uma resposta antiviral célula-
mediada (ativacdo dos linfocitos T CD8+ citotoxicos) e uma resposta humoral
(ativacdo de linfécitos B para producdo de anticorpos) (Deeks et al., 2015;
Maartens et al., 2014).

Entretanto, nesse processo ocorre também a migracdo das ceélulas
infectadas (ou que carregam o virus na superficie) e particulas virais até os
linfonodos, onde encontram e infectam um grande numero de células CD4+,
principalmente linfocitos T CD4+ (cuja maioria reside nos orgaos linféides
secundarios), alvo preferencial do HIV-1 (Izquierdo et al., 2010). A replicacéo do
virus nos linfécitos e a liberacdo das particulas virais induz a morte dos linfocitos
infectados (ciclo litico), bem como a disseminacdo do HIV-1 para os linfonodos
e tecidos periféricos com propagacdo da infeccdo. O ciclo litico do virus
corresponde a deplecédo de linfécitos T CD4+ e linfopenia na fase aguda da
doenca. Na maioria das infeccGes, o genoma viral se integra no DNA da célula
infectada e estabelece um estado de laténcia (ciclo latente), que pode perdurar
meses ou anos até ser “reativado” para novos ciclos liticos. Na “janela” de
laténcia o virus esta “escondido” nas células infectadas que constituem os assim
chamados “reservatérios virais” (Deeks et al., 2015; Maartens et al., 2014).

Considerando o papel central das células T CD4+ em orquestrar a
resposta imune, a infeccdo e deplecdo desses linfocitos representa o evento
central na patogénese da infeccao pelo HIV-1. No que tange a historia natural

da infec¢éo, os individuos infectados por HIV-1 (pacientes HIV) apresentam uma
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gradual queda dos niveis de células T CD4+, que esta diretamente associada
com o aumento da CVP e a progressao da infeccdo. A imunodeficiéncia
secundéria a infec¢ao (Sindrome da imunodeficiéncia adquirida; Aids, do inglés:
Acquired Immunodeficiency Syndrome), que deriva da intensa linfopenia,
predispde o0s pacientes a infeccdes oportunistas (como candidiase,
criptococose, citomegalovirose) e/ou complicacées oncoldgicas (como cancer
cervical e sarcoma de Kaposi). A Aids é um termo que se aplica para os estagios
mais avancados da infeccdo por HIV, sendo definida pela ocorréncia de
infeccdes oportunistas e/ou complicacdes oncolégicas, e contagem de linfécitos
T CD4+ abaixo de 200 células/mm?3 de sangue, sendo a maior causa de morte
relacionada ao HIV-1 em pacientes néo tratados (Mindel, Tenant, 2001).

Atualmente ndo existe cura para infeccdo pelo HIV, porém existe
tratamento. Diversos farmacos antirretrovirais foram desenvolvidos nas ultimas
décadas com alvos em distintas etapas do ciclo viral (ex. inibidores da
retrotranscricdo, da montagem de novas particulas virais, da entrada do virus na
célula alvo ou da integracédo do genoma viral ao genoma humano), e utilizados
em combinacdes (terapia antirretroviral combinada, CART, do inglés: Combined
Antiretroviral Therapy) podendo inibir (mas ndo eliminar completamente) a
replicacdo do virus. Como consequéncia, se reduz a CVP, prevenindo a
propagacdo da infeccdo e a deplecdo de linfécitos T CD4+, e minimizando a
possibilidade de desenvolvimento de Aids e de transmissdo do virus (Chen et
al., 2007; Younai, 2013).

Apesar da eficacia da cART na inibicdo dareplicacdo do HIV, o tratamento
possui efeito limitado nos sitios de laténcia. O processo de estabelecimento de
laténcia ocorre principalmente nos linfécitos T CD4+, mondcitos e macrofagos,
em tecidos periféricos (linfonodos periféricos, trato gastrointestinal e sistema
nervoso central), que por serem considerados muitas vezes sitios
imunologicamente privilegiados, e/ou por possuirem uma limitada penetracao da
droga antirretroviral, constituem um dos principais desafios na eliminacdo do
virus (Finzi et al., 1997; Wong et al., 1997; Chomont et al., 2009).

Clinicamente, a infeccdo natural pelo HIV-1 é caracterizada por 4 etapas
principais, e pode ser acompanhada pela medicdo da CVP e contagem de
linfocitos T CD4+ sanguinea (Figura 2) (Pantaleo et al., 1993). Se o virus nao &

eliminado nos primeiros momentos da infec¢éo, observa-se uma diminui¢ao de
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células T CD4+ (decorrente da infeccéo e lise dos linfocitos), acompanhada de
um aumento da CVP cerca de 6 semanas poés-infeccao (fase aguda). Em geral,
o sistema imunoldgico controla a replicacdo viral através da acéo das células T
citotdxicas (CTL, do inglés: Cytotoxic T Cells) e também células NK (Alter, Altfeld,
2009), e a infeccao entra na sua fase crénica (com virus latente na maioria das
células infectadas, com baixa ou nula replicacéo viral).

Se, em consequéncia de outra infeccdo ou ativacdo estéril do sistema
imune, o HIV-1 é reativado nas células com virus integrado no genoma, observa-
se um aumento da CVP e uma diminuic¢do progressiva dos linfécitos T CD4+ que
pode levar o individuo néo tratado com ART a progredir para Aids (Figura 2).

(1) Infecgao Obito
¥ @ (3) @ 3 .

Fase crénica Aids

1100 -
1000~
900 -
800~
700-

600-

Linfécitos T CD4+ (cel/mm?)

(quyseidos) ¥NY AIH

semanas anos

Figura 2. Etapas da infecc¢do natural por HIV-1.

(1) Fase de Eclipse: Infec¢do inicial sem alteracfes significativas na contagem de linfocitos T
CD4+ e Carga Viral Plasmética (CVP) e auséncia de deteccao viral sorologica; (2) Fase Aguda:
Caracterizada por um aumento de CVP e queda de células T CD4+ com importante resposta de
CTL e soroconversdo; (3) Fase crbnica: Laténcia Clinica com progressiva perda de linfécitos T
CD4+ e aumento de CVP; (4) Desenvolvimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(Aids) caracterizada pela reducéo de linfocitos T CD4+ abaixo de 200 células/mm? de sangue,
elevada CVP e surgimento de infec¢des oportunistas e complica¢des oncoldgicas.

Fonte: Modificada de Pantaleo, 1993.

Vale destacar que existe uma grande variabilidade interindividual de
resposta, e que esse padrdo ndo se aplica a todos os pacientes infectados.
Baseado no perfil de resposta (na auséncia de ART) os pacientes podem ser
classificados em: (1) ndo progressores a longo prazo (LTNP, do inglés: Long

Term Non Progressors), individuos assintomaticos com contagens de linfocitos
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T CD4+ = 500 células/mm?® de sangue por um periodo prolongado (> 10 anos) e
baixa viremia; (2) controladores de elite (EC, do inglés: Elite Controllers), que
mantém a contagem de linfocitos T CD4+ estavel (contagem = 500 células/mm?
de sangue) e apresentam viremia indetectavel; (3) progressores rapidos (RP, do
inglés: Rapid Progressors), que apresentam contagem de linfocitos T CD4+
menor que 300 células/mm3 de sangue no periodo de 3 anos apds o primeiro
teste sorolégico positivo; e (4) ndo controladores (NC, do inglés: Non-
Controllers): mantém a carga viral plasmatica acima de 10000 copias/mm3
(Gurdasani et al., 2014).

A introducdo da ART representa uma importante e efetiva estratégia
terapéutica no controle da replicacdo viral e recuperacédo dos niveis de linfocitos
T CD4+ no sangue periférico, reduzindo a morbidade e elevando
consideravelmente a expectativa de vida dos individuos infectados (Lundgren et
al., 2016). Entretanto, mesmo com a eficacia na supressao da replicacédo viral, a
recuperacdo imunologica dos pacientes tratados também é considerada
heterogénea. Alguns individuos apresentam recuperacao insuficiente na
contagem de linfécitos T CD4+ e séo classificados como nao respondedores
imunoldgicos (INR, do inglés: Immunologic Non-Responders), ja 0os que
apresentam uma robusta recuperacdo dos niveis de linfocitos T CD4+ sao
classificados como respondedores imunolégicos (IR, do inglés: Immunologic
Responders) (Yang et al., 2020).

Aléem dessa heterogeneidade em termos de resposta a terapia, vale
destacar que, diferentemente do observado no sangue periférico, a ART néo é
capaz de levar a uma restauracdo completa dos niveis de linfécitos T CD4+
residentes em tecidos periféricos, como no tecido linfoide associado ao intestino
(GALT, do inglés: Gut-Associated Lymphoid Tissue) (Guadalupe et al., 2003).
Essa deplecdo de células T CD4+ (principalmente células T regulatérias) na
mucosa intestinal, é relacionada a uma importante enteropatia, caracterizada
pelo aumento da permeabilidade intestinal e consequente passagem da
microbiota, ou de moléculas derivadas dos seus microrganismos, do limen
intestinal para o tecido submucoso e circulagdo sanguinea e/ou linfatica
(fendmeno conhecido como translocacdo microbiana), com inducdo de

inflamacéo local e eventualmente sistémica (Brenchley et al., 2006).
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Outra causa de inflamacdo nos pacientes tratados é a citotoxicidade
induzida pelos proprios farmacos, que leva a liberagdo de alarminas e outras
moléculas derivadas da lise celular, induzindo a producdo de mediadores
inflamatérios pelo sistema imune (Deeks, et al. 2013; Maartens et al., 2014).

Desta forma, a infecgdo cronica por HIV-1, mesmo se tratada com
sucesso, traz outras problematicas relacionadas com a inflamacéo crbnica e a
exaustdo imune em alguns pacientes, resultando em uma maior susceptibilidade
a algumas infec¢des e/ou baixa responsividade a vacinas profilaticas (ex. vacina
para Hepatite B (Lara et al., 2017)).

Além disso, em alguns pacientes a inflamacé&o crénica pode representar
um fator de risco para o desenvolvimento de comorbidades e aumento de
mortalidade por patologias ndo-Aids, tais como: doencas cardiovasculares (ex.
aterosclerose), doenca renal, problemas neurocognitivos e maior
susceptibilidade a alguns tipos de cancer (Hsu, Sereti, 2016).

Levando tudo isso em consideracao, a infeccdo por HIV tratada passou a
ser considerada uma doenca inflamatoria cronica (Deeks et al., 2013), e como
tal, um traco multifatorial. Fatores do virus e do hospedeiro, tais como perfil
genético da resposta imune, repertorio de linfécitos (T, NK), habitos sociais e
ambiente (ex. Presenca de outras infeccbes), moldam o prognostico e a

gualidade de vida do paciente.

1.2 Resposta imune ao HIV-1

A primeira resposta do sistema imune ao HIV-1 baseia-se na presenca de
barreiras fisicas (ex. integridade do epitélio da mucosa) e quimicas presentes
nas mucosas (moléculas e peptideos antimicrobianos, tais como 3-defensinas e
mucinas), no reconhecimento do virus pelas células residentes na mucosa
(Espindola et al., 2016), e também por moléculas soluveis de reconhecimento
de padrdes (PRMs, do inglés: Pattern Recognition Molecules), tais como a
Lectina Ligadora de Manose 2 (MBL2, do inglés Mannose Binding Lectin 2), que
pode atuar neutralizando o virus, ou como opsonina auxiliando a fagocitose do
virus, ou ainda como iniciadora do sistema complemento (Haurum et al., 1993;
Saifuddin et al., 2000).
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Receptores de reconhecimento de padrbes (PRRs, do inglés: Pattern
Recognition Receptors) expressos nas células CD4+ residentes no tecido (como
os macrofagos, DC e LC) e em células ndo imunes, tais como as células
epiteliais, sado responsaveis pela deteccdo precoce do HIV-1 (Espindola et al.,
2016)

Os receptores do tipo Toll (TLR, do inglés: Toll Like Receptors) 2e 4, e 0
receptor de lectina DC-SIGN (Do inglés: Dendritic Cell-Specific Intercellular
Adhesion Molecule-3-Grabbing Non-Integrin) que estao presentes na superficie
celular, reconhecem a glicoproteina do envelope viral gp120 (Nazli et al., 2013;
Geijtenbeek et al., 2000); Os TLR-7 e 8, reconhecem o RNA viral no
compartimento endossdmico (Heil et al., 2004); os receptores citoplasmaticos de
RNA, como o RIG-I (Do inglés: Retinoic Acid-Inducible Gene 1), e de DNA, como
o IFI16 (Do inglés: Interferon Inducible Protein 16), reconhecem o RNA viral e o
genoma viral apoés retrotranscricdo (CDNA), respectivamente (Berg et al., 2012;
Jakobsen et al., 2013).

O reconhecimento do virus através desses PRRs inicia uma sinalizacao
intracelular que culmina na ativacéo de fatores de transcricédo, tais como o fator
nuclear kappa B (NF-kB, do inglés: Factor Nuclear Kappa B) e/ou fatores
regulatérios de Interferon (IRFs, do inglés: Interferon Regulatory Factors)
(Bergantz et al., 2019).

O NF-kB é responsavel pela transcricdo de genes de diversas citocinas
pro-inflamatérias, tais como a interleucina (IL, do inglés: Interleukin) -18, IL-6, IL-
8, o fator de necrose tumoral (TNF, do inglés: Tumor Necrosis Factor), e também
das quimiocinas MIP (Do inglés: Macrophage Inflammatory Protein) -1a/CCL2,
MIP-1b/CCL3, RANTES/CCLS5 (Do inglés: Regulated on Activation Normal T Cell
Expressed and Secreted) ou IP-10/CXCL10 (do inglés: Interferon Inducible
Protein) (Bergantz et al., 2019).

Os IRFs, por outro lado, ativam a transcricdo de genes envolvidos na
restricdo do virus, tais como interferons de tipo I: IFN (Interferon) -a e -B, que,
por sua vez, induzem de forma autdcrina (na mesma célula) ou paracrina (nas
células vizinhas) a assim chamada imunidade antiviral intrinseca, que € mediada
por genes e fatores de restricdo viral (genes estimulados por interferon/ISG, do
inglés: Interferon-Stimulated Genes). Entre os fatores de restricdo viral

importantes na infec¢cdo pelo HIV destacam-se: a deoxinucleosideo-trifosfato
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hidrolase SAMHD1 (do inglés: SAM Domain and HD Domain-Containing Protein
1) que inibe a replicacéo viral degradando os deoxinucleotideo trifosfatos (dNTP,
do inglés: Deoxynucleotide Triphosphates); a citidina deaminase APOBEC3G
(Do inglés: Apolipoprotein B mRNA Editing Enzyme Catalytic-like 3 G), que afeta
a replicacao viral, substituindo uma citidina por uma uracila; e o MX2 (Do inglés:
Human Myxovirus Resistance 2) que interage com proteinas do nucleocapsideo
ou outras proteinas virais impedindo a montagem do virion (Bergantz et al., 2019;
Soper et al., 2017).

Este primeiro reconhecimento do virus pelo sistema imune inato leva, por
um lado, a inibicdo da replicacdo viral na célula infectada e nas células
adjacentes, e por outro, ativa uma resposta inflamatéria com recrutamento de
leucdcitos circulantes, tais como células NK e mondcitos (que se diferenciam em
macrofago no tecido), que desempenham uma importante funcdo antiviral
induzindo apoptose das células infectadas e/ou eliminando o virus e as células
apoptéticas (McMichael et al., 2010).

Quando a imunidade inata ndo consegue eliminar o virus, é induzida a
resposta adaptativa, o qual linfocitos T e plasmdcitos ativados nos 6rgaos
linféides secundarios sao recrutados no local da infeccéo. O esperado para uma
resposta antiviral € que seja induzida uma resposta adaptativa célula-mediada
(de tipo T helper 1, Thl), que resulta em producao de elevados niveis de IFN-y,
ativacao de CTL, e resposta humoral com producéo de anticorpos de classe 1gG
e IgA, que possam neutralizar o virus, auxiliar a remocéao do virus por fagocitos,
e auxiliar a atividade citotéxica das NK (ADCC, do inglés: “Antibody-dependent
Enhancement”) (Migueles, Connors, 2015).

Entretanto, nos pacientes com infec¢ao crbénica por HIV, a resposta imune
nao resulta eficaz para eliminacdo do virus. Na maioria dos pacientes 0s
anticorpos produzidos nédo sao neutralizantes (Mayr et al., 2017) e alteracdes na
resposta adaptativa célula-mediada (como o desbalanco Thl1l/Th2) estdo
associadas com pior prognostico da infeccdo e progressdo para Aids (Becker,
2004). Vale ressaltar que as células com infeccéo latente ndo sdo reconhecidas
pelo sistema imune, ou podem residir em tecidos/6rgdos imunologicamente
privilegiados, representando um importante reservatério viral “silencioso”
(Dufour, et al., 2020).
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A fase cronica da doencga € caracterizada por uma continua ativacao do
sistema imune decorrente da: (1) replicacdo do virus e consequente deplecao
de linfocitos T CD4+ que contribui para (2) destruicdo da mucosa intestinal com
consequente translocacdo de produtos da microbiota ao nivel sistémico (ex.
LPS) (Brenchley et al., 2006) e (3) susceptibilidade a coinfec¢cdes por outros
patdgenos, tais como Herpesvirus ou Citomegalovirus (Deeks et al., 2013b).

Como consequéncia, se estabelece um estado pré-inflamatério e um
circulo vicioso, onde o virus ativa o sistema imune e a ativacdo do sistema imune,
por sua vez, promove a replicacdo viral. A continua ativagdo do sistema
imunolégico ndo leva apenas a uma perda de células T, mas também a um
declinio da capacidade regenerativa do sistema imune (imunossenescéncia), e
mudanca no perfil de resposta de diferentes células imunes (como o aumento de
células T e B ativadas, hipergamaglobulinemia de células B e incapacidade das
DC de orquestrar uma adequada ativacao dos linfocitos) (Deeks et al., 2013).

Entretanto, ainda ndo esta elucidado porque entre os individuos que
entram em contato com o virus, alguns ndo séo infectados ou conseguem montar
uma resposta antiviral eficaz, enquanto outros sdo mais susceptiveis a infeccao
com diferentes perfis de controle da replicacéo viral e progressao da doenca,
conforme mencionado anteriormente (secéo 1.1).

Diversos fatores contribuem para essa heterogeneidade de resposta ao
HIV-1, tanto nas primeiras fases da infeccéo, quanto na infeccéo crénica. Dentre
eles, destacam-se alguns aspectos relacionados ao virus, como a presenca de
proteinas do HIV-1 que antagonizam os fatores de restricdo viral (ex. Fator de
infectividade viral/Vif que inibe o0 Mx2; (Soper et al., 2017)) e a elevada taxa de
mutagénese do HIV-1 que interfere com o reconhecimento especifico dos
receptores linfocitarios e, consequentemente, com a resposta adaptativa (tanto
citotoxica quanto mediada por anticorpos) (Deeks et al., 2015).

Além disso, o perfil genético do paciente também pode afetar o
prognostico da infeccdo. Um exemplo bem conhecido é a delecao de 32 pares
de bases (A32) do receptor da quimiocina RANTES/CCL5, o CCR5, um dos co-
receptores do HIV. A delecdo causa a impossibilidade do CCR5 ser expresso na
superficie da célula. Quando o alelo CCR5A32 é presente em homozigose, a
maior parte dos individuos resultam resistentes a infeccdo pelo HIV-1. Em

heterozigose, o alelo CCR5A32, esta associado a um melhor controle da
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infeccdo e a um melhor prognéstico (Dean et al., 1996; Zimmerman et al., 1997).
Por outro lado, variantes que levam a perda de fungéo de fatores de restricdo
viral, tais APOBEC3, TRIM5a, Mx2, favorecem a suscetibilidade do individuo a
infeccdo e aceleram a progressao da doenca (Gourraud et al., 2011; An et al.,
2016; Komdrla et al., 2019).

Alelos de HLA também foram associados tanto com a susceptibilidade ao
virus, quanto ao prognostico. HLA de classe |, que estdo envolvidos com a
apresentacao de antigenos virais e a ativacao de linfécitos T CD8+, sdo os que
mais resultaram associados com a infeccédo, tais como os alelos de protecao
HLA-B27, HLA-B57, ou os alelos de risco HLA-B35, HLA-A23 (Kaslow et al.,
1996; Piacentini et al., 2009; An, Winkler, 2010).

Ademais, variantes polimérficas nos genes de receptores do sistema
imune inato (TLR3, DC-SIGN, MBL), de moléculas antimicrobianas (defensinas,
LL37), de quimiocinas (Ex: CCL5), e citocinas (Ex: IL-10, IFN-y), podem afetar
tanto a susceptibilidade individual ao virus, quanto o quadro clinico do paciente
infectado e o progndstico da doenca (An, Winkler, 2010).

E interessante destacar que os mesmos fatores genéticos podem estar
também associados a resposta a intervencles terapéuticas, a exemplo da

imunizacado com vacina de DCs autologas (Segat et al., 2010; Reis et al., 2018).

1.3 Inflamagao e exaustao imune decorrente da infec¢ao cronica por HIV
em pacientes tratados

Aumentados niveis séricos de mediadores inflamatérios (como IL-6, IL-13
e IL-18), de moléculas microbianas derivadas da translocacéo intestinal (como o
LPS) ou seus ligantes (como o CD14 soluvel), sdo frequentemente encontrados
em pacientes HIV em tratamento, assim como elevada contagem de leucécitos
circulantes ativados e/ou “exaustos”, ou seja, com uma reduzida capacidade de
responder a novos estimulos. Marcadores de ativacdo encontram-se
aumentados em mondécitos (CD16), células dendriticas (HLA-Il, CD83, CD86)
(Stiksrud et al., 2019) e linfocitos T (CD38, HLADR) (Paiardini, Muller, 2013). No
caso dos linfécitos T, a exaustdo se manifesta como reduzida capacidade de
proliferacdo quando ativados, e, fenotipicamente, com um aumento de

expressdo de moléculas inibitérias (ex. PD-1 e CTLA-4) (Fenwick et al., 2019).
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A infeccdo por HIV induz diversas perturbag¢des também nos linfdcitos B.
Enquanto que na fase de replicacéo viral € observada uma ativagéo policlonal
das células B, na fase cronica existe um desbalan¢o nos niveis de células de
memoaria e naive. As células B de memaria (CD27+) resultam fenotipicamente
ativadas (com uma baixa expressao de CD21; CD27+ CD21 Low), enquanto que
se observa uma reducéo das células B de memaria em repouso (CD27+CD21+)
(Moir, Fauci, 2009).

Na tabela a seguir sdo resumidos alguns dos principais marcadores de
ativacao do sistema imunoldgico aumentados durante a fase crénica da infeccao,

e diretamente associados a progressao da doenca (Tabela I).

Tabela |I: Marcadores de ativagdo imunolégica durante a infeccdo crénica pelo HIV-1.

Compartimento Marcador Referéncia
IFN-a
IL-6
Stacey et al., 2010
IL-8
TNF Okay et al., 2020
TGF Dickinson et al., 2020
sCD14 Kelesidis et al., 2012
sCD163 Burdo et al., 2011
Mediadores sollveis
MIP-1a
MIP-188 Keating et al., 2011
RANTES
IP-10 Stacey et al., 2010
PCR* Vishwanath et al., 2016
IL-18 Stacey et al., 2010
IL-1B Okay et al., 2020
Linfécitos T CD4+ CD38, HLA-DR
Paiardini, Miller, 2013
Linfécitos T CD8+ CD38, HLA-DR
Linfécitos B CD27+ CD21 low Moir, Fauci, 2009
NK CD56dimCD16+ Kuri-Cervantes et al., 2014
) Ahmad et al., 2018
Monoécitos ASC, CD14+CD16+
Stiksrud et al., 2019
Células Dendriticas HLA-II, CD83, CD86 Stiksrud et al., 2019

*Proteina C reativa.



41

1.4 O inflamassoma

O termo inflamassoma foi cunhado pelo grupo de Tschopp (2002), e
refere-se a um complexo citosélico de alto peso molecular que medeia a
clivagem das formas inativas das citocinas IL-1p e IL-18 (pro-IL-13 e pro-IL 18,
respectivamente) pela ativacdo de proteases baseadas em cisteina e acido
aspartico, as caspases (Do inglés: Cysteine-Aspartic-Acid-Proteases)
inflamatérias (caspase-1, -4, -5), com a contribuicdo eventual da proteina
adaptadora ASC (Do inglés: Apoptosis-Associated Speck-Like Protein
Containing a CARD) (Martinon et al., 2002).

Mais recentemente foi descoberto que a ativacdo das caspases
inflamatorias leva também a clivagem da gasdermina D (GSDMD), cujo
fragmento amino (N)-terminal de 30 kDa se insere na membrana plasmatica
formando poros e levando a liberacdo da IL-1B e IL-18 e/ou, eventualmente, a
morte celular altamente inflamatoria conhecida como piroptose (Shi et al., 2015).

Na Figura 3 € apresentado uma representacdo esquematica dos

principais componentes envolvidos na ativagcdo do complexo.

A-PRRs (EX: NLR, PHYN)
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Figura 3. Principais componentes do inflamassoma.

Na figura séo representadas as principais proteinas envolvidas na ativacdo do complexo
inflamassoma e os respectivos dominios e/ou peso molecular dos fragmentos. (A) PRRs (ex.
NLR, PHYN); (B) Proteina adaptadora ASC; Enzimas efetoras (C) Caspase-1, (D) -4, (E) -5;
Citocinas inflamatdrias na forma inativa (F) Pro-IL-13 e (G) Pro-IL18; Proteina formadora de poro
na membrana, (H) gasdermina D.

PYD: Dominio N-terminal de tipo pirinico (Do inglés: Pyrin Domain); CARD: dominio N-terminal
de tipo CARD (Do inglés: Caspase Recruitment Domain).

Fonte: Proprio autor (Leal VNC, 2020).
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O inflamassoma é formado em resposta ao reconhecimento de padrbes
moleculares associados a patdgenos (PAMPs, do inglés: Pathogen-Associated
Molecular Patterns) ou a dano (DAMPs, do inglés: Damage-Associated
Molecular Patterns) por receptores citosélicos de padrées moleculares, PRRs.
Existem véarios PRRs que podem ativar o complexo inflamassoma, como o
NLRP1, NLRP3, NAIP e NLRC4 da familia NLR (receptores contendo um
dominio central NACHT e um dominio C-terminal de tipo LRR), ou os receptores
de DNA: AIM2 e IFI16, ou a Pirina/MEFV (Christgen, Kanneganti, 2020).

O reconhecimento pelos receptores do inflamassoma pode ser direto,
como no caso do NAIP que é ativado pela flagelina bacteriana ou pelo sistema
de secrecéo do tipo 3 (T3SS, do inglés: Type lll Secretion System) (Zhao, Shao,
2015) ou do AIM2 e IFI16 que reconhecem DNA de dupla fita de origem viral,
bacteriana ou enddgeno presentes no citosol (Fernandes-Alnemri et al., 2009;
Unterholzner et al., 2010; Ma et al., 2018). O reconhecimento pode também ser
indireto, como no caso do NLRC4 que interage com o complexo NAIP-flagelina
ou NAIP-T3SS (Franchi et al., 2006; Mariathasan et al., 2004).

Outros receptores, como a pirina e o NLRP1, sdo ativados por
auséncia/inibicdo dos préprios inibidores fisiologicos por patdgenos ou estresse
celular. Toxinas bacterianas (como da Yersinia spp. ou do Clostridium spp.) ou
a inibicdo da atividade de small GTPases ativam a pirina ao inibir a sua
fosforilacdo, permitindo a interacdo com a chaperonina 14-3-3 (Masters et al.,
2016). J4 em relacdo ao NLRP1, a degradacado proteolitica do seu inibidor, a
Dipeptidil Peptidase 9 (DPP9), por proteases celulares ou virais, leva a ativacao
desse receptor (Zhong et al., 2018)

O NLRP3, por sua vez, é ativado por uma ampla gama de PAMPs e
DAMPs gue nao interagem diretamente com o receptor, mas induzem alteracdes
citoplasmaticas, como amplamente detalhado a seguir.

Os principais receptores do inflamassoma e seus mecanismos de

ativacao sdo resumidos na Figura 4.
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Figura 4. Principais receptores do inflamassoma e seus ativadores.

Receptores da familia do tipo NOD (NLR)- (A) NLRP1 - contém o dominio N-terminal de tipo
pirinico/PYD, dominio NACHT de oligomerizacéo, regido de repeticfes ricas em leucina (LRR),
dominio FIIND1 e CARD C-terminal, ativado por autoclivagem com participacdo de enzimas
proteoliticas; (B) NLRP3 — contém o dominio N-terminal de tipo pirinico/PYD, dominio NACHT
de oligomerizacdo, regido de repeticdes ricas em leucina (LRR) ativado ap0s alteraces na
homeostasia celular induzida por PAMPs e DAMPs como LPS e B-glucana; (C) NLRC4 - contém
o dominio N-terminal de tipo CARD, dominio NACHT de oligomerizacao, regido de repeticdes
ricas em leucina (LRR), é ativado ao interagir com NAIP que contém o dominio N-terminal de
tipo BIR, dominio NACHT de oligomerizacdo, regido de repeti¢cdes ricas em leucina (LRR)
responséavel pelo reconhecimento de PAMPs como a flagelina bacteriana e T3SS.

Receptores da familia do tipo PYHIN — (D) AIM2 e (E) IFI16 - contém o dominio N-terminal de
tipo pirinico/PYD e dominio HIN-200, ativados através do reconhecimento de DNA microbiano
ou endégeno.

Pirina — (F) Ativado por toxinas bacterianas, como as decorrentes da Yersinia spp.

Fonte: Préprio autor (Leal VNC, 2020).

A liberacdo das citocinas decorrentes da ativacdo do complexo esta
diretamente relacionada ao processo inflamatorio. Em relagcéo a IL-13, ha uma
importante atuacdo tanto em leucécitos, quanto em células ndo imunes (Ex:
Epitélio, endotélio), induzindo, através do receptor IL1R, a ativacéo do fator de
transcricdo NF-kB (via Myd88), levando a expressdo dos componentes do
inflamassoma (feedback positivo) e de mediadores inflamatérios, como as
citocinas IL-6, TNF-a, e quimiocinas, e de moléculas de ades&o para migracao
leucocitaria (Parikh et al.,, 1997; Rosenwasser, 1998; Yazdi et al., 2016;
Mantovani et al., 2018). Além disso, a nivel sistémico, a IL-13 é capaz de induzir
a producéo de proteinas de fase aguda (proteina C reativa, proteinas do sistema
complemento) pelos hepatdcitos, a hematopoiese na medula 6ssea e 0 aumento
da temperatura corpérea no hipotalamo. Ademais, a acao conjunta da IL-183 e IL-

6 possui um importante papel na polarizacdo dos linfocitos T CD4+ em Th17,
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uma sub-populagéo envolvida no recrutamento e ativacdo de neutréfilos (Yazdi
et al., 2016; Acosta-Rodriguez et al., 2007).

Ja a IL-18 é uma citocina com importante papel na promocéo de secrecéo
de IFN-y e da atividade citotoxica dos linfécitos NK e T CD8+. Diferentemente da
IL-1B, a IL-18 € induzida tanto por mediadores inflamatérios (via NF-kB) quanto
por IFN-I (via IFRs), atuando através de um receptor da mesma familia do IL1R,
o0 IL18R (via MyD88/NF-kB). Em conjunto com a IL-12, a IL-18 influencia a
polarizacédo de linfécitos T CD4+ para um perfil de células produtoras de IFN-y
(Thl), importantes na ativagdo de macrofagos, linfocitos T CD8+ e ativacéo de
linfécitos B para producao de anticorpos de tipo IgG (Novick et al., 2013; Yasuda
et al.,, 2019). Além disso, a IL-18, diferentemente da IL-18, desempenha um
importante papel na manutengcdo da homeostasia dos epitélios, induzindo de
forma constitutiva a producdo de fatores de defesa (como peptideos
antimicrobianos), de muco e regulacao das jun¢cdes comunicantes (Do inglés:
Gap-Junctions), preservando, dessa maneira, a integridade da barreira
anatomica (Garlanda, et al., 2013; Nowarski et al, 2015; Mantovani et al, 2019).

A ativacao do inflamassoma é fortemente regulada em distintos niveis
(transcricional e pos-transcricional) (Latz et al.,, 2013), e de modo célula- ou
tecido-especifico (Yin et al., 2009). Tanto células do sistema imune inato, como
monadcitos e DC, quanto células ndo leucocitarias, como células epiteliais,
endoteliais, ou neurdnios, expressam os componentes do inflamassoma. Essa
expressao pode ser constitutiva (como no caso de células de rapida ativacéo, a
exemplo dos mondécitos) ou induzida através da ativacao de PRRs (ex. TLRs) ou
receptores para citocinas (como IL-1R, TNFR, etc.) com a participacao de fatores
de transcricdio como o NF-kB (levando a expressdo de NLRP3, AIM2,
PYCARD/ASC, CASP1, IL1B) ou IRFs (induzindo a expressao de NLRC4, IFI16,
IL18) desta forma amplificando a resposta inata e inflamatoria (Latz et al., 2013).

Entre os mecanismos de regulacdo pdés-transcricionais, mencionamos
alguns micro-RNAs, como o0 miR-223 que inibe a traducdo do mRNA do NLRP3
(Bauernfeind et al., 2012); a ubiquitinagcéo dos receptores, de ASC e da caspase-
1 (Kattah et al., 2017; Lopez et al., 2020); e a interacdo dos componentes do
complexo com proteinas inibitérias, como proteinas que também contém os
dominios CARD ou PYD (Ito et al., 2014). Em conjunto, esses mecanismos

influenciam no limiar de ativagdo do complexo.
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Ap6s a ativacdo do inflamassoma e a liberacdo das citocinas,
mecanismos de regulacdo negativa (feedback negativo) também contribuem
para a inibicdo do complexo, tais como ubiquitinagcédo induzida pelos receptores
de citocinas (ex. TNFR), ou nitrosilacdo induzida pelos receptores acoplados a
AMP ciclico (cCAMP), como os IFNRs (Guarda et al., 2009, 2011; Mishra et al.,
2013); e inibicdo da resposta pelo antagonista receptorial da IL-1 (IL1Ra, do
inglés: Interleukin 1 receptor antagonist) e a proteina ligante a IL-18 (IL18BP, do
inglés: Interleukin 18 binding protein) (Mantovani et al., 2018).

Esses mecanismos de regulacdo encontram-se alterados em patologias
inflamatérias cronicas (como na gota, artrite reumatdide, aterosclerose e
obesidade), assim como na presenca de mutacdes genéticas que levam a
ativacdo constitutiva do inflamassoma (sindromes autoinflamatorias
hereditarias), enfatizando a sua importancia na manutencao do limiar de ativacao

do complexo (Mangan et al., 2018).

1.5 O NLRP3 inflamassoma

Como o foco do presente estudo é o receptor NLRP3, a seguir séo
resumidos 0s principais mecanismos envolvidos na ativacdo candnica e
regulacdo do NLRP3 inflamassoma.

O NLRP3 é ativado por alteracdes citoplasmaticas induzidas por PAMPs
e/ou DAMPs, como fluxos iénicos e dano mitocondrial ou lisossomal. Entre os
mecanismos de ativacdo propostos, alguns sdo amplamente aceitos e sao
reportados a seguir.

O efluxo de potassio (K+) gerado por abertura de canais catibnicos ou
poros na membrana plasmatica € determinado pela maior concentracdo do
cation no ambiente intracelular que extracelular. Toxinas virais ou bacterianas
gue perfuram a membrana celular ou o aumento de concentracdo extracelular
de ATP (relacionada, em geral, com a morte litica das células do local) que, por
sua vez, ativa o receptor purinérgico P2X7R com abertura do canal catiénico,
podem induzir o efluxo de K+ e ativacdo do NLRP3 (Mufioz-Planillo et al., 2013;
Pétrilli et al., 2007). A movimentagao de calcio (Ca?") também foi descrita como

capaz de ativar o receptor (Murakami et al.,2012), mas devido a variedade de
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mecanismos de sinalizacgdo intracelular ativados pelo Ca?+, permanece dificil
distinguir uma causa/efeito estritamente relacionada a ativagao do NLRP3.

Toxinas microbianas ou estresse metabolico podem atuar a nivel
mitocondrial levando ao dano da organela com liberacao de espécies reativas
de oxigénio (ROS, do inglés: Reactive Oxygen Species), DNA mitocondrial
(mtDNA) ou proteinas mitocondriais (ex. Cardiolipina) (Zhou et al., 2011;
Shimada et al., 2012). O dano lisosomal gerado por mecanismos de escape de
patégenos fagocitados/endocitados, ou de fagocitose/endocitose de particulas
ndo digeriveis, como alguns cristais, também levam a liberacdo do contetdo da
organela (ex. catepsinas) no citosol (Hornung et al., 2008). Enquanto que
existem muitas evidéncias sobre a relacdo entre dano a estas organelas e
ativacdo do NLRP3, ndo se sabe ao certo como a liberacdo do conteudo
mitocondrial e lisossomal pode ativar esse receptor.

Foram posteriormente descritas outras vias de ativacdo do NLRP3, a
exemplo da via “ndo canénica” (diferenciando da via "candnica" descrita acima)
e vias alternativas (que incluem a participacdo de PRRs de membrana). A via
nao candnica de ativacdo do NLRP3 é secundaria a ativacdo das caspases-4 e
-5 pela interacdo direta de LPS presente no citosol. As caspases clivam a
GSDMD levando a formacao de poros na membrana e fluxos ibnicos, que, por
sua vez, ativam o NLRP3 (Latz et al., 2013).

PRRs como o TLR4 ou a Dectina-1 foram também descritos como
envolvidos na ativacdo do NLRP3 através de vias alternativas de sinalizacao,
com a participacao de quinases como a Syk (Do inglés: Spleen Tyrosine Kinase)
e Btk (Do inglés: Bruton's tyrosine kinase) (Lee et al., 2012; (Kankkunen et al.,
2010). Além disso, os receptores que levam a ativacdo da caspase-8 também
podem ativar o NLRP3, em vias alternativas, ou eventualmente a caspase-1
diretamente, pelo menos em modelo murino (Gurung et al., 2014)

Os principais mecanismos de ativacdo canonica e regulacdo do NLRP3 séo

reportados a seguir na Figura 5.
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Figura 5: Principais mecanismos envolvidos na ativacdo e regulacdo do NLRP3
inflamassoma.

A presenca de diferentes PAMPs e DAMPs induz a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB que
por sua vez leva a transcricdo e subsequente traducdo dos diferentes componentes do NLRP3
inflamassoma. ModificacGes citosélicas como o (1) aumento de Calcio intracelular e estresse
mitocontrial com geracéo de ROS e liberacdo de proteinas mitocondriais; (2) O efluxo de potassio
decorrente da ativacdo do receptor purinérgico P2X7R, ou da formacé&o de poros na membrana
citoplasmatica induzidos por toxinas; (3) liberacdo citoplasméatica de catepsinas lisossomais;
levam a formacdo do complexo com subsequente ativacdo da Caspase-1 e clivagem de
diferentes substratos intracelulares, como as formas inativas da Pro-IL13 e Pro-IL18 nas formas
ativas das citocinas inflamatoérias IL13 e IL18, além da clivagem da Gasdermina-D, importante
no processo de morte celular altamente inflamatério denominado piroptose.

Dentre os mecanismos de regulacdo envolvidos na ativagdo do complexo, destacam-se (4) o
regulador poés-transcricional do NLRP3 (miR-223) que impede a sua traducdo levando a
degradacdo do mRNA do NLRP3, (5) o CARDS8 que inibe diretamente a proteina NLRP3, ou a
Nitrosilagdo do NLRP3, dentre outros. Fonte: Modificado de: Kim, et al., (2017).

A maior parte dos estudos sobre o NLRP3 inflamassoma, sé&o
relacionados a células mieloides (granuldcitos, mondcitos, macrofagos e DC),
porém a presenca e funcdo do NLRP3 nos linfécitos e em outras células néao
estritamente imunes (como células epiteliais, endoteliais e neuronais) vém sendo
debatida desde 2007 por Kummer e colaboradores (Kummer et al., 2007).

Nos mondcitos humanos, a ativacdo do NLRP3 inflamassoma é
considerada rapida, devido ao fato dessas células apresentarem uma expressao
constitutiva dos componentes da via, como do préprio NLRP3, caspase-1, Pro-
IL-18 e GSDMD (Vigano et al., 2015; Gritsenko et al., 2020). Na estimulagdo com

PAMPs como o LPS, além da ativacdo classica do NLRP3, ja foi previamente



48

descrita a ativacédo tanto pela inducao da via alternativa (TLR4-RIPK1-FADD-
CASP8) (Gaidt et al., 2016), quanto pela ativacado das enzimas nao canodnicas
(caspase-4 e -5) apds internalizacdo do LPS (com participacdo de TLR4-CD14)
e de forma dependente da ativacdo da quinase Syk (Vigano et al., 2015). Essa
agil ativacdo presente nos mondécitos humanos, independente da via, representa
uma importante caracteristica no papel dessas células como detentoras de uma
rapida reposta a processos infecciosos.

Em linfécitos T CD4+, foram demonstrados diferentes papéis do NLRP3.
Arbore, et al., (2016) demonstraram que as células T CD4+ estimuladas com os
anticorpos anti-CD3, anti-CD28 e anti-CDA46, in vitro, produzem IL-13 através da
ativacao do NLRP3 inflamassoma, possivelmente pela geracdo de espécies
reativas de oxigénio. Entretanto, os mecanismos envolvidos na ativacdo do
complexo nos T CD4+ ainda nédo estdo totalmente elucidados. Por outro lado,
em linfécitos T CD4+ murinos, o NLRP3 pode atuar como um cofator de
transcricdo de IRF4, promovendo a transcricdo do gene IL4 e cooperando para
uma polarizagdo Th2 do linfocito, de maneira inflamassoma independente
(Bruchard et al., 2015).

Em linfécitos T CD8+, foi previamente demonstrado a expressao e
ativacao de componentes do inflamassoma, como a enzima efetora caspase-1
(Arbore et al., 2018). Porém, até o0 momento, ndo foi reportada uma ativacao
especifica do receptor NLRP3 diretamente nessa populacéo celular. Entretanto,
vale destacar que a ativacdo do NLRP3 em outras células influencia diretamente
na funcao citotoxica das células T CD8+ (Arbore et al., 2018).

Em linfécitos B, por sua vez, foi demonstrada a ativagcdo do NLRP3
inflamassoma pela via de Dectina-1/Syk/Btk, apés o reconhecimento de B-
glucana fangica (curdlan), levando a producédo de IL-1B8 (Kumar et al., 2009; Ali
et al., 2017). Além disso, foi reportado que a resposta a oligonucleotideos como
a molécula de CpG via TLRY, levava a inducdo de secrecédo de anticorpos de
tipo IgM, de forma dependente da ativacdo do NLRP3 e com a participacdo da
proteina mTOR (Ali et al., 2017).

Como mencionado na secao anterior, a ativacdo do NLRP3 inflamassoma
possui distintos mecanismos de regulacao, tanto a nivel transcricional, sendo a
expressdo do gene induzida pelo fator de transcricdo NF-kB, e inibida pela

sinalizacao dos receptores de IFNs (Guarda et al., 2011), quanto mecanismos
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pos-transcricionais. Quanto a regulagéo pés-transcricional, mencionamos o miR-
223, a ubiquitinizacdo e sumoilagdo do NLRP3, e a interacdo com proteinas
inibitérias enddgenas, como a chaperonina HSP-70 (Martine et al., 2019) e o
CARDS (Latz et al., 2013; Ito et al., 2014). Em conjunto, a adequada regulacao
da ativacdo do complexo € de fundamental importancia no contexto de diferentes

doencas inflamatorias.

1.6 O inflamassoma na salude e na doenca

O inflamassoma desempenha um papel central na interagcéo
patdgeno/hospedeiro. Uma eficiente ativacdo do complexo é considerada
protetora contra diversas infec¢des (bactérias, virus, fungos e protozoarios)
como amplamente investigado tanto em modelos experimentais, quanto em
estudos de associacao genética na populacdo humana (Hayward et al., 2018
Fernandes et al., 2020).

Aléem de desempenhar um papel crucial na imunidade inata, o
inflamassoma e suas citocinas representam uma importante conexao entre
resposta inata e adaptativa, contribuindo para a polarizacdo dos linfocitos T
CD4+ e afetando direta e indiretamente a ativacdo dos linfécitos, como
mencionado anteriormente. Além disso, o inflamassoma ou seus receptores,
também podem ser ativados diretamente nos linfocitos T e B, com papéis ainda
nao totalmente esclarecidos.

Além da funcdo na resposta imune, a ativacdo do inflamassoma esta
associada com a manutencado da homeostasia em alguns tecidos, a exemplo do
epitélio, onde os receptores NLRP3, NLRC4 e a citocina IL-18 atuam como
fatores de protecéo da integridade do epitélio e de interacdo com a microbiota
(Hirota et al., 2011; Nordlander et al., 2014; Hausmann et al., 2020).

Os mesmos mecanismos envolvidos na inflamacéo e na protecdo do
hospedeiro, no entanto, também podem causar (ou contribuir para) doencas
inflamatorias cronicas, estéreis ou infecciosas, monogénicas ou multifatoriais.

MutacBes nos genes que codificam para os receptores NLRP1, NLRP3,
NLRC4 e pirina foram descritas em pacientes com doencas monogénicas raras,

chamadas de sindromes autoinflamatérias, caracterizadas por episodios
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recorrentes de febre e inflamag&o multissistémica. As mutacdes encontradas,
levam a uma ativacao constitutiva dos receptores e, como consequéncia, do
inflamassoma, induzindo um intenso aumento da liberacdo de IL-1p3 e/ou IL-18
e/ou de piroptose, dependendo do receptor envolvido. Vale destacar que o
compartimento adaptativo destes pacientes eventualmente encontra-se
alterado. Pacientes com mutacdo ganho-de-funcdo em NLRP3, por exemplo,
além de apresentarem elevados niveis de IL-13, também apresentam uma maior
frequéncia de células com o perfil Th17 e producao de IL-17 (Alehashemi et al.,
2020).

Devido ao seu papel de responder a DAMPs e de amplificar a resposta
imune, o inflamassoma e as suas citocinas também sdo apontados como
principais contribuidores na patogénese de doencas inflamatérias multifatoriais
comuns na populacdo geral, como doencas inflamatorias crénicas (ex. gota),
autoimunes (ex. artrite reumatoide, IlUpus eritematoso  sistémico),
cardiovasculares (ex. aterosclerose, isquemia), neurodegenerativas (ex.
esclerose multipla, doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson), obesidade e
doencas metabdlicas, assim como em alguns tipos de cancer (ex. melanoma,
cancer de mama, cancer cervical). (Mangan et al., 2018; Liu et al., 2017; Karki et
al., 2017; Patel et al., 2017; Fernandes et al., 2020).

Em alguns casos existe uma ativacao direta do inflamassoma, como na
ativacao pelo acido urico na gota (Martinon et al., 2006), por cristais de colesterol
na aterosclerose (Duewell et al., 2010), por asbesto no mesotelioma (Kadariya
et al., 2016), pela silica na fibrose pulmonar (Dostert et al., 2008), ou ainda por
fibrilas insollaveis (ex. B-amiloide) como no caso da doenca de Alzheimer (Halle
et al., 2008). O proprio DNA e anticorpos anti-dsDNA podem levar também a
ativacao direta, como no caso do Lupus (Shin et al., 2013; Zhang et al., 2016). A
liberacdo de metabdlitos em excesso pode ativar o complexo em doencas
metabdlicas ou tumores (Li et al., 2014).

InfeccBes cronicas também podem resultar na ativacdo constitutiva do
inflamassoma, tanto pelos PAMPs que pelos DAMPs eventualmente gerados de
dano tecidual, como reportado na tuberculose (Souza De Lima et al., 2020), na
hepatite C (Burdette et al., 2012; Negash et al., 2019) e na propria infeccéo pelo
HIV (Leal et al., 2020)
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A identificacao e caracterizacao do perfil de ativacdo do inflamassoma no
contexto das distintas doencas, infecciosas ou ndo, abre um leque de
possibilidades quanto a utilizagc&o de inibidores que atuam em pontos especificos
da via do inflamassoma. Alguns farmacos jA& sdo amplamente utilizados na
clinica, possuindo um enfoque na inibi¢céo da IL-13, a exemplo do Anakinra, (uma
versao recombinante néo glicosilada do antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra))
utilizado no tratamento de doencas inflamatérias como artrite rematdide ou
CAPS (Do inglés: Cryopyrin-associated Periodic Syndrome), e Canakinumab,
(anticorpo monoclonal contra a IL-1B) utilizado na CAPS ou FMF (Do inglés:
Familial Mediterranean Fever.) (Chauhan et al., 2020).

Ademais, alguns inibidores especificos para o0s receptores do
inflamassoma, a exemplo de antagonistas do NLRP3 (analogos ao MCC950,
inibidor especifico do NLRP3 amplamente utilizado em laboratério) estado
atualmente sendo utilizados em diversos ensaios clinicos para doencas distintas,

como CAPS, gota ou aterosclerose (El-Sharkawy et al., 2020; Klick et al., 2020).

1.7 Inflamassoma e HIV

Recentes descobertas apontaram para um papel importante do
inflamassoma na patogénese do HIV-1. O nosso grupo e outros pesquisadores
demostraram que o HIV-1 é capaz de induzir a ativacdo do NLRP3 inflamassoma
e a producdo de IL-1B em DC humanas (Pontillo et al., 2012) e em
monacitos/macrofagos humanos (Guo et al., 2014). O RNA viral é reconhecido
por TLR8 que induz e ativacdo do NLRP3 através da via alternativa que inclui a
caspase-8 (Campbell et al., 2021).

Portanto, a ativacdo do NLRP3 inflamassoma aconteceria nos primeiros
momentos da interacdo virus/hospedeiro e contribuiria para resposta antiviral
precoce. Nesse sentido, ja é conhecida a funcao antiviral tanto da IL-18 quanto
da IL-18 neste contexto (Wang et al., 2016).

Em acordo, 0 nosso grupo demonstrou que individuos que carregam um
polimorfismo genético de base Unica (SNP, do inglés: Single Nucleotide
Polymorphism) localizado na regido 3’'UTR do gene NLRP3 (rs10754558), que

aumenta a estabilidade do receptor (Hitomi et al., 2009) e o nivel de ativacdo do
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inflamassoma, ou que carregam variantes associadas a maior producao de IL-
1B, resultam menos susceptiveis a infec¢do por HIV-1 (Pontillo et al., 2012b).

Quanto aos outros receptores do inflamassoma, até o0 momento, existem
somente evidéncias sobre uma contribuigéo do IFI16 na infec¢ao pelo HIV-1. Foi
demonstrado que o IFI16 € capaz de reconhecer o genoma do HIV-1 e ativar o
inflamassoma em resposta ao virus. A acumulacdo de transcritos reversos
incompletos durante a replicacdo do HIV-1 ("infeccdo abortiva™) em linfocitos T
CD4+ nos linfonodos, é detectada pelo IFI16 que ativaria a caspase-1, de modo
ASC dependente, levando a piroptose (e ndo a producdo de citocinas) do
linfécito, contribuindo, portanto, para a deplecdo dessas células nos 6rgaos
linfoides secundérios (Monroe et al., 2014; Nissen et al., 2014; Doitsh et al., 2014;
Mufoz-Arias at al., 2015). Além disso, Booiman, Kootstra (2014) demonstraram
gue a presenca de um polimorfismo no gene IFI16 afeta a contagem periférica
de linfécitos T CD4+ durante as fases iniciais da infeccdo, enfatizando a
importancia desse receptor na deplecéo dessas células.

O que se sabe sobre a contribuicdo dos dois receptores, NLRP3 e IFI16,

na interacao HIV-1/hospedeiro € resumido na Figura 6.
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Figura 6. O HIV-1 ativa o inflamassoma através do NLRP3 e IFI16.

(1) Nas células da imunidade inata permissivas ao HIV-1, a sinalizagdo via TLR8 leva a ativagao
do NLRP3 inflamassoma com producédo de IL-1B. (2) Em linfécitos T CD4+ ndo permissivos ao
HIV-1 (infeccéo abortiva), transcritos reversos incompletos do HIV-1 séo reconhecido pelo IFI16
gue ativa o inflamassoma via ASC ou através de um NOD-like receptor (NLR) ainda
desconhecido, resultando na piroptose dos T CD4+, e eventualmente na liberacdo de IL-18 (3),
gue por sua vez ativa as células da imunidade inata,como células dendriticas, macrofagos e
células NK, e atrai células imunes ao local da infeccao.

Fonte: Modificada de Altfeld, Gale (2015).

Por outro lado, ainda s&o escassos os dados sobre o papel do
inflamassoma na fase crénica da infeccéo por HIV-1, onde, além do virus, tanto
PAMPs (ex: LPS ou outras moléculas provenientes da translocacao microbiana)
guanto DAMPs originados pela citotoxicidade da ART e/ou pela enterite derivada
do dano ao epitélio intestinal (componentes citosoélicos liberados por morte
celular) poderiam estar atuando na ativacdo do complexo.

Sabe-se que individuos cronicamente infectados pelo HIV apresentam
tanto uma elevada expressdo de genes dos componentes do NLRP3
inflamassoma em células mononucleares de sangue periférico (PBMC, do inglés:
Peripheral Blood Mononuclear Cells) (Bandera et al., 2018), quanto niveis
séricos elevados de IL-18, (Stylianou et al., 2003; Wiercinska-Drapalo et al.,
2004; Song et al., 2006) sendo positivamente correlacionados com uma maior

CVP (Feria et al., 2018), o que sugere gue exista uma ativacao constitutiva e
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sistémica do inflamassoma nesse grupo de pacientes, afetando inclusive no
prognostico da doenga.

Entretanto, ainda ndo estd claro o perfil de ativacdo de modo célula
especifica, assim como a contribuicdo relativa de cada populacéo celular para a
inflamacao cronica e o desenvolvimento das condi¢cdes n&o Aids associadas ao
HIV-1.

Além disso, levando em consideracdo que variantes polimérficas nos
genes do inflamassoma estdo associadas a diferentes niveis de ativacao
constitutiva do complexo, acredita-se que o background genético do individuo
possa contribuir para a evolugcdo e heterogeneidade de manifestacées clinicas
dos pacientes cronicamente infectados, assim como jé foi reportado previamente
guanto a susceptibilidade a infeccdo pelo HIV-1 e a progressao a Aids por outros
fatores (como HLA-I, CCR5A32, APOBEC3G, etc.).
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2. HIPOTESE DE TRABALHO
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Individuos infectados pelo HIV-1 apresentam uma ampla
heterogeneidade clinica, que, antes da introducdo da ART, resultava em um
leque de prognosticos distintos, desde uma laténcia prolongada sem sintomas
ou sinais de doenca (LNTP), até a bem conhecida sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (Aids), associada a uma elevada taxa de mortalidade, sugerindo a
contribuicao de outros fatores além do préprio virus na evolugéo da infeccéo.

Estudos genéticos demonstraram que alelos de HLA-I, APOBEC3G, MX2,
dentre outros, contribuem para protecdo/risco quanto a susceptibilidade a
infeccdo e, na maioria dos casos, progressédo para Aids (Dean et al., 1996;
Zimmerman et al., 1997; Gourraud et al., 2011; An et al., 2016; Komdrli et al.,
2019). Estudos do nosso grupo detectaram o papel protetor de alelos ganho-de-
fungéo de genes do NLRP3 inflamassoma contra a infec¢ao (Pontillo et al., 2010;
Pontillo et al., 2012; Pontillo et al., 2013), enfatizando como o complexo, em
particular o receptor NLRP3, também estédo envolvidos na resposta individual ao
HIV.

Mesmo ap0Os o advento da ART, a infec¢do crbnica pelo HIV continua
sendo uma doenca heterogénea. Os individuos que vivem com HIV apresentam
niveis diferentes de linfécitos T CD4+, carga viral indetectavel ou detectavel,
além de eventualmente desenvolverem uma série de comorbidades
relacionadas com a inflamacéo crbnica caracteristica destes pacientes, como
amplamente apresentado na introducéo.

Nesse sentido, acreditamos que um reduzido limiar de ativacdo do
inflamassoma (em consequéncia do background genético do individuo ou de
uma ativacao croénica secundaria a infec¢éo) poderia influenciar no estado clinico
do paciente, na capacidade de resposta a estimulos microbianos (decorrentes
de patégenos ou imunizacdes) e no desenvolvimento de comorbidades ndo Aids
associadas a infeccéo pelo HIV.

Durante o desenvolvimento do projeto, além do conhecido aumento de IL-
18 plasméatica em pacientes HIV (Stylianou et al., 2003; Wiercinska-Drapalo et
al., 2004; Song et al., 2006), e da relacdo entre ativacdo de IFI16 e piroptose nos
linfécitos T CD4+ (Monroe et al., 2014; Nissen et al., 2014; Mufioz-Arias at al.,
2015), existia um estudo reportando a ativacdo constitutiva do inflamassoma nos

PBMC de pacientes cronicamente infectados (Bandera et al., 2018), além do
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trabalho do nosso grupo sobre a ativagao cronica do NLRP3 inflamassoma em
DC de pacientes HIV (Pontillo et al., 2012).

Contudo, nado existia uma descricdo mais detalhada acerca da
contribuicdo relativa da ativacdo do complexo nas diferentes populacdes de
leucocitos presentes nos PBMC circulantes em pacientes HIV, sendo
considerado que a ativacdo do complexo acontecesse em geral nos mondcitos.

Levando em consideracdo 0s estudos que apontavam para uma
desregulacdo do NLRP3 inflamassoma nas células dendriticas derivadas de
mondacitos de pacientes HIV (Pontillo et al., 2012, Reis et al., 2019), e trabalhos
subsequentes que apontaram para uma funcéo do inflamassoma, em particular
do NLRP3, em linfécitos T (Arbore et al., 2016; Arbore et al., 2018) e B (Kumar
et al., 2009; Ali et al.,, 2017) humanos, levantamos a hipétese que pudesse
existir uma desregulagdo do NLRP3 inflamassoma, nos monocitos e/ou nos
linfocitos T e B circulantes, contribuindo para a inflamacéo cronica dos pacientes.

Além da eventual contribuicéo para a producéao de citocinas IL-13 e IL-18
na inflamacdo, ou na possivel deplecdo de leucécitos por piroptose, uma
desregulacéo do NLRP3 poderia estar relacionada também a uma disfuncéao da
imunidade adaptativa, interferindo com a funcéo dos linfocitos T e B na resposta
célula-mediada e humoral.

Ressaltamos que uma maior polarizacdo para resposta de tipo Th2 ja foi
descrita em pacientes com Aids, e um papel de NLRP3 na inducdo de uma
resposta Th2 foi proposta por Bruchard et al., (2015), tornando interessante a
investigacdo dessa funcédo alternativa do NLRP3 no contexto da infeccéo pelo
HIV. Além disso, uma limitada resposta humoral também caracteriza alguns
pacientes HIV (Levesque et al., 2009), podendo estar relacionada tanto a
desregulacfes no linfécito B quanto a defeitos nas células auxiliares, T CD4+
e/ou DC.
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Investigar o nivel de ativagéo e a fungéo do inflamassoma, em particular
do receptor NLRP3, nos mondcitos e linfocitos T e B circulantes de pacientes
cronicamente infectados pelo HIV-1 em tratamento antirretroviral, e relaciona-lo

com o estado clinico do paciente.

3.2 Objetivos Especificos

1. Analisar o efeito de polimorfismos de base Unica (SNPs) nos genes
envolvidos na funcéo cléassica e alternativa do NLRP3 sobre o estado
clinico dos pacientes HIV, relacionando com as especificas populacdes

celulares presentes no PBMC;

2. Determinar a presen¢a dos componentes do NLRP3-inflamassoma e o
perfil de ativacdo do complexo em mondcitos, linfocitos T e B isolados de
PBMC de pacientes HIV;

3. Investigar a funcao alternativa do NLRP3, nos linfocitos T CD4+ isolados
de pacientes HIV, como co-fator de transcri¢cdo para IL-4 e a polarizacao
Th2;

4. Investigar um possivel efeito do NLRP3 sobre a producéo de IgM nos

linfécitos B isolados de PBMC de pacientes HIV;,
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4. MATERIAIS E METODOS
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Na Figura 7 uma representacdo esquematica reporta as principais etapas
do projeto, desde a coleta das amostras bioldgicas (coorte de estudo), o
isolamento do DNA gendmico e a genotipagem (estudo de associagéo genética)
até o isolamento de leucocitos e caracterizacdo funcional do NLRP3
inflamassoma (ensaios celulares) e separacdo do plasma para dosagem de

citocinas.
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Figura 7. Representacéo esquematica do trabalho.

Na figura estdo representados os controles saudaveis (CS) e pacientes infectados pelo HIV
(HIV). De 450 pacientes e 60 CS, foram isolados 0 DNA genbmico para o ensaio de genotipagem
e estudo de associagdo dos polimorfismos de base Unica (SNPs). Dentre os 450 pacientes, 60
foram incluidos para os ensaios celulares em conjunto com os 60 CS. Ensaios celulares: Células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram isoladas por meio de um gradiente de
densidade e submetidas a separagdo magnética para isolamento de mondcitos, linfécitos T
CD4+, T CD8+ e linfécitos B. Os PBMCs totais e as células purificadas foram cultivadas na
presenca ou ndo de estimulos especificos por tempos distintos, conforme descrito na secéo 4.14
em materiais e métodos. Essas células foram utilizadas para avaliacdo do perfil fenotipico por
citometria de fluxo, avaliagdo da clivagem da caspase-1 através da marcacdo com o kit FAM-
FLICA e detec¢do por citometria, imunofluorescéncia para visualizacdo dos receptores do
inflamassoma, ou lisadas para extracdo de RNA e ensaio de expressdo génica. Os
sobrenadantes dos ensaios celulares e as amostras de plasma foram utilizados para dosagem
de citocinas por Elisa.

Fonte: Préprio autor (Leal VNC, 2021). Imagens obtidas no banco de imagens disponivel em: BioRender
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4.1 Aprovacdo do estudo pelos Comités de Etica em Pesquisa (CEPS)

O estudo desenvolvido nesta tese foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da FMUSP/HC (CAPPesq) e pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (CEPSH) do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da USP
(parecer 1263/CEPSH; parecer 1280/CEPSH, ANEXO 1), e pelo CEP do Hospital
Alemao Oswaldo Cruz (ANEXO II). Foi também cadastrado um biorrepositorio
para armazenamento do DNA gendmico dos pacientes (parecer 4.156.490;
ANEXO llI).

4.2 Pacientes cronicamente infectados pelo HIV-1 (Pessoas que vivem com
HIV/AIDS)

Entre abril de 2016 e fevereiro de 2021, 450 individuos adultos (idade =
18 anos), procedentes da area metropolitana da regido de S&o Paulo (SP,
Brasil), cronicamente infectados pelo HIV-1, foram recrutados no Servico de
Extensao ao Atendimento de Pessoas que vivem com HIV/AIDS (SEAP ou “Casa
da AIDS”) da Faculdade de Medicina e Hospital das Clinicas da Universidade de
Sao Paulo (FMUSP/HC). ApOs o convite e aceite em participar da pesquisa, foi
coletada a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
aprovado pelos CEPs da HC-FMUSP e ICB/USP (APENDICE A).

Os critérios gerais de inclusédo dos voluntarios foram: individuos de ambos
0S géneros, soropositivos para o HIV-1 a pelo menos 1 ano, e em tratamento
antirretroviral (ART). Para os voluntarios que doaram sangue tanto para o estudo
genético que celular, determinamos como critérios de exclusdo: a contagem de
linfocitos T CD4+ abaixo de 500 células/mm?3 de sangue, a presenca de sinais
clinicos de Aids ou de doencas inflamatérias crénicas (autoimunidade,
cardiovascular, renal, obesidade e céancer), ou gravidez. Além disso, foram
excluidos dos ensaios celulares pacientes que faziam uso do farmaco Abacavir,
(inibidor nucleosideo da transcriptase reversa) por ter demonstrado ser capaz de

levar a uma ativacdo do NLRP3 inflamassoma (Toksoy et al., 2017).

A partir dos prontuarios fisicos dos pacientes e exames presentes no

sistema HCMED, dados sociodemograficos (idade, sexo, etnia),
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comportamentais (consumo de alcool, fumo, utilizacdo de drogas ilicitas e via de
transmissédo) e clinicos (contagem de linfocitos T CD4+, T CD8+ e CVP antes
(t0) e apéds (t1) introducdo da terapia antirretroviral; presenca de coinfecgdes,
como: HTLV, Hepatite C, Hepatite B, Herpes, Citomegalovirus e Sifilis; presenca
de comorbidades: Doenca autoimune, cardiovascular, renal, hepdtica,
obesidade, osteoporose e cancer; ocorréncia de falha terapéutica e resposta a
imunoprofilaxia contra hepatite B) foram coletados (quando disponiveis) e
incluidos (a) em uma planilha de Excel, e (b) em um banco de dados criado no
software Epi Info 7.0 do Centers for Disease Control and Prevention;
obedecendo as normas de bioética em pesquisa, como confidencialidade das
informacgdes obtidas dos individuos incluidos no estudo.

Na tabela Il sdo reportados os dados demogréaficos, comportamentais e
clinicos coletados dos pacientes cronicamente infectados pelo HIV incluidos no
estudo. Vale enfatizar que de todos os 450 pacientes, tivemos acesso aos dados
de CVP e T CD4+, porem outros dados ndo estdo completos para a coorte

inteira.

Tabela Il. Dados demogréaficos, comportamentais e clinicos dos pacientes cronicamente
infectados pelo HIV. As caracteristicas sdo reportadas como média e desvio padrédo (DP),
exceto onde esta especificado diferentemente. Onde os dados ndo estéo disponiveis para todos
os individuos, indicamos o niUmero amostral entre parénteses.

Caracteristica valor
Sociodemografico
Idade (anos), média = DP 52,6 + 10,7
Género (Homem/Mulher), nimero 245/205
i 0,

Eltsnrgn((j:iclarada, n (%) 182 (40)

Pardo 101 (22)

34 (7,5)

Negro

Indigena 2(0,5)

Nao declarado 131 (30)
Dados clinicos - gerais
Tempo de infec¢do total (anos), média + DP 19,5+5,7
Tempo de tratamento com ART (anos), média + DP 17,7+5,6
Dados laboratoriais - pré-ART
CVP (CVPo, Log copias/mL), média + DP 45+1,1
Menor contagem de T CD4+ (Nadiro, células/mm?3), média + DP 184,7 + 148
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Linfocitos T CD4+ (CD4o, células/mm?), média + DP 320 + 274
Linfocitos T CD8+ (CD8o, células/mm?) (n = 157), média + DP 902 + 784
Razdo CD4/CD8 (n = 100), média + DP 0,44 + 0,45
Razdo CD4/CD8 (>1/<1), (n = 100), % 7/93
Dados laboratoriais - p6s-ART

CVP (CVP, Log copias/mL) (n = 126; 28%), média + DP 3,45+ 1,05
Proporc¢éo de individuos com CVP indetectavel nos ultimos 10 anos (%) 72%
Menor contagem de T CD4 (Nadir1, células/mm?), média + DP 411 + 225
Linfocitos T CD4+ (CD41, células/mm?), média + DP 660 = 296
Linfocitos T CD8+ (CD8s, células/mm?), média + DP 915 + 389
Razado CD4/CD8, média + DP 0,82+0,44
Razéo CD4/CD8 (>1/<1), % 30/70
Dados clinicos — comorbidades

Doenca autoimune (n = 251), Sim/N&o. 42/209
Doenca cardiovascular (n = 232), Sim/Nao. 31/201
Diabetes tipo 2 (n = 242), Sim/N&ao. 41/201
Doenca renal (n = 230), Sim/N&o. 33/197
Doenca hepatica (n = 246), Sim/Nao. 40/206
Osteoporose (n = 251), Sim/N&o. 47/204

Dados clinicos - resposta a imunizacdo para HBV (n = 117)

Resposta (AntiHBs > 10 mIU/mL), Sim/N&o, n (%)

61/56 (52%)

Persisténcia anticorpos apés 10 anos (Anti-HBS > 10 mlU/mL), Sim/N&o, n (%)

43174 (36%)

Dados Comportamentais

Alcool (n = 195), Sim/N&o. 74/121
Fumo (n = 210), Sim/Nao. 70/140
Drogas ilicitas (n = 178), Sim/N&ao. 39/139
Via de transmissao
Sexual 290
Vertical 10
Transfusional 4
Nao declarado 146

DP: Desvio Padréo; ART: Terapia Antirretroviral; CVPo: Carga Viral Plasméatica antes da
ART; CD4o: Contagem de linfocitos T CD4+ antes da ART; CD41: Contagem de linfécitos
T CD4+ ap6s ART; T CD8o: Contagem de linfécitos T CD8+ antes da ART; T CD8u:

Contagem de linfocitos T CD8+ apds ART.
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4.3 Grupo controle: individuos néo infectados pelo HIV-1

Foram recrutados 60 adultos, de ambos os sexos, doadores de sangue no
Instituto de Hemoterapia do Hospital Aleméao Oswaldo Cruz para compor 0 grupo
controle ap6s assinatura do TCLE aprovado pelo hospital. Os voluntarios,
soronegativos para HIV-1, sdo procedentes da mesma area metropolitana dos
pacientes, e com idade e género similares ao grupo HIV incluidos nos mesmos

ensaios (Tabela Ill).

Tabela lll. Dados demograficos dos individuos recrutados para isolamento de leucécitos
e ensaios in vitro. Sao reportados o nimero de individuos, o género e a idade média (e DP)
para os dois grupos, pacientes cronicamente infectados pelo HIV (HIV) e controles saudaveis
(CS). O teste de Fisher foi utilizado para comparar a distribuicdo de género, e o teste t para
comparar a média de idade entre os dois grupos.

Caracteristica HIV (n = 60%) CS (n =60) Test p-value
Género (Homem/Mulher), n 27133 281/ 32 0,92
Idade (anos), média + DP 52,32 + 10,21 48,49 + 13,44 0,08

DP: Desvio Padrao; * 60 individuos dentre os 450 totais incluidos no estudo.

4.4 Amostras bioldgicas

Amostras de sangue periférico dos pacientes HIV foram coletadas por
conveniéncia em dias e periodos variados, uma vez por semana, a depender da
disponibilidade de consultorio para realizacdo da pesquisa.

Foram coletados de todos os 450 voluntarios, 4 mL de sangue periférico
em tubos contendo o anticoagulante EDTA para posterior isolamento de DNA
genbmico e plasma. De 60 voluntérios, foram coletados 20 mL de sangue
periférico em tubos contendo o anticoagulante heparina para isolamento de
leucdcitos e realizacdo dos ensaios celulares (grupo HIV).

Concentrados de leucdcitos obtidos apés plasmaférese ou plaquetoferese
(camaras LRS; cerca de 2 mL) de 60 doadores de sangue foram utilizados para

separacao de leucqcitos para os ensaios celulares (grupo controle).
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4.5 Separacao de plasma

Aliquotas com 1 mL de sangue em EDTA foram centrifugadas (por 10
minutos a 1000 xg; centrifuga Eppendorf 5804R), e a fracdo contendo o plasma
foi separada e congelada a - 80°C para posterior dosagem de citocinas.

4.6 Isolamento de DNA gendmico

Aliquotas com 1 mL de sangue em EDTA foram centrifugadas (10 minutos
a 1000 xg; centrifuga Eppendorf 5804R), e a fracdo de leucécitos, entre o plasma
e as hemacias, foi separada e congelada a -20°C em tubo de 1,5 mL (Eppendorf)
para posterior isolamento do DNA gendmico através do método de Salting Out
(Miller et al., 1988). Resumidamente, uma aliquota de leucdcitos foi tratada com
solucéo de Tris/HCI/EDTA em agua contendo proteinase K (Sigma Aldrich), a
55°C por 30 minutos. Os acidos nucleicos foram separados das proteinas
através da adicdo de NaCl (Sigma Aldrich), centrifugacdo a 13000 xg por 6
minutos, adicdo de etanol PA (Sigma Aldrich), seguidos de centrifugacdo a
13000 xg por 3 minutos. O pellet contendo o DNA genémico foi lavado em etanol
70% (Sigma Aldrich), para facilitar a re-hidratacéo, e por fim ressuspendido em
100 pL de agua livre de DNAase (Thermofisher Scientific).

A concentracao (ng/pL) e pureza (relacdo 260/280 nm) do DNA isolado
foram determinadas por meio de leitura espectrofotométrica com o Nanodrop
2000 (Thermo Fisher Scientific). Amostras com relacdo 260/280 > 1,7 nm, foram
utilizados para genotipagem. A concentracdo das amostras foi padronizada a 50
ng/uL para os ensaios de amplificacdo, e o DNA gendémico foi conservado a -

20°C até o momento de uso.

4.7 Selecao de polimorfismos de base unica (SNPs)

Com base nos resultados obtidos anteriormente pelo nosso grupo em
estudos de associacdo com a infecdo por HIV-1 (Pontillo et al., 2010; Pontillo et
al., 2012; Pontillo et al., 2013) selecionamos 8 polimorfismos de base Unica
(SNPs) nos genes do NLRP3, dos seus reguladores endégenos CARD8 e P2X7,

e nas duas citocinas IL-13 e IL-18. Além disso, acrescentamos duas variantes
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nos genes do fator de transcricdo IRF4 e da importina KPNA2, no intuito de
avaliar o efeito na fungdo “alternativa” do NLRP3 como co-fator de transcricéo
para IL-4 (Bruchard et al., 2015). Os detalhes de cada SNP estao reportados na
tabela IV.

Tabela IV. Polimorfismos de base Unica (SNPs) selecionados para o estudo. Variacao,
posicdo, frequéncia e efeito funcional sdo reportados para os polimorfirmos nos genes do

inflamassoma selecionados para o presente estudo

ID Posicéo Variagéo Efeito EUR | AFR
NLRP3; NC_000001.11; NG_007509.2; NM_004895.4; NP_004886.3
oaezsasros | Nelorcsabliade o s
rs10754558 | 247448734 G>C A ' | 0,46 | 0,25
#9230 G>C M.enor ligacdo do miR-223 e
' miR-4273 (Shen et al., 2019)
g.247425556
C>A Aumentada producéo de IL-
rs35829419 | 247425556 | . 5193C>A | 1B/L-18 (Vermaet al.,, 2012) | %02 | 0.01
p.(GIn705Lys)
IL1B; NC_000002.12; NG_008851.1; NM_000576.2; NP_000567.1
g.112837290 . i
1516944 | 112837290 A>G A“”}%”Eﬁiﬁ Zioa?u%?)oog;a IL-| 035 | 0,57
c.-598T>C "
IL18; NC_000011.10; NG_028143.1; NM_001562.4; NP_001553.1
0.112153104 Menor nivel plasmético de IL-
rs1834481 | 112153104 C>G 18 (Martinez-Hervas et al., 0,20 0
€.91+488 G>C 2015; Frayling et al., 2007)
0.112152125 Menor nivel plasmatico de IL-
rs5744256 | 112152125 A>G 18 (Martinez-Hervas et al., 0 0,22
€.91+1467T>C 2015; Frayling et al., 2007)
P2X7R; NC_000012.12; NG_011471.2; NM_002562.6; NP_002553.3
0.121177328C> | Perda de fun¢éo: Reducao da
rs2230911 | 121177328 G formacéo do canal 0,08 | 0,16
€.1070C>G (Gu et al., 2001)
Perda de fun¢éo: Reducao da
rs3751143 | 121184501 | 9-12LISIBIIASC formagao do canal 0,20 | 0,08
' (Shemon et al., 2006)
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CARDS; NC_000019.10; NG_029574.2; NM_001351784.2; NP_001338713.1

0.48234449 A>T | Aumentada liberagéo de IL-
rs2043211 | 48234449 c.30 T>A 1B (Roberts et al., 2011) 0,33 | 0,18
p.(Cys32ter) Maior expressdo de CARD8#

IRF4; NC_ 000006.12; NG_ 027728.1; NM_ 002460.4; NP_002451.2

g.396321C>T Aumentada expresséo de

6122035921 396321 | Ca92+386C>T | IRF4 (Do etal., 2010; #)

0,12 | 0,01

KPNA2; NC_ 000017.11; NM_001320611.1; NP_002257.1

0.68041135G>T

rs8078543 | 68041135 | “ 505 360G>C

Menor expressédo de KPNA2# | 0,73 | 0,34

NUimero de identificagdo do polimorfismo (ID), posicdo cromossoémica (Posicdo; do
sequenciamento GRCh38.p12), a correspondente variagdo nucleotidica a nivel genémico (g.) e
transcricional (c.) e/ou variacdo de aminoacido (n.) (Variacdo), o efeito funcional quando
conhecido (Efeito) com as respectivas referéncias, assim como a frequéncia do alelo menor
(MAF: do inglés, Minor Allele Frequency) nas principais popula¢gdes (EUR, do inglés: European-
Ancestral; AFR, do inglés: African-Ancestral; obtidos no 1000Genome project) sdo reportados
para todos os polimorfismos.

Para cada gene € indicado o nome atual, a localizacdo cromossdmica, a sequéncia de referéncia
(Refseq) do gene, do transcrito e da proteina.

Os dados sobre os efeitos funcionais dos polimorfismos foram obtidos da literatura e/ou de
bancos de dados publicos de expressdo de genes/proteinas (https://www.GTEX.org; e/ou
https://www.proteinatlas.org) (“#").

4.8 Genotipagem de SNPs por ensaio alelo-especifico de tipo Tagman®

A distribuicdo dos 10 SNPs na coorte de individuos cronicamente
infectados por HIV foi avaliada por meio de ensaio alelo-especifico de tipo
Tagman® (Applied Biosystems, Thermofisher scientific) (Tabela V) e PCR em
tempo real na plataforma QuantStudioR 3 Real-Time PCR System (Applied

Biosystems, Thermofisher scientific).
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Tabela V. Sondas utilizadas para ensaio de genotipagem. Gene, identificacdo do SNP (SNP
ID), Identificacdo do ensaio Tagman (Tagman® Assay ID) e Alelos e fluorocromos
correspondentes (VIC/FAM).

Gene SNP ID Tagman® Assay ID | Alelo/Fluorocromo
rs10754558 | C__ 26052028 10 [C/G] VIC/IFAM
NLRP3
rs35829419 | C_ 25648615 10 [A/C] VIC/IFAM
IL1B rs16944 C__ 1839943 10 [G/A] VIC/IFAM
rs1834481 C__ 2898467_30 [C/G] VIC/IFAM
8 rs5744256 C__ 2898468 10 [A/G] VIC/FAM
rs2230911 C__ 15853705 _20 [C/G] VIC/IFAM
Pt rs3751143 C__ 27495274 10 [A/C] VIC/IFAM
CARDS8 rs2043211 | C__11708080_1_ [A/T] VIC/IFAM
IRF4 rs12203592 | C_ 31918199 10 [C/T] VICIFAM
KPNA2 rs8078543 C__60551872_10 [G/T] VIC/IFAM

Foram amplificados 50 ng/uL de DNA genémico com 0 ensaio alelo-
especifico (diluicdo 1:40) e a solucdo Genotyping Master Mix (diluicdo 1:2) no
volume total de reacdo de 10 pL, de acordo com o programa de ciclagem
estabelecido pelo fabricante (desnaturacdo do DNA: 5’ a 95°C; 40 ciclos de 30”a
95°C, seguidos por 60” a 60°C).

A cada ciclo de amplificacdo o equipamento detecta a intensidade de
fluorescéncia do(s) fluorocromo(s) alelo-especificos de cada amostra de DNA,
originando uma (ou duas) curva(s) de amplificacdo. No final da reacdo a
discriminacdo alélica do SNP para cada amostra de DNA é obtida pela
observacao da(s) curva(s). A presenca de uma Unica curva de amplificacdo
indica homozigose para o alelo detectado pelo fluorocromo, enquanto que duas

curvas indicam a presenca de ambos alelos (heterozigose) (Figura 8).
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Figura 8. Curvas de amplificacdo de genotipagem.

Curvas de amplificacéo para o gendtipo (A) de alelo selvagem em homozigose (1 curva VIC+),
(B) do alelo polimdrfico em homozigose (1 curva FAM+) ou (C) do alelo selvagem marcado em
conjunto com o alelo polimorfico (1 curva VIC+ e 1 curva FAM+; heterozigoto).

Fonte: Imagem ilustrativa de um experimento realizado no presente projeto.

4.9 Isolamento de leuc6citos mononucleares

As amostras de sangue periférico em heparina ou concentrados de
leucocitos (camaras LRS) foram diluidas em solugdo tamponada de fosfato
(PBS; Sigma-Aldrich), estratificadas com 10 mL de Ficoll-Paque (GE healthcare,
Biosciences) (3 volumes : 1 volume de Ficoll-Paque) e centrifugadas por 20
minutos a 800 xg para separacdo dos leucécitos mononucleares (mondcitos e
linfocitos) das demais células sanguineas, por gradiente de densidade, de
acordo com as instrucdes do fabricante. Apds a centrifugacéo, os leucdcitos
mononucleares (presentes na fracao entre o plasma e o Ficoll-Paque) foram

coletados e transferidos para outro tubo para realizagéo de lavagens com PBS
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(centrifugacdes por 10 minutos a 250xg). O pellet de células foi ressuspendido
em 1 mL de meio de cultura RPMI-1640 contendo 10% de soro fetal bovino (FBS,
do inglés: Fetal Bovine Serum) (Gibco, Thermo fisher), (RPMI-10%FBS).

Foram adicionados 10 pL de células em suspenséo a 90 pL de solucao
de Azul de Tripan (Sigma Aldrich) para contagem das células vivas em camara
de Neubauer (Kasvi) por microscopia 6ptica (Microscopio binocular Carl Zeiss).
Amostras com viabilidade = 95% foram utilizadas para os ensaios. Em média,
obtivemos 10 x10° de células mononucleares por mL de sangue periférico e 100
x10° de células mononucleares por mL de concentrados de leucdcitos (camaras
LRS).

Os leucdcitos mononucleares (PBMC totais) foram utilizados para os
experimentos na concentragdo de 1 x108 células por mL por poco de placa de
cultura de 24 pocos (Corning Costar), ou utilizados para separacdo de

populacdes de células especificas como descrito a seguir.

4.10 Separagao de monacitos e linfocitos a partir dos PBMC

Para separacdo de monocitos foi utilizada a selecdo positiva.
Resumidamente, 30 x10% PBMC totais foram incubadas com anticorpos anti-
CD14 conjugados a esferas magnéticas (MicroBeads; Miltenyi Biotec) (na
proporcdo de 15 pL de anticorpo para cada 10 x10° células) por 15 minutos a
4°C. Em seguida, a suspenséo de células marcadas foi adicionada a uma coluna
de esferas ferromagnéticas (Colunas LS; Miltenyi Biotec) posicionada no suporte
magnético (MACS Separator; Miltenyi Biotec). ApOs descartar a solucao que
passou pela coluna (células CD14 negativas), foi coletada a suspenséo celular
CD14 positiva. As células foram lavadas em PBS 1X e ressuspendidas em 1 mL
de RPMI-10% FBS. Em seguida, foram utilizados 10 pL de suspensao celular
para contagem dos mondcitos purificados na camara de Neubauer, como
descrito na secao anterior. O rendimento de mondcitos foi em média de 10 a
20% do PBMC (3 - 6 x10°).

Para separacéo de linfécitos T CD4+, T CD8+ e B (CD19+), foi utilizada a
selecdo negativa. 50 x10° de PBMC foram incubadas com uma solugédo contendo
um pool de anticorpos especificos para moléculas distintas, com excecédo de

CD4, CD8 ou CD19 (na proporcdo de 10 pL de anticorpos para cada 10 x10°
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células), e incubados por 5 minutos a 4°C. Em seguida, foi adicionado uma
solucdo contendo as esferas magnéticas (MicroBeads; Miltenyi Biotec) (na
proporcéo de 20 uL de MicroBeads para cada 10 x10° células) por 10 minutos a
4°C, e passado na coluna de esferas ferromagnéticas (Colunas LS; Miltenyi
Biotec) posicionada no suporte magnético (MACS Separator; Miltenyi Biotec). A
suspensao eluida na coluna foi coletada contendo os linfécitos purificados
(linfécitos T CD4+, T CD8+ ou B (CD19+)). Foram utilizados 10 pL de suspensao
celular para contagem dos linfocitos purificados na camara de Neubauer. Em
média, o rendimento do protocolo de separacao foi de 30-40 % para linfocitos T
CD4+, 10-20 % para linfocitos T CD8+ e 5-10 % para linfécitos B, com viabilidade
> 90%.

Apés isolamento, 0,2 x108 células foram utilizadas para avaliacdo da
pureza através de citometria de fluxo, como descrito a seguir (se¢cao 4.11).

Em alguns experimentos, 2x10° células purificadas foram utilizadas para
isolamento de RNA e ensaios de expressao génica. Nos demais experimentos
foram utilizadas 1 x10° células por mL por poco de placa de cultura de 24 (1
mL/poc¢o) (Corning Costar) ou 96 pocos (200 uL/poco) (Corning Costar) ou
laminas de tipo chamber slide (100 pL/poco) para ensaio de imunofluorescéncia

(Thermo Fisher Scientific).

4.11 Avaliacédo da pureza de leucocitos isolados por citometria de fluxo

Para avaliar a pureza da suspensao de leucdcitos isoladas a partir de
PBMC através do protocolo de separacdo magnética, 0,2 x10°® células foram
incubadas com anticorpos monoclonais fluorescentes contra moléculas de
superficie caracteristicas de mondcitos (Anti-CD14; diluido 1 : 4; BD Bioscience),
linfocitos T (CD3+ e CD4+ ou CD8+; Anti-CD3 diluido 1 : 2, Anti-CD4 diluido 1 :
4 e Anti-CD8 diluido 1 : 2, BD Bioscience) ou linfocitos B (CD19+; Anti-CD19
diluido 1 : 8, BD Bioscience), por 20 min a 4°C, lavadas duas vezes com PBS e
fixadas em PBS contendo 1% Formaldeido (Sigma-Aldrich). O marcador de
viabilidade LIVE/DEAD FIXABLE CELL STAIN KIT (ThermoFisher Scientific) foi
utilizado de acordo com as instru¢cdes do fabricante. As concentracdes dos

anticorpos sugeridas pelo fabricante assim como a titulada para uso, os
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respectivos clones e fluorocromos conjugados encontram-se na tabela em
APENDICE B.

Apds a marcacao, as células foram analisadas no citdmetro de fluxo LSR
Fortessa (BD Biosciences). A aquisicao foi realizada com um minimo de 10.000
eventos determinados dentro do gate caracteristico de tamanho e granulosidade
de linfécitos TCD4+, T CD8+, B CD19+ e mondcitos CD14+, com o auxilio do
software DIVA (BD Biosciences). Os dados brutos obtidos do equipamento foram
analisados com o auxilio do software FlowJo X 10.0.7r2 (Tree Star). Os dados
analisados foram apresentados como porcentagem de células positivas (%). As
amostras com menos de 92 % de pureza foram excluidas das andlises
posteriores.

A seguir sdo apresentadas figuras de experimentos representativos
contendo a estratégia de gate utilizada para analise de pureza dos diferentes
leucécitos purificados (Figura 9-12).

181 ™ 1.0 ™ i

88C-H

Figura 9. Avaliacdo da pureza de uma populacdo de mondécitos CD14+ isolada por selecéo
positiva a partir de células mononucleares de sangue periférico (PBMC).

Estratégia de selecdo de populagbes celulares (gate) para analise de pureza de mondcitos
CD14+ em grafico de pontos (pseudocolor). (A) Etapa 1: Selecéo da populacdo de mondcitos
através das medidas Foward-Scatter: FSC-A (tamanho das células) por Side-Scatter: SSC-A
(Granulosidade/complexidade das células); (B) Etapa 2: Selecdo de células vivas através da
marcacao com LIVE/DEAD: FITC; (C) Etapa 3: Contagem dos mondcitos marcados por CD14
Qdot dentro da populacdo de células vivas selecionada anteriormente.
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Figura 10. Avaliacdo da purezade umapopulacéo de linfécitos T CD4+ isolado por selecéo
negativa a partir de células mononucleares de sangue periférico (PBMC).

Estratégia de selecao de populacfes celulares (gate) para analise de pureza de linfécitos T CD4+
em grafico de pontos (pseudocolor). (A) Etapa 1: Eliminacéo de instabilidade do laser através do
cruzamento de tempo (Time) pelo marcador Pacific Blue; (B) Etapa 2: Selecao de eventos Unicos
(singlets) através da medida Forward Scatter (FSC)-A (A: &rea) por FSC-H (H: altura); (C) Etapa
3: Selecdo da populacdo de linfécitos através das medidas FSC-A (tamanho das células) por
Side Scatter (SSC-A) (Granulosidade/complexidade das células); (D) Etapa 4: Selecéo de células
vivas através da marcacdo com LIVE/DEAD; (E) Etapa 5: Contagem dos linfocitos marcados por
CD3-Pacific Blue e CD4-PE dentro da populacéo de células vivas selecionada anteriormente.
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Figura 11 Avaliacdo da pureza de uma populacdo de linfécitos B CD19+ isolada por
selecdo negativa a partir de células mononucleares de sangue periférico (PBMC).
Estratégia de selecdo de populacdes celulares (gate) para analise de pureza de linfocitos B
CD19+ em gréfico de pontos (pseudocolor). (A) Etapa 1: Eliminacdo de instabilidade do laser
através do cruzamento de tempo (Time) pelo marcador PerCP; (B) Etapa 2: Selecdo de eventos
Unicos (singlets) através da medida Forward Scatter (FSC)-A (A: area) por FSC-H (H: altura); (C)
Etapa 3: Selecao da populacao de linfécitos através das medidas FSC-A (tamanho das células)
por Side-Scatter (SSC-A) (Granulosidade/complexidade das células); (D) Etapa 4: Selecéo de
células vivas através da marcacédo com LIVE/DEAD: FITC; (E) Etapa 5: Contagem dos linfécitos
marcados por CD19-PerCP dentro da populac¢éo de células vivas selecionada anteriormente.
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Figura 12. Avaliacdo da purezade umapopulacéo de linfécitos T CD8+ isolado por selecéo
negativa a partir de células mononucleares de sangue periférico (PBMC).

Estratégia de selecao de populacfes celulares (gate) para analise de pureza de linfécitos T CD8+
em grafico de pontos (pseudocolor). (A) Etapa 1: Eliminacéo de instabilidade do laser através do
cruzamento de tempo (Time) pelo marcador Pacific Blue; (B) Etapa 2: Selecao de eventos Unicos
(singlets) através da medida Forward Scatter (FSC)-A (A: &rea) por FSC-H (H: altura); (C) Etapa
3: Selecdo da populacdo de linfécitos através das medidas FSC-A (tamanho das células) por
Side Scatter (SSC-A) (Granulosidade/complexidade das células); (D) Etapa 4: Selecdo de células
vivas através da marcacdo com LIVE/DEAD; (E) Etapa 5: Contagem dos linfocitos marcados por
CD3-Pacific Blue e CD8-PECy7 dentro da populacéo de células vivas selecionada anteriormente.

4.12 Isolamento de RNA total e andlise da expresséao génica relativa

O RNA total foi isolado a partir de 2 x10° células com o kit RNeasy Mini
Kit (Qiagen), seguindo as instrucbes do fabricante. O RNA isolado foi
ressuspendido em 30 pyL de agua RNAase free (Invitrogen, ThermoFisher
Scientific). Em seguida, foram avaliadas a concentracdo (ng/pL) e pureza
(280/260 nm) do RNA isolado por meio de leitura espectrofotométrica no
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Amostras com razdao 280/260 > 1,9 nm

foram utilizados para os experimentos.
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Foram retrotranscritos 300 ng de RNA total utilizando o kit SuperScript™
Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, ThermoFisher Scientific) e Random
primers (Invitrogen), de acordo com as instrucoes do fabricante.

Foi amplificado 1 ul de cDNA com o ensaio gene-especifico (diluido 1:20)
de tipo Tagman® (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific) (Tabela VI). e
a solucao Universal Master Mix (diluida 1:2) no volume total de reagéo de 10 pL,
de acordo com o programa de ciclagem estabelecido pelo fabricante
(desnaturagdo do DNA: 5’ a 95°C; 40 ciclos de 30” a 95°C seguidos por 60” a
60°C). Para amplificacao foi utilizada a plataforma QuantStudioR 3 Real Time
PCR System (Applied Biosystems).

O software QuantStudio 3.0 foi utilizado para obter os valores de Cycle
Threshold (Ct) para anélise de expressao génica relativa de acordo com o
meétodo de Fold Change (FC) (Schmittgen, Livak, 2008). Os dados brutos (Ct)
foram normalizados com a expressdo do gene endégeno GAPDH (Do inglés:
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) (ACt). Os dados de expressao
génica relativa foram expressos como 2Ct para avaliacéo do perfil de expressao
basal e o FC foi calculado comparando as condicfes estimulado e nao
estimulado (NE) (FC=224Ct: AACt=ACt estimulado-ACt NE).

Para alguns genes foram utilizados primers especificos (na concentracao
de 10 uM) (Tabela VI) e a solugdo Sybr Mix (diluida 1:2) no volume total de
reacdo de 10 pL de acordo com o programa de ciclagem estabelecido pelo
fabricante (desnaturagao do DNA: 5’ 95°C; 40 ciclos de 30” a 95°C seguidos por
60” a 60°C).

Foi realizada a analise de expressédo de genes relacionados ao NLRP3
inflamassoma (NLRP3, CASP1, CARDS8, P2X7R), e das citocinas (IL1B, IL18).
Os genes de outros receptores do inflamassoma, como NLRP1, NLRC4, AIM2 e
IFI116, e de citocinas e fatores de transcricdo envolvidos na polarizacdo dos
linfocitos T CD4+ (IL4, TBET, GATA3), foram analisados em alguns
experimentos especificos. A lista dos ensaios Tagman® utilizados é apresentada

na Tabela VI.
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Gene ID sonda de expresséo Localizacdo Cromossdmica

GAPDH hs02758991 Chr.12: 6534405 — 6538375

NLRP3 hs00366465 Chr.1: 247416156 — 247449108

CASP1 hs00354836 Chr.11: 105025508 — 105035591

IL1B hs01555410 Chr.2: 112829758 — 112836842

IL18 hs01038788 Chr.11: 112143251 — 112164117

P2X7R hs00175721 Chr.12: 121132819 — 121189478

CARDS8 hs01088221 Chr.19: 48203148 — 48256269

NLRP1 hs00248187 Chr.17: 5501399 — 5584512

NLRC4 hs00368367 Chr.2: 32224449 — 32265743

IFI16 hs00194261 Chr.1: 158999968 — 159055155

AIM2 hs00175457 Chr.1: 159059226 — 159132351

IL4 hs00174122 Chr.5: 132673986 — 132682678

GATA3* - F: AGATGGCACGGGACACTACCT
R: TAATTCGGGTTCGCTTCCG

TBET* - F: AACACAGGAGCGCACTGGAT
R: TAACACGAGGTCAGGGAGGT

*Expressao génica avaliada através de primers especificos e SYBR Green. F: Foward; R:

Reverse.

4.13 Isolamento de RNA total compreendendo sncRNAs e anélise da

expressdo do miR-223

Para avaliacdo da expressao do miR-223, o RNA total foi isolado a partir
de 2 x10° células através de outra técnica, permitindo a conservagdo dos small
non coding RNAs (sncRNAs). Para tal, as células foram tratadas com 750 pL de
Trizol (Invitrogen), e o RNA isolado por adicdo de cloroférmio (1 volume de
cloroformio para 5 de trizol; Invitrogen), seguidos de centrifugacdes e
precipitacdo em isopropanol (Invitrogen), de acordo com as instrucdes do
fabricante. O RNA foi lavado em etanol 70% (Sigma Aldrich) e ressuspendido

em 100 pL de 4gua RNAse free (Invitrogen). A concentragéo e pureza obtida foi
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avaliada por meio de leitura espectrofotométrica no Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific). Amostras com razdo 280/260 nm > 1,9 nm foram utilizados para o0s
experimentos.

Foram retrotranscritos 10 ng de microRNA utilizando o kit TagMan™
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Em seguida, 1 ul de cDNA foi amplificado com o ensaio
gene-especifico (diluido 1:20) de tipo Tagman® (hsa-miR-223-3p; ChrX
:66018870-66018979) (Applied Biosystems) e a solugcédo Universal Master Mix
(diluida 1:2) no volume total de reacdo de 10 uL, de acordo com o programa de
ciclagem estabelecido pelo fabricante (desnaturacdo do DNA: 5 a 95°C; 40
ciclos de 30” a 95°C seguidos por 60” a 60°C). Para amplificacao foi utilizada a
plataforma QuantStudioR 3 Real Time PCR System (Applied Biosystems).

O software QuantStudio™ Design & Analysis (Thermo Fisher Scientific)
foi utilizado para obtencéo dos dados brutos (Ct). O U6 snRNA (Small Nuclear
RNA) foi utilizado como controle enddgeno para normalizacdo dos dados brutos

(ACt). Os dados obtidos foram expressos como 22,

4.14 Estimulacdo do NLRP3 inflamassoma em PBMC e leucocitos

purificados

Para determinar o grau de ativacdo do NLRP3 inflamassoma nos
leucocitos de pacientes HIV e compara-lo com o do grupo controle, tanto os
PBMC totais quanto os leucocitos purificados foram estimulados com conhecidos

ativadores do complexo.

PBMC

Foram mantidas 1 x10° de PBMC em meio RPMI-10% FBS, e tratados
com 1 pg/mL de lipopolissacarideo bacteriano por 3 e 24 horas (LPS de
Escherichia coli cepa 0111:B4; Sigma-Aldrich), a 37 °C e 5 % de CO>. Ao término
de cada incubacédo, 1 mM de ATP (Sigma-Aldrich) foi adicionado as culturas por
15 minutos, de acordo com o protocolo de ativacdo do NLRP3 inflamassoma em

monacitos humanos estimulados com LPS (Gattorno et al., 2007).
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Mondcitos (células CD14+)

Foram mantidas 0,4 x10° de células CD14+ em meio RPMI-10% FBS e
estimuladas com 1 ug/mL de LPS ou 50 pg/mL de B-glucana fungica (de acordo
com Kankkunen et al., (2010), e curva de concentragéo presente no APENDICE
C) por 3 e 24 horas a 37 °C e 5 % de CO>. Ao término de cada incubacao 1 mM
de ATP foi adicionado as culturas por 15 minutos.

Linfocitos B (células CD19+)

Foram mantidos 0,4 x10° de linfécitos B CD19+ em meio RPMI-10% FBS
e estimulados com 1 pg/mL de LPS ou 200 ug/mL de B-glucana fangica ou 1
pg/mL de CpG (ODN2395; Invivogen) (Concentracdes definidas de acordo com
Kumar et al., (2009) e Ali et al., (2017) e curva de concentracdo presente no
APENDICE D) por 24 ou 72 horas, a 37 °C e 5 % de CO,, para detecgio da
liberacdo das citocinas ou para secrecao de IgM respectivamente. Somente na
padronizacdo, ao término de cada incubacdo, 1 mM de ATP foi adicionado as
culturas por 15 minutos, porém, como nao foram observadas diferencas
significativas na producéo de IL-1B ou IgM na presenca do ATP (APENDICE D),

para os demais experimentos a utilizacdo do ATP foi descartada.

Linfécitos T (células CD4+)

Foram mantidos 1 x10° linfécitos T CD4+ em meio RPMI-10% FBS e
estimulados com os anticorpos monoclonais anti-CD3 (5 pug/mL; Clone: UCHTZ;
Biolegend) e anti-CD28 (2 upg/mL Clone: CD28.2; Biolegend), ativadores
classicos de célula T, por 72 horas de acordo com o protocolo padronizado
presente no APENDICE E.

Em alguns experimentos, antes da ativacdo, as células foram pré-tratadas
com o inibidor especifico de NLRP3, o MCC950 (InvivoGen); ou o inibidor amplo
de ativacdo do inflamassoma, o Partenolide (Sigma-Aldrich); ou o inibidor da
BTK, o CGI1746 (Selleckchem). A concentracdo e o tempo de tratamento dos
inibidores foram determinados apds cinética baseada na producédo de IL-1B e
viabilidade celular com dosagem de LDH (APENDICE F, G). Para o MCC950
foram definidos 10 uM por 1 hora, para o Partenolide 10 uM por 15 minutos e
para o CGI1746 10 uM por 15 minutos.
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4.15 Avaliacéo da ativagao do NLRP3 inflamassoma

A ativacdo do inflamassoma foi analisada através da liberagdo das
citocinas IL-13 e IL-18, da ativagdo da caspase-1 e da formacdo de specks de
ASC, por meio de diferentes técnicas:

-Dosagem de citocinas por ELISA comercial: Human IL-718 ELISA MAX™

Deluxe, Biolegend; e Human Total IL-18 DuoSet ELISA, R&D;

-Avaliacdo das células positivas para caspase-1 ativada com utilizacéo de

ensaio comercial: FAM-FLICA® Caspase-1 (YVAD) Assay Kit

(Immunochemistry Technologies) e citometria de fluxo;

-Ensaio de imunofluorescéncia para deteccédo de células positivas para

agregados (specks) de ASC.

Em alguns experimentos de imunofluorescéncia, utilizamos o anticorpo
anti-NLRP3 em conjunto ou ndo com o anti-ASC para detectar a ativacdo deste
receptor em especifico.

Os detalhes das técnicas sdo descritos a seguir.

4.15.1 Deteccéao da ativacao de caspase-1

Foram marcadas 0,2 x10° células com o kit FAM-FLICA® Caspase-1
(YVAD) Assay Kit (Immunochemistry Technologies), de acordo com as
instrucdes do fabricante, por 1 hora a 37 °C, 5% CO.. A clivagem (ativacao) da
caspase-1 por célula foi medida no citbmetro LSRFortessa™ X-20 (BD
Biosciences). O marcador de viabilidade LIVE/DEAD Fixable Dead Cell Stains
(ThermoFisher) e os anticorpos monoclonais para marcadores caracteristicos
dos leucacitos isolados (CD14, CD3, CD4, CD8, CD19) foram adicionados para
avaliar a ativacao da caspase-1 nas diferentes popula¢cdes de leucécitos vivos.
A aquisicdo foi realizada com um minimo de 10.000 eventos determinados
dentro do gate caracteristico de tamanho e granulosidade de linfécitos ou
monacitos, com o software DIVA (BD Biosciences). Os dados brutos obtidos
foram analisados com o auxilio do software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR). Os
dados analisados foram apresentados como porcentagem de células positivas

para o marcador especifico de leucécitos e para a caspase-1 clivada (%).
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4.15.2 Avaliagdo da formagdo do complexo NLRP3/ASC por

imunofluorescéncia

Cerca de 0,1 x10° mondcitos, linfécitos T CD4+ ou linfécitos B foram
mantidos em cultura em laminas chamber slide (Thermo Fisher Scientific) e
ativados conforme descrito no item 4.14. Apés os estimulos, as células foram
fixadas com Fixation Buffer (Biolegend) por 30 minutos a 37° C, lavadas e
permeabilizadas com Permeabilization Wash Buffer (Biolegend) por 30 minutos
a 37 °C. Em seguida, as células foram incubadas com os anticorpos para
deteccéao do NLRP3 (Goat anti-human NLRP3; Polyclonal; Abcam) e/ou do ASC
(Mouse Anti-ASC; Clone: 2EI-7; Merck Millipore) diluidos 1/200, e mantidas a
4°C overnight. Apos lavagens, 1 pug/mL do anticorpo secundario para marcacao
do NLRP3 (Donkey F(ab)2 Anti-Goat IgG HL Alexa Fluor 488; Thermo Fisher
Scientific) e/ou do ASC (Donkey F(ab)2 Anti-Mouse IgG HL Alexa Fluor 568;
Thermo Fisher Scientific) e o DAPI (corante de regides ricas em AT no DNA) na
diluicdo de 1/1000 (Biolegend) foram adicionados por 1 hora a temperatura
ambiente. Apos lavagens, a presenca de specks citosolicos foi observada no
microscoépio de imunofluorescéncia Nikon 1300 (Nikon) e no microscopio confocal
Zeiss LSM 780-NLO (Carl Zeiss) do servico multiusuario do Centro de
Facilidades de Apoio a Pesquisa (CEFAP-USP). Com auxilio do software ImageJ
(v1.51, NIH), os specks foram contados manualmente em 5 campos/imagens de

acordo com Stutz et al., 2013.

4.15.3 Dosagem de citocinas e IgM por ELISA

A concentracdo das citocinas do inflamassoma (IL-1B e IL-18) e de
citocinas independentes da montagem do complexo (TNF-q, IL-6 e IL-10) nos
sobrenadantes das culturas celulares foi determinada por ELISA com os Kits:
Human IL-18 ELISA MAX™ Deluxe (Biolegend), Human Total IL-18 DuoSet
ELISA (R&D), ELISA MAX™ Deluxe Set Human TNF-a, ELISA MAX™ Deluxe
Set Human IL-6 (Biolegend) e Human IL10 ELISA KIT II” (BD Bioscience), de
acordo com as instrucdes dos fabricantes. Para dosagem de IgM no

sobrenadante de cultura das células CD19+, foi utilizado o IgM Human ELISA Kit
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(Thermo Fisher Scientific). Os dados foram apresentados como pg/mL (para as
citocinas) e ng/mL (para IgM).

4.15.4 Dosagem de LDH por ensaio colorimétrico

A liberacgéo de lactato desidrogenase (LDH) nos sobrenadantes de cultura foi
medida com auxilio do kit “CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay” (Thermo Fisher
Scientific), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Os dados sé&o
reportados como porcentagem de LDH liberado em relagdo ao LDH total
presente nas células, determinado apds lise das células com o detergente Triton.
Vale destacar que este ensaio foi utilizado para avaliar a integridade da
membrana celular, e como medida indireta de viabilidade celular e ativacao de

piroptose.

4.16 Avaliacdo da ativacdo dos linfocitos e polarizacdo Th1/Th2 por

citometria de fluxo

No intuito de avaliar o grau de ativacdo dos linfocitos e o perfil de
polarizacdo Th1/Th2, em alguns experimentos, 0,2 x10° linfocitos foram
marcados com anticorpos anti-CD38 (diluido 1:4; Biolegend), anti-CD69 (diluido
1:2; Biolegend) para os linfocitos T e 0 anti-CD27 e anti-CD21 para os linfécitos
B (diluidos 1:4; BD Bioscience) por 20 minutos a 4 °C, lavadas duas vezes com
PBS e fixadas em PBS contendo 1% de Formaldeido (Sigma-Aldrich).

Para marcacao de proteinas intracelulares (IFN-y e IL-4), 20 pug/mL de
brefeldina A (Sigma-Aldrich) foi adicionada 6 horas antes do término do ensaio
de estimulacado. As células foram marcadas com os anticorpos de superficie, e
em seguida permeabilizadas com o Fixation Buffer (Biolegend) e
Permeabilization Wash Buffer (Biolegend), e marcadas intracelularmente para
IFN-y e IL-4 (diluidos 1:4; BD Bioscience) por 30 minutos a 4° C. O marcador de
viabilidade LIVE/DEAD Fixable Cell Stain Kit (ThermoFisher Scientific) foi
utilizado de acordo com as instru¢des do fabricante.

Apés a marcacao, as células foram analisadas no citdmetro de fluxo LSR
Fortessa (BD Biosciences®), conforme descrito anteriormente. Os dados

analisados foram apresentados como porcentagem de células positivas (%).
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4.17 Andlise estatistica

Para analise dos dados demogréaficos e clinicos dos voluntarios
recrutados pelo estudo, assim como para os resultados de expresséo génica, de
citocinas e LDH, de citometria e de imagem de imunofluorescéncia, utilizamos o
teste de tipo Qui quadrado (teste de Fisher) (matriz 2x2) ou Teste “t” ndo
paramétrico para comparar dois grupos de dados néo pareados (teste de Mann-
Whitney) ou mais grupos (teste de Kruskal-Wallis), ou para analisar dados
pareados (teste de Friedman). As diferencas foram consideradas significativas
guando p < 0,05. O teste de Spearman foi utilizado para analise de correlacdo
entre variaveis ndo paramétricas. As correlagbes foram consideradas
significativas quando or < 1 e p < 0,05. Os testes foram realizados com auxilio
do programa GraphPad Prism (versao 8.0).

Para analise dos dados de distribuicdo dos SNPs e hapl6tipos no grupo
de pacientes HIV de acordo com as principais variaveis clinicas (CVP, contagem
de linfécitos T CD4+ e T CD8+), a presenca de alguma comodidade
(autoimunidade, diabetes, doenca cardiovascular, hepatica ou renal ou
osteoporose) ou a resposta a imunizacdo (vacina para HBV), utilizamos uma
analise multivariada de acordo com o modelo linear geral (GLM), com auxilio do
pacote SNPassoc (versao 1.5-2) na plataforma R-project (R version 4.0.2).
Levando em conta a correcdo por comparacdes multiplas independentes
(correcao de Bonferroni), as diferencas foram consideradas significativas quando
p < 0,01 (p= 0,05/5 loci independentes). O programa Haploview (versao 4.2)
(Barret et al., 2005) foi utilizado para calcular o desequilibrio de associacéo (LD,
do inglés: Linkage Disequilibrium) entre SNPs no mesmo gene e derivar 0s

haplétipos.
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5. RESULTADOS
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5.1Contribuicdo de polimorfismos de base uUnica (SNPs) nos genes do
NLRP3 inflamassoma na heterogeneidade clinica de individuos

cronicamente infectados pelo HIV em tratamento antirretroviral

Com intuito de avaliar a contribuicdo da genética do inflamassoma na
heterogeneidade clinica dos pacientes cronicamente infectados pelo HIV, e
averiguar se 0os mesmos alelos associados a susceptibilidade a infeccdo também
poderiam estar afetando a histéria da infeccdo nos individuos tratados,
realizamos um estudo de associacdo com uma coorte de pacientes com
apresentacao clinica heterogénea (Tabela Il na secdo Materiais e métodos) e
polimorfismos de base Unica (SNPs) em genes do NLRP3 inflamassoma com
conhecido efeito funcional (Tabela IV na se¢cdo Materiais e métodos).

Além dos genes relacionados com a ativagdo “classica” do NLRP3
inflamassoma (NLRP3, IL1B, IL18, P2X7, CARDS8), levamos em conta a
possibilidade de uma ativacdo do NLRP3 de forma inflamassoma independente,
e mais relacionada com o papel proposto para o NLRP3 como cofator do IRF4
(Bruchard et al., 2015), incluindo dois outros SNPs com intuito de “marcar”’ o
gene IRF4 e 0 gene da importina nuclear KPNA2. (Tabela IV na secédo Materiais
e meétodos).

Os 450 individuos da coorte HIV foram genotipados para os 10 SNPs
selecionados. As frequéncias genotipicas dos polimorfismos resultaram
distribuidas de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg, com excec¢do dos
SNPs em IRF4 e KPNA2 (p < 0,05) (Tabela VII).

Para os polimorfismos com distribuicdo genotipica diferente daquela
esperada, o ensaio de genotipagem e discriminacdo alélica foi refeito,
confirmando o resultado. Como ndo encontramos dados relativos a frequéncia
dos SNPs rs12203592 (IRF4) e rs8078543 (KPNA2) na populacéo brasileira, e
a frequéncia alélica reportada nos bancos de dados publicos para a populacao
caucasiana é semelhante (Tabela IV), e levando em conta que possa se tratar
de uma caracteristica intrinseca da populacdo de estudo (Chen et al., 2017),
optamos por ndo excluir os 2 SNPs da nossa analise.

A analise do desequilibrio de ligacéo (LD: Linkage Disequilibrium) mostrou
uma forte correlacdo entre os SNPs do gene P2X7 e do IL18 (D’/r2 >90) e uma

média correlacdo entre os SNPs do NLRP3 (D’/r2 = 70) como reportado também
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na Tabela VIl. Com isso, além de analisar a distribuicdo genotipica dos SNPs na
coorte, conferimos a distribuicdo dos hapl6tipos mais frequentes (frequéncia >
5%) dos genes NLRP3, P2X7 e IL18.

Tabela VII. Frequéncia alélica e genotipica dos SNPs avaliados em NLRP3, IL1B, IL18,
CARDS, P2X7R, IRF4, KPNAZ2.

Gene SNP ID Frequéncia PH-w LD

C (0,68)

G (0,32)

rs10754558

© CIC (0,47)

C/G (0,42) 0,56

NLRP3 G/G (0,11) 70

A (0,03)

rs35829419 C (0,97)

©

CIC (0,95)

0,66
A/C (0,05)

C (0,62)

T (0,38)

rs16944

IL1B T

CIC (0,38) -

CIT (0,49) 0,40

T/T (0,13)

C (0,84)

G (0,16)

rs1834481

©) CIC (0,71)

C/G (0,27) 0,66

GIG (0,02)
IL18 95
A (0,84)

G (0,16)

rs5744256

©) A/A (0,71)

AIG (0,27) 0,96

G/G (0,03)




CARDS8

rs2043211
M

A (0,70)

T (0,30)

AJA (0,49)

AIT (0,43)

T/T (0,08)

0,74

P2X7R

rs2230911
(©)

C (0,90)

G (0,10)

CIC (0,81)

C/G (0,18)

G/G (0,01)

1,00

rs3751143
(©)

A (0,79)

C (0,21)

AJA (0,65)

AIC (0,31)

CIC (0,04)

0,85

92

IRF4

rs12203592
M

C (0,85)

T (0,15)

CIC (0,79)

CIT (0,14)

T/T (0,07)

0,000

KPNA2

rs8078543
G)

T (0,62)

G (0,38)

T/T (0,20)

T/G (0,39)

GIG (0,41)

0,001

px-w: Valor de “p” do equilibrio de Hardy-Weinberg; LD: Linkage Disequillibrium
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A coorte de pacientes HIV apresenta variabilidade sobretudo quanto aos

niveis de linfocitos T CD4+, enquanto que, como esperado, a ART mantém a

carga viral plasmatica indetectavel na maioria dos pacientes (72%) nos ultimos

10 anos (Tabela II).



89

Para cada individuo, levamos em conta tanto os valores médios de células
T CD4+; calculados através da média da contagem de linfécitos T CD4+ no
decorrer de 10 anos de introducdo da ART, quanto a média da contagem de
linfécitos T CD4+ a cada ano, individualmente, além do nadir (menor contagem
de linfocitos T CD4), que, de acordo com a literatura, € um importante indice
preditivo para uma maior severidade (Negredo et al., 2010) e morbi-mortalidade
(Bray et al., 2012).

Apesar de ndo termos os dados para todos os individuos genotipados,
consideramos também a contagem de linfocitos T CD8+ (média de 10 anos e
média anual) e a razdo CD4/CD8 que, quando baixa ou invertida, € um fenétipo
de risco para uma alterada fungcdo imune, sendo associado a
imunossenescéncia, e a inflamacao crénica (McBride, Striker 2017). Além disso,
achamos relevante o dado de resposta a imunizacao para HBV presente em um
grupo de pacientes (n = 117) anteriormente estudados especificamente por
conta da baixa responsividade a vacina (Lara et al., 2017). Neste caso levamos
em conta duas variaveis: a responsividade a imunizacéo e a persisténcia dos
titulos de anticorpos apos 10 anos de acompanhamento.

O teste de normalidade foi aplicado as variaveis, sendo observado uma
distribuicdo normal para a maioria. Aquelas cuja distribuicdo nao foi normal, os
valores foram convertidos para logaritmo.

Com relacédo as comorbidades, levamos em conta as mais frequentes na
coorte em estudo: autoimunidade (n = 42), doenca cardiovascular (n = 31),
diabetes (n = 41), doenca renal (n = 33), doenca hepéatica (n = 40) e osteoporose

(n=47) (Tabela Il na secdo Materiais e métodos).

A distribuicdo dos gendtipos e haplotipos em relacéo as variaveis clinicas
principais foi analisada de acordo com uma abordagem multivariada e o modelo
linear geral (General Linear Model), incluindo como variaveis de confusdo o
género, a idade o tempo de doenca e o tempo de tratamento.

A associacdo dos polimorfismos com as variaveis selecionadas foi testada

nos modelos de heranca codominante, dominante e recessivo pelo alelo menor,

e 0 modelo mais plausivel foi escolhido de acordo com o critério de Akaike

(1974). E, levando em consideracao que os SNPs estao localizados em genes
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cujos produtos atuam em conjunto, foram analisados o efeito epistatico e
combinatorio dos SNPs sobre as variaveis principais.

Diferengas na distribuicdo dos SNPs foram consideradas estatisticamente
significativas quando p < 0,01 de acordo com a correcdo por multiplas
comparacoes de Bonferroni para marcadores (SNPs) independentes.

Os resultados da andlise multivariada sédo descritos a seguir. Para cada
variavel principal considerada, sdo reportados um grafico que resume os valores
de “p” ajustado pelas variaveis de correcéo (pcor) para cada SNP, e uma tabela
com os dados detalhados apenas do(s) SNP(s) que obtiveram pcor < 0,01. O
resultado completo do estudo de associacdo encontra-se na tabela presente no
APENDICE H.

Como pode ser observado pelos graficos da Figura 13, o Unico
polimorfismo que resultou associado significativamente (pcor < 0,01) com a
contagem meédia de linfécitos T CD4+ (Figura 13 A), nadir (Figura 13 B) e
contagem média de linfocitos T CD8+ (Figura 13 C) foi o rs16944 no gene da
IL1B. Quanto a razdo da contagem de linfécitos T CD4+/CD8+, nao foi possivel
observar uma associacdo significativa entre nenhum dos SNPs avaliados
(Figura 13 D), p>0,01.



91

CD4, Nadir,
35 3
o o
oy o)
S 2 P=0,01 2 2qcrre p=0,01
o ©
2 T
= L _
; .............................................................. p=0,05 g [ o ---------- o p=0,05
9 14 o 2 14 o o
; ° ° o
° o ° o o o o
o o
0 a 0 [22] [=2] o w0 © [} [}
[+ [=2] <t - (1] - - ™ o (] — - -
B ¥ 3 2 & 8 3 = 8 3 B ¥ 3 28 53 T 8 3
<t =] 7=} < < () (=] - @ 0 <t (2] ©o < $ © o hond (3] [
n N - < %] nw O I~ n N = O o v o N~
~ -] w -+ M~ (=] o~ M~ ~ (=] ~ o 0 «© M~ [=] ™~ M~ N [=]
o wn - -— wn o~ o~ ™ o~ e} o n - -~ n o~ o~ ) 3] 0
- (3 n (/)] w (1] (1] - (7] - « [ [ [ [ [ - 0
0 w - - - - - ") - e E - _ 44 _ — ﬂ —-
NLRP3 IL1B  IL18 CARD8 P2X7R IRF4 KPNA2 NLRP3 IL1B  |L18 CARDS8 P2X7R IRF4 KPNA2
c CD8, D
CD4/CD8,
34 31
o o %
T p=0,01 T p=0,01
o ©
3 >
) 2
; g O p=0,05 ; ...................... G p=0,05
S 1 ) o ©° £ 1 o ©°
o o o
o o o o o
0 0

rs10754558
rs35829419
rs16944
rs1834481
rs5744256
rs2043211
rs2230911
rs3751143
rs12203592
rs8078543
rs10754558
rs35829419
rs16944
rs1834481
rs5744256
12043211
12230911
rs3751143

‘rs12203592 o
rs8078543

IL1B IL18 CARD8 P2X7R IRF4 KPNA2

=
2
3
g
3
o3

Figura 13. Resultados da andlise de associacdo dos SNPs selecionados no NLRP3
inflamassoma com as variaveis laboratoriais dos pacientes HIV em ART.

S&o reportados os valores de peor (- l0g) resultantes da analise multivariada para cada SNP
analisado em relacdo a contagem de linfocitos T CD4+ e TCD8+ (células/mm3 de sangue), nadir
de T CD4+ (células/mms3 de sangue), e razdo CD4/CD8. A andlise foi realizada considerando (A)
a média das contagens de linfécitos T CD4+ de cada paciente no decorrer de 10 anos de
acompanhamento ap6s introdugédo da ART; e (B) o nadir de cada paciente no decorrer de 10
anos de acompanhamento apés introducdo da ART; (C) a média das contagens de linfocitos T
CD8+ de cada paciente no decorrer de 10 anos de acompanhamento apds introducéo da ART;
(D) Arazéo da média das contagens de linfocitos T CD4+ e T CD8+ de cada paciente no decorrer
de 10 anos de acompanhamento apés introducédo da ART.

As linhas tracejadas representam os valores de corte de significancia antes (pcorr = 0,05) e apds
(pcorr= 0,01) corre¢do de Bonferroni. Os circulos evidenciados em vermelho identificam os valores
de associacao significativos apos a correcdo de Bonferroni.

Individuos que carregam o SNP rs16944 (-511 C>T) no gene IL1B
apresentam uma média (e um nadir) de contagem de linfocitos T CD4+ e de T

CD8+ menor gue os que apresentam o genotipo selvagem (Tabela VIII).

IL1B  I1L18 CARD8 P2X7R IRF4 KPNA2
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Tabela VIII. Resultados da analise de associacdo do SNP IL1B rs16944 C>T com as
variaveis laboratoriais dos pacientes HIV em ART.

Variavel Gendtipos Frequéncia Média + SE Pcorr
CD4+ (células/mmd), cic+cm 0.85 6792213 0.001
média 10 anos T 0.15 503,6 + 37.6
CD4+ (células/mmg), cic+cm 0.84 4167+ 15,2 0.002
nadir 10 anos T 0.16 304,0 + 23,6
. c/C 0,32 1009,0 + 50,9
3 1 l 1]
CD8+ (células/mm3), 0,006

média 10 anos
CIT+TIT 0,68 869,4 + 27,4

SE: Erro Padréo (Do inglés: Standard Error); peorr “p” corrigido por género, idade, tempo de
doencga e tempo de ART.

A mesma diferenga significativa foi observada quando comparamos
(através do multiplo teste “t” com corregao de Bonferroni) os niveis de linfocitos
T CD4+ anuais (valores de médias anuais individuais ao longo de 10 anos) entre
individuos agrupados pelo gendtipo do SNP rs16944 (T/T versus C/C+C/T)
(Figura 14).
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Figura 14. A variante IL1B rs16944 C>T é associada a menores contagens de linfécitos T
CD4+ em pacientes HIV em ART.

Sao reportados os dados da contagem plasmética dos linfécitos T CD4+ como média anual de
450 individuos HIV em ART, agrupados de acordo com o genétipo polimérfico T/T ou selvagem
(CIC+CIT) (modelo recessivo) do SNP rs16944 C>T no decorrer de 10 anos apés introducédo da
terapia. O teste “t” multiplo seguido pelo pds-teste de Bonferroni foi aplicado para comparar o
nivel de linfécitos a cada ano entre os dois grupos.

A linha tracejada indica o valor da contagem de linfocitos T CD4+ de 500 células/mm3 de sangue.
* p<0,01.
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Quando analisamos a distribuicdo dos haplétipos dos SNPs nos genes
NLRP3, IL18 e P2X7, ndo foi possivel observar uma associacao significativa com

as variaveis principais descritas acima (p>0,01).

Como mencionado previamente, no intuito de avaliar a possivel interacédo
entre os SNPs em genes do mesmo complexo, foi realizada uma andlise de
interagdo epistatica e combinatéria entre os SNPs em genes diferentes,
utilizando a mesma abordagem multivariada GLM. Os resultados obtidos pela
analise de associacdo com o nivel sanguineo de linfocitos T CD4+ sdo
resumidos na Tabela IX. Para as outras varidveis laboratoriais testadas, ndo

observamos resultados significativos.

Tabela IX. Efeito epistatico significativo entre os SNPs do gene NLRP3 e o SNP do CARDS8
com o nivel sanguineo de linfécitos T CD4+ em pacientes HIV em ART. Sao reportados os
resultados da analise epistatica entre os SNPs nos genes do NLRP3 inflamassoma com relacao
a contagem sanguinea dos linfocitos T CD4+, como média de 10 anos, de 450 individuos HIV
em ART. Nao sdo indicados os SNPs individualmente, mas apenas o gene.

NLRP3 IL1B IL18 | P2XR7 CARDS8 IRF4 KPNA2
NLRP3 * ns ns Ns * ns ns
IL1B - ns Ns ns ns ns
IL18 ns Ns ns ns ns
P2XR7 Ns ns ns ns
CARDS8 - ns ns
IRF4 - ns
KPNA2 -

*: Peor < 0,01; NS: peor > 0,01; -: ndo testado.

Quando a combinacdo de SNPs com efeito epistatico significativo foi
testada na analise da média de linfocitos T CD4+ ao longo dos 10 anos apos a
introducdo da ART, observamos que tanto a combinacao entre os dois SNPs de
NLRP3 (rs10754558 C>G e rs35829419 C>A), quanto entre o NLRP3
rs35829419 C>A e CARDS8 rs2043211 C>T, resultou significativamente
associada ao nivel médio anual de linfocitos T CD4+. Como pode ser apreciado

nas Figuras 15 A e B, individuos que carregam alelos polimérficos do



94

rs10754558 e rs35829419 do NLRP3 (A) ou do NLRP3 rs35829419 e de CARD8
rs2043211 (B) tendem a apresentar um maior nivel periférico de linfocitos T
CD4+ (p<0,01).
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Figura 15. A combinacdo entre os SNPs de NLRP3 ou de NLRP3 e CARDS8 afeta
positivamente a contagem de linfocitos T CD4+ de pacientes HIV em ART.

S&o reportados os dados da contagem sanguinea dos linfécitos T CD4+ como média anual de
450 individuos HIV em ART, agrupados de acordo com a combinacdo de gendtipos dos SNPs
rs10754558 C>G e rs35829419 C>A do NLRP3 (A) ou rs35829419 C>A e rs2043211 C>T do
CARDS (B) no decorrer de 10 anos apds introdugao da terapia. O teste “t” multiplo seguido pelo
pés-teste de Bonferroni foi aplicado para comparar o nivel de linfocitos a cada ano entre os dois
grupos.

A linha tracejada indica o valor da contagem de linfécitos T CD4+ de 500 células/mm? de sangue.
*:p<0,01.

Em seguida avaliamos a distribuicdo dos SNPs em pacientes HIV com e
sem as comorbidades selecionadas. Apenas a variante IL1B rs16944 C>T

resultou associada as comorbidades analisadas. Individuos que carregam o
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alelo polimoérfico T sdo mais susceptiveis a desenvolverem doencgas autoimunes
(n=42; OR: 2,29 (1,01 — 5,19); pcorr= 0,01), doencgas hepaticas (n=40; OR: 2,72
(1,15 - 6,42); pcorr= 0,01) ou doencgas cardiovasculares (n= 31; OR: 2,72 (1,15
—6,42); pcorr= 0,006).

A andlise de hapldtipos e epistatica ndo resultou em nenhuma associagao
significativa em relacéo a presenca de comorbidades.

Por fim, a distribuicdo dos SNPs foi analisada com relacdo as duas
variaveis de resposta a imunizacgao para HBV (resposta e persisténcia dos titulos
de anticorpos). Os resultados da analise multivariada s@o reportados a seguir
em um grafico que resume os valores de “p” ajustado pelas variaveis de correcao
(pcorr) para cada SNP, e uma tabela com os dados detalhados apenas do(s)
SNP(s) que obtiveram pcor < 0,01. O resultado completo do estudo de

associacdo também se encontra na tabela presente no APENDICE H.

Como pode ser observado pelos graficos das Figura 16 A, B, o Unico
polimorfismo que resultou associado significativamente (pcor < 0,01) com a
resposta a imunizacdo em termos de producao de Anti-HBsAg foi 0 rs10754558
no gene NLRP3.
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Figura 16. O SNP rs10754558 no gene NLRP3 € associado com a resposta a imunizacao
para HBV dos pacientes HIV em ART.

Sao reportados os valores de peorr (- l0g) resultantes da analise multivariada para cada SNP
analisado em relag&o aos niveis de Anti-HBsAg ap6s imuniza¢do com vacina contra Hepatite B.
A analise foi realizada considerando (A) a responsividade quanto aos niveis de Anti-HBsAg apds
vacinacdo (Respondedores (=210 mmlU/mL) versus néo respondedores (<10 mmiU/mL); e (B)
Os niveis médios de Anti-HBsAg considerados de forma continua apés 10 anos da imunizagao.
As linhas tracejadas representam os valores de corte de significancia antes (pcorr = 0,05) e apos
(pcorr= 0,01) corre¢do de Bonferroni. Os circulos evidenciados em vermelho identificam os valores
de associacao significativos apos a correcdo de Bonferroni.

A analise resultou na associacao significativa entre o SNP rs10754558 no

gene NLRP3 e aresposta a imunizacao, tanto considerando a comparacao entre
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respondedores (n = 44) e ndo respondedores (n = 73), quanto considerando o
titulo médio de anticorpos Anti-HBsAg (Tabela X).

Tabela X. O SNP em NLRP3 (rs10754558 C>G) é associado com melhor resposta a
imunizacdo para HBV em pacientes HIV em ART.

Variavel Gendtipos Frequéncia Pcorr
OR (95% IC)
CiC 0,44 Ref
Resposta a
imunizacao C/IG 0,41 0,22 (0,08-0,56) 0,002
(sim versus nédo)
G/G 0,15 1,09 (0,35-3,39)
Média + EP
CiC 0,44 126 + 34
Titulo de Anti-HBsAg C/G 0.41 186 + 40 < 0,001
(mmlU/mL)
G/G 0,15 162+ 79

EP: Erro padrdo; pcorr: p value corrigido por sexo, idade e tempo de doenca.

A distribuicdo de haplotipos e analise epistatica nhovamente néo resultou

em dados significativos com relacdo a imunizacéo.

Em conjunto, esses achados (que fazem parte dos artigos publicados
presente no APENDICE |, J) mostram uma associacdo significativa tanto do
gene IL1B quanto o NLRP3 com o estado clinico do paciente cronicamente
infectado pelo HIV, assim como foi demonstrado anteriormente na associacao
guanto a susceptibilidade ao virus (Pontillo et al., 2010).

Porém, levando em conta o efeito funcional das variantes polimorficas
estudadas (aumento de producédo de IL-1B; maior atividade do NLRP3 (Hall et
al., 2004; Hitomi et al.,, 2009)) e a interacdo causal/efeito que liga as duas
moléculas no contexto do inflamassoma, o sentido da associacdo aparenta ser
conflitante (maior nivel de IL-18 em individuos com pior estado clinico; maior
atividade de NLRP3 em individuos com melhor estado clinico). Essa aparente
incongruéncia pode ser explicada levando em conta um efeito célula especifico

de cada variante e/ou fun¢des inflamassoma independentes do receptor NLRP3.
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Ambas hipoteses foram abordadas na presente tese e descritas nas proximas

secoes.

5.2Ativacdo constitutiva aumentada do inflamassoma nas células

mononucleares de sangue periférico em pacientes HIV tratados

Os dados obtidos no estudo genético reforcam a hipotese de um papel da
ativacdo do NLRP3 inflamassoma ndo somente quanto a susceptibilidade a
infeccdo, mas também como fator de contribuicdo na heterogeneidade clinica
dos pacientes cronicamente infectados pelo HIV-1. Entretanto, ndo esta claro
como o receptor NLRP3 e a IL-13 atuariam de forma oposta na modulagéo da
inflamacéao crbénica do paciente.

A literatura reporta que as células mononucleares de sangue periférico
(PBMC) de individuos que vivem com HIV/Aids apresentam ativacao constitutiva
do inflamassoma, medida através da formacdo de agregados fibrilares
citosélicos contendo a proteina ASC (Ahmad et al., 2018). Contudo, n&o é claro
sobre qual subpopulacdo de leucocito(s) estaria(m) sendo constitutivamente
ativado(s), e se esta ativacdo do inflamassoma estaria resultando em liberacao
constitutiva de IL-1p e/ou IL-18. Vale lembrar que ja foi reportado que pacientes
HIV apresentam niveis séricos elevados de IL-18 (Stylianou et al., 2003;
Wiercinska-Drapalo et al., 2004; Song et al., 2006).

Buscando responder a essas perguntas, inicialmente avaliamos a
ativacao constitutiva do inflamassoma nos PBMC de pacientes cronicamente
infectados pelo HIV, medindo tanto a ativacdo da caspase-1 quanto a liberacao
das citocinas IL-1B e IL-18. Portanto, os PBMC foram isolados de 5 pacientes
HIV e a ativacado do inflamassoma comparada com os PBMC de um grupo de 10
doadores saudaveis (HIV negativos).

A dosagem de IL-1B presente no sobrenadante de cultura dos PBMC foi
maior no grupo de pacientes em comparacao aos controles (HIV: 33,70 + 11,10
pg/mL; CS: 4,62 + 2,55 pg/mL; p < 0,001) (Figura 17 A). Em relacéo aos niveis
de IL-18 presente no sobrenadante dos PBMC, néo foi possivel observar uma
producéo significativa dessa citocina e sem diferenca entre os grupos, p > 0,05

(Figura 17 A). Ja para a caspase-1 ativa, assim como observado para a IL-1,
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0 grupo de pacientes HIV apresentou uma maior clivagem da caspase-1
comparado ao grupo controle (HIV: 7,04 £ 2,77 %; CS: 2,33 £ 0,59 %; p = 0,04)
(Figura 17 B, C).

Levando em conta que a ativacdo do inflamassoma pode induzir também
a piroptose, e que este tipo de morte foi observado em linfécitos T CD4+
infectados pelo HIV (Monroe et al., 2014; Nissen et al., 2014; Mufioz-Arias at al.,
2015), buscamos avaliar os niveis de morte celular nos PBMC dos pacientes
HIV. Na Figura 17 D sao reportados os resultados da analise por citometria de
fluxo do marcador fluorescente de células mortas (LIVE/DEAD™
Viability/Cytotoxicity Kit) e na Figura 17 E do ensaio de citotoxicidade (liberagao
de LDH), para os PBMC de pacientes HIV e grupo controle (CS).

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas quanto
a viabilidade celular entre os grupos de pacientes e controles (LDH HIV: 22,42 +
8,22%, CS: 22,33 + 2,74%; LIVE/DEAD HIV: 15,33 + 3,05%, CS: 12,0 + 2,0%),
sugerindo que a constitutiva ativacdo do inflamassoma observada nos PBMC
dos pacientes ndo estad aparentemente relacionada a uma maior inducdo de

morte celular.
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Figura 17. Ativacao constitutiva do inflamassoma é aumentada nos PBMC de pacientes
HIV tratados.

Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram isoladas por gradiente de densidade
de controles saudaveis (CS = 10) e pacientes cronicamente infectados pelo HIV em ART (HIV =
5) e cultivadas em RPMI-10% SFB por 24 horas. Foi analisada a liberacdo espontanea das
citocinas IL-1f3 e IL-18 por ELISA (A); a ativagdo constitutiva da caspase-1 nos PBMC de CS
(n=3) e HIV (n=3) por marcacédo com o kit FAM-FLICA e deteccéo por citometria de fluxo, sendo
apresentado tanto um experimento exemplificativo da andlise por citometria de uma amostra de
CS e HIV, representando os dados como porcentagem de PBMC FAM-FLICA+ dentro do gate
de células vivas (LIVE/DEAD low) na forma de zebra plot (B) quanto a média dos 3 experimentos
independentes em gréfico de barras (C); A viabilidade celular foi avaliada tanto com a marcacao
com o kit LIVE/DEAD, detecc¢éo por citometria de fluxo e representacdo como porcentagem de
células mortas (LIVE/DEAD high) (D) quanto pela liberacdo de lactato desidrogenase (LDH) no
sobrenadante de cultura de CS (n=3) e HIV (n=3) com representacdo em porcentagem em
relagéo ao controle positivo (Triton, 100% de lise celular) (E);

Todos os dados sédo representados como média + desvio padrao (DP). O teste de Mann-Whithey
foi aplicado para comparar os grupos HIV e CS em C, D e E, o teste de Kruskal-Wallis em A
Diferencas p < 0,05 foram estatisticamente significativas (*).

Uma vez demonstrado que a ativacao constitutiva do inflamassoma nos
PBMC de pacientes HIV leva principalmente a producdo constitutiva de IL-1p,
consideramos a hipotese que essa condicdo poderia influenciar no perfil de
responsividade do paciente a PAMPs/DAMPs e, consequentemente, no nivel de
ativacao do inflamassoma.

Portanto, PBMC de 5 pacientes HIV foram tratados com LPS bacteriano
ou B-glucana fungica por 3 e 24 horas e a liberacao de citocinas foi comparada

com PBMC de controles saudaveis (n = 10).
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A producéo de IL-13 nos PBMC do grupo HIV resultou significativamente
maior que nos PBMC dos controles, tanto apds 3 horas (p = 0,04) quanto apés
24 horas (p = 0,002) de estimulagcdo com LPS (Figura 18 A). Ja a resposta a [3-
glucana, ndo aparenta ser diferente nos dois grupos (p = 0,60) (Figura 18 A).
Em relacdo aos niveis de IL-18, ndo foi possivel observar uma inducao
significativa dessa citocina em nenhuma das condi¢des de estimulacéo (p > 0,05)
(Figura 18 B). J4 a presenca de LPS levou a uma inducéo significativa da
producéo de TNF-a a 3 horas (p= 0,013) e ainda maior a 24 horas (p < 0,001),
assim como na presenca da B-glucana (p < 0,010), porém sem diferencas

significativas entre pacientes e controles (p > 0,05) (Figura 18 C).
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Figura 18. A estimulagcdo com LPS induz uma aumentada ativacdo do inflamassoma nos
PBMC de pacientes HIV tratados.

Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram isoladas por gradiente de densidade
de controles saudaveis (CS = 10) e pacientes infectados pelo HIV (HIV = 5) e estimuladas com
1 pg/mL de lipopolissacarideo (LPS) por 3 ou 24 horas ou estimulados com 50 yg/mL de B-
glucana por 24 horas.

Foi analisada a liberagdo das citocinas IL-18 (A), IL-18 (B) e TNF-a (C) por ELISA no
sobrenadante de cultura. Todos os dados sé&o representados como média + desvio padréo (DP).
O teste de Friedman foi aplicado para comparar as condi¢gdes NE, LPS 3h, LPS 24h e 3-glucana;
o teste de Mann-Whitney para comparar as condi¢des entre os grupos HIV e CS.

* p<0,05 para comparacdes entre NE, LPS e 3-glucana. #p<0,05 para comparagdes entre CS e
HIV. NE: N&o Estimulado.
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Levando em conta que o LPS pode ativar o inflamassoma através do
receptor NLRP3, sobretudo na presenca de DAMPs, como o ATP, replicamos o
ensaio adicionando ao final do tratamento com LPS, 1 mM de ATP por mais 15
minutos, de acordo com (Gattorno et al., 2007). Os resultados da dosagem das
citocinas IL-1B, IL-18 e TNF-a séo reportados na Figura 19.

A adicao de ATP induziu um aumento significativo de liberagao de IL-13
nos PBMC estimulados com LPS por 3 horas somente no grupo de CS (p <
0,001; razdo LPS + ATP/LPS > 2) e n&do no grupo HIV (p = 0,51; razéao
LPS+ATP/LPS < 2) (Figura 19 A). Ja em PBMC estimulados com LPS por 24
horas, a adicdo de ATP resulta em aumento significativo de liberagéo da citocina
em ambos os grupos (p < 0,05) (Figura 19 A). Em relacéo a IL-18, foram
observados niveis baixos e sem diferencas significativas em nenhuma das
condi¢cdes de estimulo em ambos os grupos (p > 0,05) (Figura 19 B).

Quanto aos niveis da citocina independente da montagem do complexo,
TNF-a, foi possivel observar que a adicdo do ATP ndo levou a uma maior
producédo na estimulacdo com LPS a 3h e 24h (p > 0,05) e novamente sem
diferencas significativas em ambos o0s grupos, pacientes e controles (p > 0,05)
(Figura 19 C).

Vale destacar que ndo observamos diferencas na producao das citocinas
nos PBMC estimulados apenas com ATP, comparados com 0s nhao estimulados

(dados nao apresentados), p > 0,05.
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Figura 19. Resposta diferencial ao ATP de PBMC de pacientes HIV tratados.

Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram isoladas por gradiente de densidade
de controles saudaveis (CS = 10) e pacientes infectados pelo HIV (HIV = 5) e estimuladas com
1 pg/mL de lipopolissacarideo (LPS) por 3 ou 24 horas seguidos da adicdo de 1 mM de ATP por
15 minutos. Foi analisada a liberacdo das citocinas IL-18 (A), IL-18 (B) e TNF-a (C) por ELISA
no sobrenadante de cultura.

Todos os dados séo representados como média + desvio padrdo (DP). O teste de Friedman foi
aplicado para comparar as condi¢ces NE, LPS e LPS+ATP; o teste de Mann-Whitney para
comparar as condi¢des entre os grupos HIV e CS.

* p<0,05 para comparacdes entre NE, LPS e LPS+ATP. #p<0,05 para comparacdes entre CS e
HIV. NE: N&o Estimulado.

A analise da ativacdo do inflamassoma nos PBMC dos pacientes HIV,
confirma a ativacdo constitutiva do complexo nessas células, como previamente
sugerido a nivel transcricional por Bandera et al.,, (2018). Nossos dados
demonstram que o resultado da ativacao é uma maior liberacao de IL-13 e que
os PBMC de pacientes HIV respondem diferentemente dos controles ao LPS, e
sobretudo ao estimulo com LPS e ATP, sugerindo fortemente uma desregulacéo
do receptor NLRP3.

O passo seguinte foi investigar em qual(is) leucécito(s) era possivel
detectar a desregulacdo do inflamassoma e em particular do NLRP3

inflamassoma.
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5.3 Expressao e ativacao constitutiva aumentada do NLRP3 inflamassoma
nas subpopulacdes presentes no PBMC de pacientes infectados pelo HIV

Com objetivo de caracterizar o estado de ativagcdo constitutiva do
inflamassoma nas subpopula¢des de PBMC, realizamos a andlise tanto do nivel
de expressao génica dos componentes do NLRP3 inflamassoma, quanto da
producdo basal das citocinas e ativacao da caspase-1 nos leucdcitos purificados
(mondcitos, linfécitos T CD4+, T CD8+ e B CD19+) a partir de PBMC de
pacientes HIV e controle.

Para andlise do perfil transcricional das células, foi avaliada a expresséo
dos genes NLRP3, CASP1, IL1B, IL18, além dos genes CARD8 e P2X7R (que
codificam para conhecidos reguladores do NLRP3 (Ito et al., 2014; Mufoz-
Planillo et al., 2013). Além disso, levando em conta uma possivel alteracéo de
mecanismos regulatorios da ativagdo do NLRP3 em pacientes HIV, foi analisada
também a expressdo do miR-223, um microRNA envolvido na regulacéo dos
niveis de MRNA do NLRP3 (Bauernfeind et al., 2012).

Os resultados da analise sdo apresentados de forma resumida como
grafico heatmap na Figura 20, e em forma detalhada como graficos de barras

para cada subpopulacéo de leucdcito estudado nas Figuras 21-23.



105

. X

hxoh“‘b“% ho"l%“%“
Q o NN Q° N
S § TS

Figura 20. Expresséo constitutiva de genes do inflamassoma em monadcitos, linfécitos T
CD4+, T CD8+ e B (CD19+) de controles saudaveis (CS) e pacientes infectados pelo HIV
(HIV).

Expresséo génica de NLRP3, CASP1, IL1B, IL18, P2X7R, CARDS8 e miR-223 em células CD14+
(mondcitos), linfécitos T CD4+, T CD8+ e B CD19+ de controles saudaveis (CS; n = 15) e
pacientes HIV tratados (HIV; n = 10) normalizada por GAPDH para os mRNAs e U6 para 0 miR-
223 (ACt) e representada por unidades arbitrarias (UA) calculado a partir do log (22¢Y) em um
gréfico heatmap. Células cinza: Sem amplificacéo.

Os genes CASP1 e IL1B resultaram significativamente mais expressos
tanto nos mondcitos (Figura 21) quanto nos linfocitos T CD4+ (Figura 22) de
pacientes HIV comparados com os controles (p < 0,05). Ja a expressao do gene
IL18 foi detectada apenas em mondcitos (Figura 21).

Um aumento significativo de expressdo de NLRP3 foi observado nos
monacitos (CD14+) dos pacientes comparados aos controles (p = 0,034) (Figura
21). Por sua vez, menores niveis de NLRP3 foram encontrados nos linfécitos B
(CD19+) (Figura 23) e indetectaveis nos linfécitos T CD8+ (Figura 20).

Ja a expressdo de P2X7, resultou em média diferente dependendo da
célula considerada, sendo o P2X7 aumentado em mondcitos de paciente HIV,
mas diminuido nos linfocitos (Figura 20-23). Vale ressaltar que os niveis de miR-
223 sao opostos aos do NLRP3, sendo, nos mondcitos HIV, significativamente

menores que nos controles (p = 0,049) (Figura 21).
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Figura 21. Expressdo basal dos principais componentes do NLRP3 inflamassoma em
mondacitos, de controles saudéaveis (CS) e pacientes infectados pelo HIV (HIV).

Expressdo génica basal de NLRP3, CASP1, IL1B, IL18, P2X7R, CARD8 e miR-223 em
mondcitos de CS (n= 8) e HIV (n= 6) normalizada por GAPDH (para os mRNAs) e U6 (para o
miR-223) (ACt) e representada por unidades arbitrarias (UA) calculado a partir do log(22°Y). As
diferencas foram avaliadas por Multiplo teste “t”. *: p < 0,05.
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Figura 22. Expressao basal dos principais componentes do NLRP3 inflamassoma em
linfécitos T CD4+ de controles saudaveis (CS) e pacientes infectados pelo HIV (HIV).
Expressdo génica basal de NLRP3, CASP1, IL1B, IL18, P2X7R, CARD8 e miR-223 em
mondécitos de CS (n= 15) e HIV (n= 7) normalizada por GAPDH (para os mRNAs) e U6 (para o
miR-223) (ACt) e representada por unidades arbitrarias (UA) calculado a partir do log(24°).

As diferengas foram avaliadas por Multiplo teste “t”. *: p < 0,05. nd: ndo detectado.



107

B CD19+
—3 CS
1.5 = mm HvV
<
z
14
=
g 1.0 =
©
o
o
D 0.5 =
wn
o
o
0
nd nd
0.0

NLRP3 CASP1 IL1B IL18 P2X7R CARD8 miR-223

Figura 23. Expressdo basal dos principais componentes do NLRP3 inflamassoma em
linfocitos CD19+ de controles saudaveis (CS) e pacientes infectados pelo HIV (HIV).
Expressdo génica basal de NLRP3, CASP1, IL1B, IL18, P2X7R, CARD8 e miR-223 em
mondcitos de CS (n= 7) e HIV (n= 8) normalizada por GAPDH (para os mRNAs) e U6 (para o
miR-223) (ACt) e representada por unidades arbitrarias (UA) calculado a partir do log(22%Y).

As diferengas foram avaliadas por Multiplo teste “t”. *: p < 0,05. nd: ndo detectado.

Como observado, a analise do perfil transcricional do inflamassoma nos
PBMC dos pacientes HIV demonstra um nivel de expressao basal aumentado
de IL1B e CASP1 nos monacitos e linfocitos T CD4+ estudados, compativel com
a ativacao constitutiva do complexo apresentada na secéo anterior, e sugerindo
a contribuicado do receptor NLRP3 pelo menos em mondécitos e linfocitos T CD4+.

Levando em conta que os mondcitos estdo entre as células que mais
expressam o0s componentes do inflamassoma e NLRP3, e, assim como
reportado previamente na literatura (Nasi et al., 2019), no grupo de pacientes foi
possivel observar uma desregulacdo a nivel transcricional (Figura 21), a
primeira célula que analisamos como responsavel da desregulacdo do
inflamassoma nos PBMC de pacientes HIV foi o mondcito.

Como esperado, apesar do baixo nivel de producdo, os mondcitos de
pacientes HIV (n = 21) liberam mais IL-1 (13,0 £ 15,39 pg/mL) em comparagao
aos controles (n = 23; 2,69 + 3,05 pg/mL, p < 0,003) (Figura 24 A). Os niveis de
IL-18 resultaram baixos e néo foi possivel observar uma diferenca significativa
entre os grupos (HIV: 9,97 + 4,34 pg/mL; CS: 5,66 + 2,18 pg/mL; p > 0,05)
(Figura 24 A). A producdo de citocinas inflamatérias ndo decorrentes da
ativacado do inflamassoma, TNF-a e IL-6, também resultou baixa e semelhante
nos dois grupos (p > 0,05) (Figura 24 A).
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De maneira similar ao padrao observado paraa IL-183, o nivel de caspase-
1 ativa nos mondcitos (células CD14+) de pacientes HIV (13,65 + 6,96 % células
FAM-FLICA positivas), foi maior que no grupo controle (1,88 + 0,54 % células
FAM-FLICA positivas; p = 0,015) (Figura 24 B, C), e sem uma alteracao
significativa na viabilidade celular avaliada tanto pela marcagdo com LIVE/DEAD
(Figura 24 D) quanto pela liberacdo de LDH (Figura 24 E).
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Figura 24. Ativacao constitutiva aumentada do inflamassoma nos mondcitos de pacientes
HIV tratados.

Mondcitos (células CD14+) foram purificados de PBMC de controles saudaveis (CS; n = 23) e
pacientes infectados pelo HIV em ART (HIV; n = 21) e cultivados em RPMI-10% SFB por 24
horas.

A liberacéo das citocinas IL-13, IL-18, TNF-a e IL-6 foi analisada no sobrenadante de cultura por
ELISA (A). Foi avaliada a ativagdo constitutiva da caspase-1 nos monécitos de CS (n = 3) e HIV
(n =3) por marca¢éo com o kit FAM-FLICA e deteccao por citometria de fluxo, sendo apresentado
tanto um experimento exemplificativo da analise por citometria de uma amostra de CS e HIV,
representando os dados como porcentagem de células CD14+ FAM-FLICA+ dentro do gate de
células vivas (LIVE/DEAD low) na forma de zebra plot (B), quanto a média dos 3 experimentos
independentes em grafico de barras (C); A viabilidade celular foi avaliada com a marca¢do com
o kit LIVE/DEAD, detecc¢éo por citometria de fluxo e representa¢éo como porcentagem de células
mortas (Live/Dead high) (D), e a liberac&@o de lactato desidrogenase (LDH) no sobrenadante de
cultura de CS (n= 3) e HIV (n = 3) com representacdo em porcentagem em relagcdo ao controle
positivo (Triton, 100% de lise celular) (E). Todos os dados sdo representados como média +
desvio padrdo (DP).

O teste de Mann-Whitney foi aplicado para comparar os grupos HIV e CS em C, D e E, o teste
de Kruskal-Wallis em A. Diferencas p < 0,05 foram estatisticamente significativas (*).
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A aumentada ativacdo constitutiva do inflamassoma nos mondcitos de
pacientes HIV foi demonstrada também através de ensaio de imunofluorescéncia
para visualizagdo e contagem dos specks de ASC realizado em 3 amostras do
grupo HIV e 3 de CS. Como € possivel observar nas imagens da Figura 25,
relativas a um experimento representativo, células CD14+ de pacientes HIV
apresentam uma maior formacdo de agregados citosélicos positivos pela
marcacao de ASC (fluorescéncia vermelha) que os controles (p = 0,033) (Figura
25).

Com o intuito de confirmar se essa aumentada ativagcédo constitutiva do
inflamassoma em termos de producédo de IL-1B e clivagem da caspase-1 é de
fato decorrente da ativacdo do receptor NLRP3, no mesmo ensaio de
imunofluorescéncia, realizamos a marcacdo das células para o NLRP3
(fluorescéncia verde), demonstrando que os mondcitos de pacientes HIV
apresentam também uma maior formacdo de specks positivos para esse

receptor comparados ao grupo CS (p = 0,035). (Figura 25).
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Figura 25. Formacédo espontanea de specks de ASC ou NLRP3 em mondcitos de pacientes
HIV tratados.

Foram isoladas 0,2 x108 células CD14+ de controles saudaveis (CS; n = 3) e pacientes HIV
tratados (HIV; n = 3) e cultivadas por 24 horas em laminas chamber slide. Em seguida, as células
foram permeabilizadas e marcadas para ASC ou NLRP3 para detectar a formacéo de specks.
Em (A) é reportado o resultado de um ensaio representativo dos trés experimentos
independentes. O painel de imagens obtidas por um microscépio confocal com um aumento de
40x, mostrando a formacé@o de agregados de ASC (vermelho, Alexa-568) ou NLRP3 (verde,
Alexa-488) no citosol. O corante DAPI (Azul) foi usado como marcador de ndcleo. As setas
brancas apontam os specks. Em (B) as contagens manuais dos specks de ASC ou NLRP3 em
5 campos/imagem sao reportadas em grafico de barras como média + DP. O teste de Mann-
Whitney foi aplicado para comparar os grupos HIV e CS. Diferengas p < 0,05 foram
estatisticamente significativas (*).

Assim como observado nos mondcitos, também os linfocitos T CD4+ de
pacientes HIV apresentam uma maior producdo constitutiva da IL-18 (14,11 %
3,96 pg/mL) comparados com os controles (3,61 = 2,04 pg/mL; p < 0,001). A
producéo de IL-18, por sua vez, é escassa em ambos 0s grupos. Ja a dosagem

de TNF-a resultou maior nos pacientes HIV que nos controles, porém, devido a
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heterogeneidade dos dados, a diferenca entre os dois grupos nao resultou
significativa (Figura 26 A).

Uma baixa porcentagem de linfécitos T CD4+ resultou positiva para
caspase-1 ativa, ainda assim, uma maior clivagem da caspase-1 foi observada
no grupo HIV (1,15 + 0,36 % células CD3+CD4+FAM-FLICA positivas)
comparado com o CS (0,22 + 0,10 % células CD3+CD4+FAM-FLICA positivas;
p = 0,014) (Figura 26 B, C). J& a taxa de morte celular por marcagdo com
LIVE/DEAD (Figura 26 D) assim como a liberacédo de LDH, (Figura 26 E) é baixa
e semelhante nos dois grupos (p > 0,05).
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Figura 26. Ativacdo constitutiva aumentada do inflamassoma nos linfécitos T CD4+ de
pacientes HIV tratados.

Linfécitos (células T CD4+) foram purificados de PBMC de controles saudaveis (CS; n = 17) e
pacientes infectados pelo HIV em ART (HIV; n = 12) e cultivados em RPMI-10% SFB por 72
horas.

A liberacéo das citocinas IL-13, IL-18, TNF-a e IL-6 foi analisada no sobrenadante de cultura por
ELISA (A). Foi avaliada a ativacdo constitutiva da caspase-1 nos linfécitos T CD4+ de CS (n =
3) e HIV (n = 3) por marcagdo com o kit FAM-FLICA e detecc¢do por citometria de fluxo sendo
apresentado tanto um experimento exemplificativo da analise por citometria de uma amostra de
CS e HIV, representando os dados como porcentagem de células CD3+CD4+FAM-FLICA+
dentro do gate de células vivas (LIVE/DEAD low) na forma de zebra plot (B), quanto a média dos
3 experimentos independentes em grafico de barras (C); A viabilidade celular foi avaliada com a
marcacdo com o kit LIVE/DEAD, deteccdo por citometria de fluxo e representacdo como
porcentagem de células mortas (LIVE/DEAD high) (D), e a liberacdo de lactato desidrogenase
(LDH) no sobrenadante de cultura de CS (n = 3) e HIV (n = 3) com representacdo em
porcentagem em relacdo ao controle positivo (Triton, 100% de lise celular) (E). Todos os dados
sdo representados como média + desvio padrédo (DP).

O teste de Mann-Whitney foi aplicado para comparar os grupos HIV e CS em C, D e E, o teste
de Kruskal-Wallis em A. Diferencas p < 0,05 foram estatisticamente significativas (*).
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Realizamos também para os linfocitos T CD4+ a marcagao dos agregados
specks tanto para ASC, quanto para NLRP3. Em comparacdo aos mondcitos, foi
observada uma menor formacgéo espontanea de specks nessas células (Figura
27 A-C).

Quando comparado ambos os grupos, foi possivel observar um maior
namero de specks ASC+ nos pacientes HIV (4 + 1 specks/ 5 campos) em
comparacao aos controles (2,2 £ 0,4 specks/ 5 campos), p = 0,045, sugerindo
que, assim como observado nos mondcitos, existe uma maior ativacéo
constitutiva do complexo no grupo de pacientes (mesmo que em menor nivel em
comparacgdo aos mondcitos) (Figura 27 B).

Entretanto, quando avaliamos o numero de specks NLRP3+, nédo foi
possivel observar uma diferencga significativa entre os grupos (HIV: 1,8 + 0,4
specks/5 campos; CS: 1,4 £ 0,5 specks/5 campos; p =0,69) (Figura 27 B). Assim
como na co-localizacéo de ambas proteinas (NLRP3+ASC+), (p = 0,99) (Figura
27 C).
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Figura 27. Formacdo espontanea de specks de ASC ou NLRP3 em linfécitos T CD4+ de
pacientes HIV tratados.

Foram isoladas 0,2 x10° células CD14+ de controles saudaveis (CS; n = 3) e pacientes HIV
tratados (HIV; n = 3) e cultivados por 72 horas em laminas chamber slide. Em seguida, as células
foram permeabilizadas e marcadas para ASC ou NLRP3 para detectar a formacéo de specks.
Em (A) é reportado o resultado de um ensaio representativo dos trés experimentos
independentes. O painel de imagens, foram obtidas por um microscopio confocal com um
aumento de 40x, mostrando a formacéo de agregados de ASC (vermelho, Alexa-568) ou NLRP3
(verde, Alexa-488) no citosol. O corante DAPI (Azul) foi usado como marcador de ndcleo. As
setas brancas apontam os specks. Em (B) as contagens manuais dos specks de ASC ou NLRP3
em 5 campos/imagem sao reportadas em grafico de barras como média + DP. Em (C) a
contagem de colocalizacédo de specks de NLRP3+ASC+ em 5 campos/imagem é reportado em
gréfico de barras como média + DP. O teste de Mann-Whitney foi aplicado para comparar os
grupos HIV e CS. Diferencas p < 0,05 foram estatisticamente significativas (*).

Em seguida avaliamos o perfil de ativacdo espontanea do inflamassoma
nos linfocitos B (células CD19+). No grupo dos pacientes HIV, mesmo que em
baixos niveis, também foi possivel observar uma maior producdo constitutiva da
IL-18 (5,12 £ 4,48 pg/mL) comparados com os controles (0,55 + 0,68 pg/mL; p =
0,005) (Figura 28 A). A producao de IL-18 por sua vez, € baixa ou indetectavel

em ambos os grupos. De forma semelhante a IL-18, a dosagem de TNF-a e IL-
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6 nao foi diferente entre os grupos de pacientes e controles (p > 0,05) (Figura
28 A).

Quanto aos niveis de caspase-1 ativa, uma maior clivagem da enzima foi
observada no grupo HIV (15,66 + 3,98 % células CD19+FAM-FLICA+)
comparado com o CS (8,37 £ 0,35 % células CD19+FAM-FLICA+; p = 0,034)
(Figura 28 B, C). J4& o nivel de morte celular é baixo e semelhante entre
pacientes e controles (p > 0,05), avaliado tanto pela marcacado com LIVE/DEAD
(Figura 28 D), quanto na dosagem da liberacdo de LDH (Figura 28 E)
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Figura 28. Ativacdo constitutiva aumentada do inflamassoma nos linfécitos B CD19+ de
pacientes HIV tratados.

Linfécitos (células B CD19+) foram purificados de PBMC de controles saudaveis (CS; n = 15) e
pacientes infectados pelo HIV em ART (HIV; n = 12) e cultivados em RPMI-10% SFB por 24
horas.

A liberacéo das citocinas IL-13, IL-18, TNF-a e IL-6 foi analisada no sobrenadante de cultura por
ELISA (A). Foi avaliada a ativacé@o constitutiva da caspase-1 nos linfécitos B CD19+ de CS (n =
3) e HIV (n = 3) por marcacdo com o kit FAM-FLICA e detec¢éo por citometria de fluxo, sendo
apresentado tanto um experimento exemplificativo da analise por citometria de uma amostra de
CS e HIV, representando os dados como porcentagem de células CD19+FAM-FLICA+ dentro do
gate de células vivas (LIVE/DEAD low) na forma de zebra plot (B), quanto a média dos 3
experimentos independentes em grafico de barras (C); A viabilidade celular foi avaliada com a
marcacdo com o kit LIVE/DEAD, deteccdo por citometria de fluxo e representacdo como
porcentagem de células mortas (LIVE/DEAD high) (D), e com a dosagem da liberag&o de lactato
desidrogenase (LDH) no sobrenadante de cultura de CS (n = 3) e HIV (n = 3), com representacao
em porcentagem em relacdo ao controle positivo (Triton, 100% de lise celular) (E). Todos os
dados séo representados como média + desvio padrao (DP).

O teste de Mann-Whitney foi aplicado para comparar os grupos HIV e CS em C, D e E, o teste
de Kruskal-Wallis em A. Diferencas p < 0,05 foram estatisticamente significativas (*).
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Essa aumentada ativacao constitutiva do inflamassoma nos linfécitos B
de pacientes HIV, foi confirmada também através de ensaio de
imunofluorescéncia. Como é possivel observar na Figura 29, as células CD19+
de pacientes HIV apresentam uma maior formacdo de agregados citosolicos
positivos pela marcacdo de ASC (fluorescéncia vermelha) (HIV: 6 £ 1 specks/ 5
campos; CS: 2 + 1 specks/ 5 campos; p< 0,001) (Figura 29 B).

Assim como observado nos mondcitos, essa maior ativacdo do complexo
ocorre em paralelo com uma maior formagédo specks de receptor NLRP3
(fluorescéncia verde) em comparacdo aos controles (HIV: 5 £ 1 specks/ 5
campos; CS: 2 + 1 specks/ 5 campos; p= 0,009) (Figura 29 B).

Também na contagem de specks colocalizados (NLRP3+ASC+), foi
possivel observar uma maior formacdo no grupo de pacientes HIV em
comparacao aos controles (HIV: 4 £ 1 specks/ 5 campos; CS: 2 £+ 1 specks/ 5
campos; p= 0,007) (Figura 29 C).
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Figura 29. Formacdo espontéanea de specks de ASC ou NLRP3 em linfocitos B CD19+ de
pacientes HIV tratados.

Foram isoladas 0,2 x10° células CD19+ de controles saudaveis (CS; n = 3) e pacientes HIV
tratados (HIV; n = 3) e cultivados por 24 horas em laminas chamber slide. Em seguida, as células
foram permeabilizadas e marcadas para ASC ou NLRP3 para detectar a formacéo de specks.
Em (A) é reportado o resultado de um ensaio representativo dos trés experimentos
independentes. O painel de imagens obtidas por um microscépio confocal com um aumento de
40x, mostrando a formacé@o de agregados de ASC (vermelho, Alexa-568) ou NLRP3 (verde,
Alexa-488) no citosol. O corante DAPI (Azul) foi usado como marcador de nicleo. As setas
brancas apontam os specks. Em (B) as contagens manuais dos specks de ASC ou NLRP3 em
5 campos/imagem sdo reportadas em grafico de barras como média + DP. Em (C) a contagem
de colocalizacé@o de specks de NLRP3+ASC+ em 5 campos/imagem é reportado em grafico de
barras como média + DP. O teste de Mann-Whitney foi aplicado para comparar os grupos HIV e
CS. Diferencgas p < 0,05 foram estatisticamente significativas (*).

Em conjunto esses dados demonstraram que a ativacao constitutiva do
inflamassoma observada nos PBMC totais de pacientes HIV é consequéncia da
contribuicdo de diferentes subpopula¢gdes de leucécitos. Os mondcitos, como
esperado, apresentam uma ativacdo constitutiva do NLRP3 inflamassoma que

leva ao aumento de liberacédo basal de IL-13, mas nao de IL-18.
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Pela primeira vez demonstramos que também o compartimento linfoide
esta contribuindo para a ativacdo do inflamassoma nos PBMC de pacientes
cronicamente infectados pelo HIV. Tanto nos linfécitos T CD4+ quanto nos
linfécitos B, observamos um aumento de liberacéo de IL-13 basal, mesmo se os
niveis de producédo nao superem 40 pg/mL. Nestes linfécitos, porém, o papel do
NLRP3 aparenta ser distinto. Enquanto que nas células CD19+ detectamos uma
ativacdo basal aumentada especifica do NLRP3, nos linfocitos T CD4+ a
aumentada ativacao do inflamassoma aparenta ndo ser estritamente relacionada
ao receptor NLRP3.

A pergunta seguinte entdo, foi se essa aumentada ativagao constitutiva
do inflamassoma nos diferentes leucdcitos do individuo cronicamente infectado
pelo HIV pudesse afetar a resposta do complexo durante a ativagéo dos préoprios
leucocitos, e, de acordo com a nossa hipétese inicial, pudesse influenciar a

capacidade de resposta do paciente a microrganismos e/ou imunizagoes.

5.4 Desregulacdo do NLRP3 inflamassoma em mondcitos de pacientes HIV

Para avaliar o nivel de ativacdo do inflamassoma em mondcitos de
paciente HIV em resposta a PAMPs/DAMPSs, realizamos um ensaio de
estimulacdo com LPS bacteriano ou B-glucana fangica em células CD14+
isoladas de 22 pacientes HIV e 23 controles.

As células foram tratadas com 1 pg/mL de LPS bacteriano por 3 e 24
horas, seguidos da adicdo de 1 mM de ATP por 15 minutos, conforme protocolo
classico de ativacdo do NLRP3 em mondcitos humanos (Gattorno et al., 2007),
ou com 50 pg/mL da B-glucana por 24 horas (Kankkunen et al., (2010)). A
concentracdo dos estimulos foi definida baseado na literatura e de acordo com
a padronizacéo realizada presente no APENDICE C. Em seguida, foi realizada
a analise tanto da expressdo génica (ap6s 3 horas) quanto da dosagem de
citocinas (apos 3 e 24 horas), e a medicao das células positivas para caspase-
1-ativa (ap6s 3 e 24 horas).

Os mondécitos tratados com ambos os estimulos levaram a uma inducéo
da expressdo da maioria dos genes avaliados comparado ao basal (p < 0,05),

em ambos o0s grupos. Entretanto, nos mondcitos de pacientes HIV observamos
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uma significativa maior inducéo da expresséo de NLRP3 em resposta ao LPS (p
= 0,004; figura 30 A), assim como da IL1B em resposta a B-glucana (p= 0,003;

figura 30 B) em relacdo aos controles.
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Figura 30. Genes do NLRP3 inflamassoma séo diferencialmente expressos em mondcitos
de pacientes HIV em resposta a LPS ou B-GL.

Células CD14+ isoladas de pacientes infectados pelo HIV em ART (HIV; n = 6) ou controles
saudaveis (CS; n = 7) foram estimuladas com 1 ug/ml de LPS ou 50 pug/ml por 3 horas. O RNA
foi isolado de cada amostra e analisado para a expresséo dos genes NLRP3, CASP1, IL1B, IL18,
P2X7R e CARDS8 por gPCR. A modulacdo da expressdo nos monécitos estimulados comparada
com o basal foi expressa como Fold-change (FC). Os dados séo representados como média dos
valores de Log (FC) + erro padrdo. O teste t multiplo seguido pelo p6s-teste de Bonferroni foi
aplicado para comparar os valores entre os grupos CS e HIV.

Diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05 (*).

Em relacdo aos niveis de citocinas, foi possivel observar que, na presenca
dos estimulos, em todas as condi¢cdes, houve uma inducdo significativa da
producéo de IL-1B (p < 0,05), com diferengas entre os grupos em condigdes
especificas.

Apbés 3 horas de estimulacdo com LPS, a adicdo de ATP por 15 minutos
induziu uma maior producéo de IL-18 somente nos mondcitos do grupo controle
(193 £ 89,0 pg/mL versus 38,92 + 17,54 pg/mL; p = 0,004) e ndo no grupo HIV,
(148,1 £ 34,32 pg/mL versus 87,8 £ 87,1 pg/mL; p = 0,940) (Figura 31 A).

Quanto aos niveis de IL-18 nos mondcitos estimulados com LPS por 24
horas, a producéo é significativamente aumentada comparada com o basal (p <
0,05), porém nao foi possivel observar diferencas significativas entre as
condi¢Bes LPS com e sem ATP no grupo de pacientes e de controles (Figura 31
A).
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Ja a estimulagdo com B-glucana por 24 horas resultou em aumento de
producéo de IL-13 comparado com o basal (p<0,05), porém, apesar da meédia
no grupo de mondcitos HIV ser maior que nos controles, essa diferenca nao
resultou estatisticamente significativa (398,9 + 273,7 pg/mL versus 216,8 £177,2
p =0,11) (Figura 31 A).

Em relacdo aos niveis de IL-18, ndo foi possivel observar uma inducao
significativa dessa citocina em nenhuma das condi¢cbes em ambos 0s grupos de

pacientes e controles (Figura 31 B).
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Figura 31. LPS+ATP induz uma menor responsividade quanto a ativacdo do NLRP3
inflamassoma nos monaocitos de pacientes HIV.

Monécitos CD14+ foram purificados de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de
controles saudaveis (CS = 23) e pacientes infectados pelo HIV (HIV = 22) e cultivados em RPMI-
1640 com 10% de SFB, estimulados com 1 pg/mL de lipopolissacarideo (LPS) por 3h ou 24h,
seguidos da adicdo de 1mM de ATP por 15 minutos ou estimulados com 50 pg/mL de B-glucana
por 24h. Foram coletados os sobrenadantes de cultura e dosado os niveis de (A) IL-13 (n = 23
CS e 22 HIV) e (B) IL-18 (n=6 CS e 6 HIV) por Elisa. Todos os dados séo representados como
média + desvio padrdo (DP). O teste de Friedman foi aplicado para comparar as condigées LPS,
LPS+ATP ou B-glucana em relacdo ao NE; O teste de Mann-Whitney para comparar as
condicdes LPS sem ATP versus LPS+ATP.

*p < 0,05 para comparagdes entre LPS, LPS+ATP ou B-glucana em relacdo ao NE; #p < 0,05
para comparagdes entre LPS sem ATP versus LPS+ATP; ¢ p < 0,05 para comparacdes entre NE
HIV versus NE CS. NE: Nao Estimulado.
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Além da dosagem de IL-1B3 e IL-18, foi realizado a dosagem de citocinas
independentes da montagem do complexo, TNF-a e IL-6, sendo observado que
tanto o LPS quanto a B-glucana levou a uma inducao significativa da producéo
de TNF-a (Figura 32 A) e IL-6 (Figura 32 B) comparado com o basal em ambos
os grupos (p < 0,05) e sem diferencas significativas entre pacientes e controles
(p > 0,05).
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Figura 32. LPS e B-glucana induzem a producdo de TNF-a e IL6 em pacientes HIV e
controles.

Monécitos CD14+ foram purificados de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de
controles saudaveis (CS = 23) e pacientes infectados pelo HIV (HIV = 22) e cultivados em RPMI-
1640 com 10% de SFB, estimulados com 1 pg/mL de lipopolissacarideo (LPS) por 3h ou 24h,
seguidos da adicdo de 1mM de ATP por 15 minutos ou estimulados com 50 pg/mL de B-glucana
por 24h. Foram coletados os sobrenadantes de cultura e dosado os niveis de (A) TNF-a (n = 10
CS e 10HIV) e (B) IL-6 (n =5 CS e 5 HIV) por Elisa. Todos os dados séo representados como
média + desvio padrdo (DP). O teste de Friedman foi aplicado para comparar as condi¢des LPS,
LPS+ATP ou B-glucana em relacdo ao NE; O teste de Mann-Whitney para comparar as
condicdes LPS sem ATP versus LPS+ATP ou entre os grupos CS e HIV.

* p < 0,05 para comparagodes entre LPS, LPS+ATP ou B-glucana em relacéo ao NE. #p < 0,05
para comparagoes entre LPS sem ATP versus LPS+ATP; ¢ p < 0,05 para comparacdes entre NE
HIV versus NE CS. NE: Nao Estimulado.
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Tanto o LPS quanto a B-glucana foram capazes de levar a uma indugéo
da clivagem da caspase-1 nos mondécitos de ambos 0s grupos, pacientes e
controles, comparado com a condicao basal (p < 0,05). Além disso, assim como
observado para os niveis de IL-1B, apdés 3 horas de estimulagdo com LPS, a
adicdo de ATP por 15 minutos induziu uma maior clivagem da caspase-1
somente nos mondcitos do grupo controle (36,77 + 1,88 % CD14+FAM-FLICA+
versus 23,83+ 1,23 % CD14+FAM-FLICA+; p=0,012) e n&o no grupo HIV (15,77
+ 8,11 % CD14+FAM-FLICA+; versus 17,08 + 10,63 % células CD14+FAM-
FLICA+: p =0,97) (Figura 33 A, B).

ApoOs 24 horas de estimulo com LPS, a porcentagem de células positivas
para caspase-1 ativa € maior que a 3 horas e significativamente maior em
comparacao as células ndo estimuladas (p < 0,05), sem diferenca entre os
grupos HIV (38,47 + 4,95 % CD14+FAM-FLICA+) e CS (34,80 + 8,42 %
CD14+FAM-FLICA+) (p > 0,05). A adicdo de ATP ndo aumentou a liberagcéo da
IL-18, sem diferenca entre os grupos HIV (30,70 £ 15,26 % CD14+FAM-FLICA+)
e CS (37,0 + 7,02 % CD14+FAM-FLICA+) (p > 0,05) (Figura 33 A, B).

De modo semelhante, a estimulagédo com 3-glucana também néo resultou
em diferencas significativas nos niveis de caspase-1 ativa entre os grupos HIV
(39,4 + 1,44 % CD14+FAM-FLICA+) e controle (47,0 + 5,56 % CD14+FAM-
FLICA+) (p > 0,05) (Figura 33 A).

Além disso, nenhuma das condi¢des levou a uma inducéo significativa de
morte celular, avaliado pelos niveis de liberacdo de LDH, e sem diferencas

significativas entre os grupos de pacientes e controles (p > 0,05) (Figura 33 C).
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Figura 33. Ativacdo diferencial da caspase-1 em reposta ao ATP em mondécitos de
pacientes HIV tratados.

Mondécitos CD14+ foram purificados de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de
controles saudaveis (CS = 23) e pacientes infectados pelo HIV (HIV = 22) e cultivados em RPMI-
1640 com 10% de SFB tratados com 1 pg/mLde LPS por 3 e 24h, seguidos da adicdo de 1mM
de ATP por 15 minutos ou 50 pg/mLde B-glucana. (A) Foi medido os niveis de caspase-1 ativa
(CS: n=3e HIV: n=3) por marcagdo com o kit FAM-FLICA e detec¢&o por citometria de fluxo.
Os dados foram representados como porcentagem de mondcitos CD14+FAM-FLICA+ dentro do
gate de células CD14+ vivas (LIVE/DEAD low); (B) sobreposi¢éo de histogramas de caspase-1
ativa nos mondcitos nas condi¢des LPS 3h e LPS 3h+ATP, representativo de experimento de 1
CS e 1 HIV; (C) avaliado a taxa de morte celular através da dosagem da liberacdo de lactato
desidrogenase (LDH) no sobrenadante de cultura de CS (n = 9) e HIV (n = 9) com representacao
em porcentagem em relag&o ao controle positivo (Triton, 100% de lise celular).

Todos os dados séo representados como média + desvio padrao (DP).

O teste de Friedman foi aplicado para comparar as condi¢gdes LPS, LPS+ATP ou B-glucana em
relagdo ao NE; O teste de Mann-Whitney para comparar as condicdes LPS sem ATP versus
LPS+ATP ou entre os grupos CS e HIV.

* p < 0,05 para comparagdes entre LPS, LPS+ATP ou B-glucana em relacdo ao NE. #p < 0,05
para comparagdes entre LPS sem ATP versus LPS+ATP; ¢ p < 0,05 para comparacdes entre NE
HIV versus NE CS. NE: Nao Estimulado.

No intuito de evidenciar se essa alterada ativacao do inflamassoma é de
fato decorrente de uma desregulacéo especifica da ativacdo do receptor NLRP3,
foi realizado o ensaio de imunofluorescéncia para avaliacdo da ativacdo do

complexo nos mondécitos estimulados.
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A estimulacado com LPS por 3 horas na presenca ou ndao de ATP levou a
uma inducao significativa da formacéo de specks de ASC somente no grupo
controle (p < 0,05) e ndo no grupo de pacientes HIV (p > 0,05), quando
comparada com a condicao basal, sugerindo uma menor capacidade de ativacéo
do complexo no grupo de pacientes, pelo menos nessa condi¢do (Figura 34 A,
B). Ja a estimulagdo com LPS por 24h, com ou sem ATP, ou com 3-Glucana,
levou a uma inducdao significativa da formacéo de specks de ASC (p < 0,05) em
ambos, comparando com a condicéo basal, e sem diferencas significativas entre
os grupos (p > 0,05) (Figura 34 B).

A contagem de formacéo de specks de NLRP3 foi similar a de ASC, sendo
observado uma maior agregacdo na estimulacdo com LPS a 3 horas somente
no grupo controle (p < 0,05) e néo nos pacientes HIV (p > 0,05) em comparacao
ao néo estimulado (Figura 34 A, C), além de uma inducao significativa em todas
as condicdes a 24h (p < 0,05) e sem diferencas entre pacientes e controles (p >
0,05) (Figura 34 C).

Avaliamos também a co-localizacdo de specks de NLRP3/ASC na
presenca de LPS, (a 3 e 24 horas) seguidos da adicdo de ATP, ou na presenca
de B-glucana (a 24 horas) comparado com a condicdo basal em ambos os
grupos, HIV e CS. Assim como observado para os niveis de IL-1 e caspase-1,
houve um aumento significativo do nimero de specks com a adicdo de ATP nos
monacitos estimulados com LPS por 3 horas apenas nos controles (LPS: 5+ 1
versus LPS+ATP: 9 + 1 specks/5 campos; p = 0,007) e ndo nos paciente HIV
(LPS: 5 £ 0,7 versus 5 + 1 specks/5 campos; p = 0,999) (Figura 34 A, D),
confirmando uma menor capacidade de ativacdo do NLRP3 inflamassoma nessa
condicdo. Ja a 24h, também na contagem da colocalizacdo de NLRP3 e ASC,
foi possivel observar uma inducéo significativa em todas as condi¢cdes quando
comparado ao basal (p < 0,05), e sem diferencas entre 0s grupos de pacientes
e controles (p > 0,05) (Figura 34 D).
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Figura 34. Formac&o desregulada de specks de NLRP3 e ASC em monacitos estimulados
de HIV.

Foram cultivados 2 x10° monécitos de controles saudaveis (n= 3) e pacientes HIV (n= 3) em
lAminas chamber slide a 37°C e 5% de CO: e tratados com 1 pg/mL de LPS por 3 e 24h, e 1ImM
de ATP por 15 minutos, ou 50 pg/mL de B-glucana por 24h. Em seguida, as células foram
permeabilizadas e marcadas para NLRP3 e/ou ASC para posterior analise por miscroscopia.
Em (A) é reportado o resultado de um ensaio representativo dos trés experimentos
independentes nas condi¢cdes LPS e LPS+ATP por 3 horas de CS e HIV. O painel de imagens
obtidas por um microscépio confocal com um aumento de 40x, mostrando a formacédo de
agregados de ASC (vermelho, Alexa-568) ou NLRP3 (verde, Alexa-488) no citosol. O corante
DAPI (Azul) foi usado como marcador de nicleo. As setas brancas apontam os specks. Em (B)
as contagens manuais dos specks de ASC ou (C) NLRP3 em 5 campos/imagem sao reportadas
em gréfico de barras como média + DP. Em (D) a contagem de co-localiza¢do de specks de
NLRP3+ASC+ em 5 campos/imagem é reportado em gréfico de barras como média + DP. O
teste de Friedman foi aplicado para comparar as condigbes LPS, LPS+ATP ou B-glucana em
relagdo ao NE; O teste de Mann-Whitney para comparar as condicdes LPS sem ATP versus
LPS+ATP ou entre os grupos CS e HIV.

* p < 0,05 para comparagodes entre LPS, LPS+ATP ou B-glucana em relacéo ao NE. #p < 0,05
para comparagoes entre LPS sem ATP versus LPS+ATP; ¢ p < 0,05 para comparacdes entre NE
HIV versus NE CS. NE: Nao Estimulado.
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Para confirmar a participacdo do NLRP3 na desregulacdo do
inflamassoma nos mondcitos dos pacientes HIV, replicamos o0s ensaios de
estimulacdo com LPS e B-glucana na presenca de 10 yM de MCC-950, um
inibidor especifico de NLRP3 (Coll et al., 2015). Além disso, 10 uM do inibidor de
amplo espectro do inflamassoma, partenolide/PTD, (Juliana et al., 2010) foi
utilizado como controle de inibicdo. As concentragdes dos inibidores foram
definidas baseado na literatura e de acordo com padronizagdo presente no
APENDICE F.

A seguir é reportado uma figura ilustrativa da atuacéo dos inibidores nos

mondcitos humanos (Figura 35).
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Figura 35. Acéo dos inibidores do inflamassoma nos mondécitos humanos.

llustragdo dos mecanismos de ativagéo classica e alternativa do NLRP3 (Gattorno et al., 2007;
Gurung et al., 2008), assim como a a¢éo dos inibidores MCC950 e Partenolide nos mondcitos
humanos estimulados com LPS, ATP e -glucana flngica. A incubacéo prévia com MCC950 leva
a inibicao especifica do NLRP3 através da ligacdo direta da molécula de MCC950 ao NLRP3,
prevenindo a oligomerizacdo do complexo (Coll et al., 2015). Ja o partenolide atua inibindo a
quinase IkB e consequentemente o NF-kB, além de promover uma inibicdo direta da caspase-1,
através da alquilagdo de residuos de cisteina da subunidade p20 da caspase (Juliana et al.,
2010), em conjunto levando a uma ampla inibicdo da ativacdo do complexo.

Fonte: Proprio autor (Leal VNC, 2021).

O MCC-950 inibiu significativamente a producéo de IL-18 em mondcitos
de CS tratados com LPS mais ATP a 3 horas (p < 0,05) e a 24 horas (p < 0,05)

(Figura 36 A) (57% e 45% de inibicao, respectivamente), assim como as células
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tratadas com B-glucana (p < 0,05) (Figura 36 A) (68% de inibigcdo). No grupo
HIV, o MCC-950 reduziu também de modo significativo (p < 0,05) a producédo de
IL-18 em todas as condicbes com ATP e na estimulagdo com [(B-glucana (LPS
3h+ATP: 35%, LPS 24h+ATP: 25% e B-glucana: 70% de inibi¢cdo (Figura 36 B)).

Como esperado o PTD, por sua vez, inibiu por volta de 90% da producéao
de IL-1B em todas as condigdes, e sem diferengas significativas entre os grupos

e pacientes e controles (p > 0,05) (Figura 36 A, B).
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Figura 36. Inibicdo diferencial da ativagcdo do NLRP3 inflamassoma em mondcitos de
pacientes HIV.

Mondcitos de controles saudaveis (CS: n = 10) (A) ou pacientes infectados pelo HIV (HIV: n = 5)
(B) foram pré-tratados com 10 yM de MCC-950 (MCC) ou 10 uM de partenolide (PTD), e entao
estimulados com 1 pg/ml de LPS por 3 ou 24 horas e 1 mM de ATP por 15 minutos ou 50 pg/ml
de B-glucana por 24 h, e mantidos a 37°C e 5% CO2. A concentrac¢éo de IL-1B foi mensurada
nos sobrenadantes. O teste de Friedman foi aplicado para comparar as condi¢cdes entre os
grupos (*p < 0,05) ativado sem inibidor versus ativado com inibidor). NE: N&o estimulado.
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Em conjunto esses dados apontam para a uma ativagéo diferencial do
NLRP3 inflamassoma frente a estimulacédo com LPS e LPS+ATP indicando que,
assim como reportado por Reis et al., (2019) em células dendriticas, nos
mondcitos de pacientes cronicamente infectados pelo HIV-1, possa haver um
defeito especifico da ativacdo do NLRP3, podendo contribuir para a inflamacéo
cronica e afetar o perfil de responsividade a diferentes patdgenos e/ou

imunizacao.

5.5 Hiperativacao do inflamassoma em linfécitos T CD4+ de pacientes HIV
tratados

Até a publicacdo do trabalho de Arbore et al., (2016), ndo existiam
evidéncias de ativacdo do NLRP3 inflamassoma e liberacdo de IL-1B pelos
linfocitos T CD4+.

Em pacientes HIV, havia apenas sido reportado nos linfocitos T CD4+ a
ativacdo da caspase-1 e inducdo da piroptose pelo receptor de DNA IFI16
(Monroe et al., 2014). Levando em consideracao a evidéncia de uma ativacao
basal do inflamassoma nos linfocitos T CD4+ dos pacientes HIV (Figura 26),
decidimos avaliar o comportamento do complexo nas células ativadas.

Portanto, linfécitos T CD4+ isolados de pacientes HIV e controles foram
estimulados com 5 pg/mL de anti-CD3 e 2 pg/mL de anti-CD28 por 72 horas. Em
seguida foram analisados a producédo de citocinas, a clivagem de caspase-1 e a
formacao de specks. Além disso, foi avaliado, em paralelo, o perfil de expresséo
génica a 3 horas de estimulacao.

Foi possivel observar que, a ativacdo com os anticorpos monoclonais,
levou a uma inducdo significativa da expressdo de NLRP3 e IL1B comparado
com o basal (p < 0,05), porém sem diferencas entre os grupos de pacientes e

controles (Figura 37).
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Figura 37. Inducao da expressédo dos genes do NLRP3 inflamassoma em linfécitos T CD4+
ativados com anti-CD3 e anti-CD28.

Linfécitos T CD4+ isolados de pacientes infectados pelo HIV (n = 5) ou controles saudaveis (n =
6) foram estimuladas com 5 pg/ml de Anti-CD3 e 2 pg/ml de anti-CD28 por 3 horas. O RNA foi
isolado de cada amostra e analisado para a expressao dos genes NLRP3, CASP1, IL1B, IL18,
P2X7R e CARDS8 por qPCR. A modulagdo da expressao nos linfocitos T CD4+ estimulados, foi
reportada como Fold-change (FC). Os dados séo representados como média dos valores de log
(FC) * erro padréo.

O teste 1" multiplo foi aplicado para comparar os valores de FC entre os grupos CS e HIV (*: p <
0,05). nd: ndo detectado.

Os linfocitos T CD4+ responderam ao estimulo aumentando
significativamente a producao de IL-1 em relagdo ao basal em ambos os grupos
HIV (p = 0,01) e CS (p = 0,003) (Figura 38 A). Para a citocina IL-18, foram
observados niveis baixos ou até mesmo indetectaveis em algumas amostras
analisadas (Figura 38 B).

Quando comparamos 0s grupos de pacientes e controles, foi possivel
observar que os linfocitos de pacientes produziram mais IL-1B (82,45 + 32,80
pg/mL) comparados aos controles (22,70 + 12,88 pg/mL; p = 0,0002) (Figura 38
A), frente a estimulacdo. Além disso, a utilizacdo dos anticorpos monoclonais
(aCD3aCD28) ativou os linfocitos de forma geral, como pode ser observado pela
inducado da producédo do TNF-a comparado ao basal em ambos os grupos (p <
0,001), sem diferencas significativas entre pacientes e controles (Figura 38 C).

A estimulacdo levou também a uma maior ativacdo de caspase-1l
comparado com o basal em ambos os grupos (Figura 38 E). A porcentagem de
linfocitos T CD4+ estimulados com a caspase-1 ativa resultou maior nos
pacientes HIV (18,96 + 8,36 % CD3+CD4+FAM-FLICA+) em comparagcao aos
CS (4,83 + 2,45% CD3+CD4+FAM-FLICA+; p = 0,048) (Figura 38 D, E).
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Ja em relagdo a viabilidade celular, a liberacdo de LDH foi aumentada
frente a estimulacao (HIV: p < 0,001; CS: p=0,001) e se manteve entre 30 e 40
% em relacdo ao controle positivo, porém sem diferenca entre os dois grupos (p
> 0,05). (Figura 38 F).
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Figura 38. Hiperativagdo do inflamassoma nos linfécitos T CD4+ ativados de pacientes HIV
tratados.

Linfécitos T CD4+ foram purificados de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de
controles saudaveis e pacientes HIV e cultivadas em RPMI-1640 com 10% de SFB por 72 horas
na presenca de 5 pg/mL de anti-CD3 e 2 pg/mL de anti-CD28. Foram dosados (A) IL-18, (B) IL-
18 e (C)TNF-a no sobrenadante de cultura de CS (n =15) e HIV (n = 15) por ELISA; medido os
niveis de caspase-1 ativa CS (n=4) e HIV (n=4) por marcacgdo com o kit FAM-FLICA e deteccao
por citometria de fluxo, sendo apresentado (D) tanto um experimento exemplificativo da analise
por citometria de uma amostra de CS e HIV ativada com aCD3 aCD28, representando os dados
como porcentagem de células CD3+CD4+FAM-FLICA+ dentro do gate de células vivas
(LIVE/DEAD low) na forma de zebra plot (E) quanto a média dos 4 experimentos independentes
em gréfico de barras nas condi¢bes basal e ativada; (F) Foi avaliado a taxa de morte celular
através da dosagem da liberacédo de lactato desidrogenase (LDH) no sobrenadante de cultura
de CS (n=5) e HIV (n=5) com representacdo em porcentagem em relagdo ao controle positivo
(Triton, 100% de lise celular). Teste de Friedman foi aplicado para comparar as condi¢cdes nao
estimulados e estimulados; o teste de Mann-Whitney para comparar as condi¢cdes entre os
grupos HIV e CS. * p < 0,05 para comparagdes entre NE e a-CD3 + a-CD28; # p < 0,05 para
comparacdes entre HIV e CS



131

Ap6s marcacdo e ensaio de imunofluorescéncia, foi possivel observar
gue, assim como observado para IL-1[3 e caspase-1, a ativagao induziu um maior
namero de specks de ASC (fluorescéncia vermelha) comparado com o basal
tanto nos HIV que nos CS (p < 0,05). Além disso, o0 niumero de specks de ASC
induzidos resultou significativamente maior no grupo de pacientes comparado
com os controles (p = 0,041) (Figura 39 A, B). A ativagcao levou também a um
aumento na contagem de specks de NLRP3 (fluorescéncia verde) em ambos os
grupos (Figura 39 A, B), entretanto, ndo houve diferencas significativas no
namero de specks NLRP3+ entre os grupos de pacientes e controles. (Figura
39 A, B) (p>0,05). De forma similar, quando avaliado a co-localizacdo de NLRP3
e ASC, foi possivel observar uma inducéo significativa dos specks NLRP3+ASC+
em ambos os grupos em relacdo a condicdo basal (p<0,05), porém sem

diferencas quando comparados pacientes e controles (p>0,05) (Figura 39 A, C).
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Figura 39. Aumento da formac&o de specks de ASC em linfocitos T CD4+ de pacientes HIV
em resposta a ativagao.

Foram cultivados 2 x10° linfécitos T CD4+ isolados de controles saudaveis (n = 3) e pacientes
HIV (n = 3) por 72 horas em [aminas chamber slide, a 37°C e 5% de COz2, na presenca de 5
pg/mL de anti-CD3 e 2 pug/mL de anti CD28. Em seguida, as células foram permeabilizadas e
marcadas para NLRP3 e ASC para posterior analise por miscroscopia. Em (A) é reportado o
resultado de um ensaio representativo dos trés experimentos independentes nos linfécitos T
CD4+ ativados com aCD3aCD28 por 72 horas de 1 CS e 1 HIV. O painel de imagens obtidas
por um microscépio confocal com um aumento de 40x, mostrando a formacgéo de agregados de
ASC (vermelho, Alexa-568) ou NLRP3 (verde, Alexa-488) no citosol. O corante DAPI (Azul) foi
usado como marcador de nlcleo. As setas brancas apontam os specks. Em (B) as contagens
manuais dos specks de NLRP3 ou ASC em 5 campos/imagem sao reportadas em grafico de
barras como média + DP. Em (C) a contagem de co-localizacédo de specks de NLRP3+ASC+ em
5 campos/imagem é reportado em grafico de barras como média + DP. Teste de Friedman foi
aplicado para comparar as condi¢des ndo estimulados e estimulados; o teste de Mann-Whitney
para comparar as condi¢des entre os grupos HIV e CS

* p < 0,05 para comparagoes entre NE e a-CD3 + a-CD28; # p < 0,05 para comparacdes entre
HIV e CS
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Buscando melhor investigar o envolvimento do NLRP3 na desregulacao
observada na ativagéo do inflamassoma nos linfocitos T CD4+ de pacientes HIV,
replicamos o ensaio de ativagdo na presenca de 10 uyM de MCC-950. O
partenolide/PTD também foi utilizado como controle positivo de inibicdo. As
concentragdes dos inibidores foram definidas baseado na literatura (Bruchard et
al., 2015; Arbore et al., 2016).

A seguir € reportado uma figura ilustrativa da atuacédo dos inibidores nos
linfocitos T CD4+ humanos (Figura 40).

L 1
A box
MCC950
v

STATS PTD PEBRE s, —»\ / -
NFAT V - "o __ g

\Z Caspase-1 ASC /~ \
/

LaN ANV IANYE AN YN Y LNV YENYINY NN\,

Figura 40. Acéo dos inibidores do inflamassoma nos linfécitos T CD4+ humanos.
llustracdo sobre os mecanismos propostos para ativacdo do NLRP3 em linfécitos T CD4+
humanos ativados com anti-CD3 e anti-CD28 (Arbore et al., 2016; Bruchard et al., 2015), assim
como a acéo dos inibidores MCC950 e Partenolide. A incubacdo prévia com MCC950 leva a
inibicdo especifica do NLRP3 através da ligac@o direta da molécula de MCC950 ao NLRP3,
prevenindo a oligomerizacdo do complexo (Coll et al., 2015). Ja o partenolide atua inibindo a
quinase |IkB e consequentemente o NF-kB, além de promover uma inibicdo direta da caspase-1,
através da alquilagcdo de residuos de cisteina da subunidade p20 da caspase (Juliana et al.,
2010), em conjunto levando a uma ampla inibicdo da ativacdo do complexo.

O MCC-950 inibiu significativamente a producéo de IL-13 nos linfécitos de
pacientes (47 % de inibicao) (Figura 41 A) e controles (38% de inibi¢do) (Figura
41 B). Como esperado, o PTD praticamente zerou a producdo da citocina
(Figura 41 A, B).
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Figura 41. Inibicdo da ativagdo do NLRP3 inflamassoma em linfécitos T CD4+ de pacientes
e controles.

Linfécitos T CD4+ de pacientes infectados pelo HIV (HIV n = 9) (A) e de controles saudaveis
(CS: n =7) (B), foram pré-tratados com 10 yM de MCC-950 (MCC) por 1 hora ou 10 uM de
partenolide (PTD) por 15 minutos, e entdo ativados com 5 ug/ml de anti-CD3 e 2 ug/ml de anti-
CD28 por 72 horas, a 37°C e 5% CO2. A concentracdo de IL-1B foi mensurada nos
sobrenadantes por Elisa. O teste de Friedman foi aplicado para comparar as condi¢cdes entre 0s
grupos (*p<0,05: ativado sem inibidor versus ativado com inibidor). NE: N&o estimulado.

Em conjunto, esses dados demonstram que os linfocitos T CD4+ de
pacientes cronicamente infectados pelo HIV, apesar de apresentarem uma
ativacao constitutiva aumentada do inflamassoma comparado com os controles,
guando ativados se comportam de maneira diferente dos mondcitos, induzindo
uma maior clivagem da caspase-1 e liberacdo de IL-1B8, que sdo em parte
dependentes de NLRP3.

Durante a elaboracao desse projeto, foi reportado também que o NLRP3
poderia atuar de forma inflamassoma independente como co-fator de transcricéo
em conjunto com a proteina IRF4 para inducédo de uma polarizacéo de linfécitos
T CD4+ para um perfil Th2 (Bruchard et al., 2015). Considerando que um
desbalanco da polarizacdo para um perfil Th2 foi associada com um pior
prognostico no contexto da infeccdo pelo HIV (Becker et al., 2004), buscamos
também avaliar se o NLRP3 poderia estar desempenhando esse papel
alternativo em linfocitos T CD4+ de pacientes cronicamente infectados pelo HIV.

Portanto, avaliamos o perfil de polarizacdo dos linfécitos T CD4+ isolados de
9 pacientes e 9 controles, através da analise da expressdo dos genes
caracteristicos do perfil Thl (TBET) e Th2 (GATAS3, IL4), e da producdo das
citocinas IFN-y e IL-4.
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A expressao dos genes avaliados néo resultou diferente entre os grupos,
tanto nas células ndo estimuladas (Figura 42 A), quanto nas estimuladas com
anti-CD3 e anti-CD28 por 24 horas (Figura 42 B) (p > 0,05).
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Figura 42. Expressdo dos genes envolvidos na polarizacdo Th2 é similar em linfécitos T
CD4+, de controles saudéaveis (CS) e pacientes infectados pelo HIV (HIV).

(A) Expresséo génica basal de TBET, GATA3 e IL4 em linfécitos T CD4+ de CS (n=3) e HIV (n
= 3) normalizada por HPRT (ACt). Os dados foram representados por unidades arbitrarias (UA)
calculado a partir do log(22%!). As diferengas foram avaliadas por Mdltiplo teste “t”. *: p<0.05. (B)
Linfécitos T CD4+ isolados de pacientes infectados pelo HIV (n = 3) ou controles saudaveis (n =
3) foram ativados com 5 pg/ml de anti-CD3 seguidos de 2 ug/ml de anti-CD28. O RNA foi isolado
de cada amostra apds 24h de ativagéo e analisado para a expressao dos genes TBET, GATA3,
IL4 por gqPCR. A modulag¢éo da expressédo nos linfécitos T CD4+ ativados foi calculada como
Fold-change (FC) e reportada no grafico como log (FC). Valores de FC sao comparados entre
CS e HIV e os dados sao representados como média (FC) + erro padrao.

O teste “t” multiplo seguido pelo-pds teste de Bonferroni foi aplicado para comparar a expressao
relativa de cada gene entre os grupos (*: p<0,05).

Em relacdo a dosagem de citocinas, a porcentagem de linfécitos T CD4+
produtoras de IFN-y foi maior nos pacientes HIV (5,40 + 2,93 % de células T
CD3+CD4+ IFN-y+) que no grupo controle (1,09 + 1,22 % de células T
CD3+CD4+ IFN-y+; p = 0,03). N&o foi possivel observar diferencas significativas
guanto aos niveis de IL-4 quando comparados 0s grupos de pacientes e
controles (HIV: 0,15 + 0,17 % de células T CD3+CD4+ IL-4+; CS:0,23 £ 0,21 %
de células T CD3+CD4+ IL-4+; p=0,58) (Figura 43).
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Figura 43. Producao constitutiva aumentada de IFN-y em linfécitos T CD4+ de pacientes
HIV.

1x108 linfocitos T CD4+ purificados de pacientes HIV (n = 6) e CS (n = 9) foram mantidos em
cultura em meio RPMI, 10 % SFB, por 72h e em seguida as células foram coletadas para
realizacdo de marcacdo para moléculas de superficie (CD3/CD4) e marcacao intracelular
(LIVE/DEAD, IL-4 e IFN-y) com anticorpos monoclonais especificos. Apds marcacao, as células
foram avaliadas por citometria de fluxo com aquisicdo minima de 10 mil eventos dentro dos gates
caracteristicos de células CD3+CD4+ Vivas (LIVE/DEAD low).

S&o apresentados os resultados de um experimento representativo de CS e HIV, reportando a
% de células CD3+CD4+ IFN-y+ ou IL-4+ dentro do gate de células vivas na forma de zebraplot,
ou em gréafico de barras como média + desvio padrdo (DP) de todos os experimentos
independentes. O teste estatistico Mann-Whitney foi aplicado para comparar os grupos HIV e
CS. Diferencgas p < 0,05 foram estatisticamente significativas (*).

Nos linfocitos estimulados, observamos uma inducao significativa de IFN-
Y, sendo maior no grupo de pacientes (23,33 £ 7,95 % de células T CD3+CDA4+
IFN-y+) em comparagéo aos controles (8,85 + 1,87 % de células T CD3+CD4+
IFN-y+; p = 0,03). Nao foi possivel observar uma inducédo significativa da
producdo de IL-4 e, assim como nas células na condicdo basal, ndo houve
diferencas entre os grupos de pacientes (0,39 + 0,53 % de células T CD3+CD4+
IL4+) e controles (0,44 + 0,21 % de células T CD3+CD4+IL4+; p > 0,05) (Figura
44).
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Figura 44. Ativacdo com anti-CD3 e anti-CD28 induz maior producéo de IFN-y em linfécitos
T CD4+ de pacientes HIV. 1x108 linfécitos T CD4+ purificados de pacientes HIV (n = 6) e CS (n
= 9) foram mantidos em cultura em meio RPMI, 10 %SFB, na presenca de 5ug/mL de anti-CD3
e 2ug/mL de anti-CD28, por 72h e em seguida as células foram coletadas para realizacdo de
marcacao para moléculas de superficie (CD3/CD4) e marcacéo intracelular (LIVE/DEAD, IL-4 e
IFN-y) com anticorpos monoclonais especificos. Apds marcacgao, as células foram avaliadas por
citometria de fluxo com aquisicdo minima de 10 mil eventos dentro dos gates caracteristicos de
células CD3+CD4+ Vivas (Live/Dead low).

S&do apresentados os resultados de um experimento representativo de CS e HIV, reportando a
% de células CD3+CD4+ IFN-y+ ou IL4+ dentro do gate de células vivas ativadas na forma de
zebraplot, ou em grafico de barras como média + desvio padrédo (DP) de todos os experimentos
independentes. O teste estatistico Mann-Whitney foi aplicado para comparar os grupos HIV e
CS. Diferencgas p < 0,05 foram estatisticamente significativas (*).

Em conjunto, esses resultados ndo suportam a hipotese de uma maior
polarizacdo Th2 nos linfécitos T CD4+ do grupo de pacientes infectados pelo HIV
analisados. Desta forma, descartamos também a possibilidade que uma maior
ativacdo do NLRP3 nos pacientes possa estar relacionada a funcéo

inflamassoma-independente sugerida por Bruchard e et al., (2015).
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De fato, quando avaliamos a localizacdo da proteina NLRP3 em relagéo
ao nucleo ou citoplasma, através da marcacdo de NLRP3 e visualizagédo por
ensaio de imunofluorescéncia, nao foi possivel observar uma localizagdo nuclear
do NLRP3 tanto nas células ndo estimuladas (NE) quanto nas células ativadas
(a-CD3/a-CD28) em ambos os grupos (CS ou HIV) (Figura 45).

CS HIV

a-CD3a-CD28

Figura 45. O NLRP3 é localizado no citoplasma dos linfécitos T CD4+ de pacientes HIV e
controles.

Foram cultivados 2 x10° linfocitos T CD4+ de controles saudaveis (n = 3) e pacientes HIV (n =
3) por 72 horas em laminas chamber slide a 37°C e 5% de CO2, na presenca ou ndo de 5 pg/mL
de anti-CD3 e 2 ug/mL de anti-CD28. Em seguida, as células foram permeabilizadas e marcadas
para NLRP3 para posterior analise por miscroscopia. O painel de imagens obtidas por um
microscépio confocal com um aumento de 63X, representativas de um experimento, mostrando
a localizacdo de NLRP3 no citoplasma (verde, Alexa-488). DAPI foi usado com marcador de
nacleo (azul).

5.6 Hiperativacdo do NLRP3 inflamassoma em linfécitos B de pacientes HIV

tratados

Os nossos dados apresentados nas secfes anteriores, apontam para
uma possivel contribuicdo ndo somente dos mondcitos, mas também dos
linfocitos, na desregulacéo da ativacdo do inflamassoma observado nos PBMC
dos pacientes HIV. Entretanto, os dados obtidos nos experimentos com 0S
linfocitos T CD4+, ndo apontaram um papel direto do NLRP3 na desregulacao

da ativacao do inflamassoma nessa subpopulacéo celular.
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Considerando que ja foi demonstrado previamente a ativacdo do
complexo NLRP3 inflamassoma diretamente nos linfécitos B humanos (Ali et al.,
2017), além dos nossos dados apresentados anteriormente na condi¢cdo basal
(Figura 28, 29), levantamos a hipétese que também nas células estimuladas
poderia ocorrer uma ativacao diferencial do NLRP3 nos linfocitos B no contexto
da infeccéo pelo HIV.

Nesse sentido, linfocitos B isolados de pacientes HIV e controles foram
estimulados com 1 ug/mL de LPS, 200 pg/mL de B-glucana ou 1 pg/mL de CpG
por 24 horas. Em seguida foram avaliadas também a producgédo de citocinas, a
clivagem de caspase-1 e a formacéo de specks. Além disso, foi analisado em
paralelo o perfil de expressao génica a 3 horas de estimulagéo.

Foi possivel observar que, a ativacdo com LPS por 3 horas, levou a uma
indugéo significativa da expresséo de IL1B no grupo HIV comparada com o basal
(Figura 46 A), porém sem diferenca significativa entre os grupos de pacientes e
controles. A estimulagdo com -glucana levou a uma inducéo significativa da
expressao de NLRP3 e IL1B comparada com o basal somente no grupo HIV (p
< 0,05) (Figura 46 B).

Considerando a expressao diferencial o NLRP3 e IL1B nos linfocitos B de
pacientes HIV frente a estimulagdo com a B-glucana, realizamos também uma
analise de correlacdo da expressao de ambos 0s genes, sendo observado uma

correlacao positiva significativa (r = 0,45; p = 0,035) (Figura 46 C).

-Gl
[ = et:]
- HY

- LPS gan py
= cSs
- HY

nd nd

Fold Change {Leg)
L=

Fold Change (Log)
1

\*& o



140

C
e Spearman = 0,45
p=0035
v
1.0 v
bl -
€05 4 v
g /
v
v A
I v 1 1 1
E 1 2 3
o054 18

Figura 46. Inducédo da expressédo dos genes do NLRP3 inflamassoma em linfécitos B de
pacientes HIV ativados com LPS ou B-glucana.

Linfécitos B CD19+ isolados de pacientes infectados pelo HIV (n = 9) ou controles saudaveis (n
= 6) foram estimulados com 1 ug/ml de LPS ou 200 ug/ml de p-glucana por 3 horas. O RNA foi
isolado de cada amostra e analisado para a expressao dos genes NLRP3, CASP1, IL1B, IL18,
P2X7R e CARDS8 por gPCR. GAPDH foi usado como gene enddgeno para a normalizacdo dos
dados brutos (ACt). A modulacao da expressao nos linfocitos B estimulados com (A) LPS ou (B)
B-glucana foi calculada como 2724¢t (Fold-change, FC). Valores de FC s&o comparados entre CS
e HIV e os dados séo representados como média (FC) * erro padrdo. O teste “t” multiplo foi
aplicado para comparar a expressao relativa entre os grupos (*: p < 0,05). (C) Correlacdo de
Spearman foi realizada para comparar a expressao de NLRP3 e IL1B de linfocitos B do grupo
HIV estimulados com 3-glucana.

Os linfécitos B  responderam aos estimulos aumentando
significativamente a producao de IL-13, comparado com o basal, em ambos os
grupos (p < 0,05) (Figura 47 A). Para a citocina IL-18, assim como nos linfocitos
T CD4+, foram observados niveis baixos ou indetectaveis na maioria das
amostras analisadas (Figura 47 B).

Os linfocitos CD19+ de pacientes HIV produziram mais IL-18 frente a
estimulacdo com LPS (221,3 £ 61,92 pg/mL) que os controles (127,1 + 59,62
pg/mL; p = 0,005) e ainda mais em resposta a $-glucana (329,2 + 85,97 versus
211,2£97,0; p=0,007) (Figura 47 A). Como esperado, a estimulacdo com CpG
nao levou a uma inducao significativa de IL-18 em nenhum dos grupos (Figura
47 A).

Os linfécitos B CD19+ responderam a LPS e B-glucana com producéo
significativa de TNF-a (Figura 47 C) e IL-6 (Figura 47 D). Entretanto, ndo
observamos diferencas significativas entre os grupos de pacientes e controles
(p>0,05). O CpG foi o0 Unico estimulo capaz de levar a uma inducgéo significativa
de IL-10 comparado com a condicdo basal (p < 0,05), mas sem diferencas entre

0s grupos de pacientes e controles (p>0,05) (Figura 47 E).
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Figura 47. Maior inducéo de IL-1B por linfocitos B de pacientes HIV estimulados.
Linfécitos B foram purificados de controles saudaveis (CS = 19) e pacientes infectados pelo HIV

(HIV = 21) e estimulados com 1 ug/mL de LPS ou 200 ug/mL de B-glucana ou 1 pg/mL de CpG
por 24h. Foram coletados os sobrenadantes de cultura e dosado os niveis de (A) IL-1B (n = 19
CSe21HIV),(B)IL-18 (n=5CSe5HIV), (C)TNF-a(n=3CSe3HIV), D)IL-6(n=3CSe3
HIV) e (E) IL-10 (n = 3 CS e 3 HIV) por Elisa. Todos os dados sdo representados como média
+desvio padrdo (DP). Teste de Friedman foi aplicado para comparar as condigbes nao
estimulados e estimulados (* p < 0,05); o teste de Mann-Whitney para comparar as condi¢ces
entre os grupos HIV e CS # p < 0,05. NE: N&o Estimulado.

Em relac&o aos niveis de caspase-1 ativa, a estimulacdo com LPS, assim
como a B-glucana, levaram a uma inducéo significativa da clivagem da caspase-
1 em ambos os grupos (p < 0,05) e essa inducédo foi maior no grupo de pacientes
HIV que nos controles estimulados tanto com LPS (24,18 * 3,90 % de células
CD19+ FAM-FLICA+ versus 13,44 + 0,76 % de células CD19+ FAM-FLICA+; p
= 0,035) quanto com B-glucana (28,27 + 3,80 % células CD19+ FAM-FLICA+
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versus 14,72 = 1,27 % de células CD19+ FAM-FLICA+; p = 0,004) (Figura 48
A). A estimulacdo com CpG nao foi capaz de induzir de forma significativa uma
maior clivagem da caspase-1 em nenhum grupo (Figura 48 A).

A liberagédo de LDH foi significativamente induzida frente a estimulagéo
com LPS ou B-glucana em ambos os grupos (p < 0,001 para ambos estimulos),
porém se manteve em média abaixo de 30% e sem diferenca entre os grupos de
pacientes e controles. Além disso, a estimula¢cdo com CpG néo foi capaz de levar
a uma indugéo significativa de morte celular (Figura 48 B).
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Figura 48. Aumentada inducdo da clivagem da caspase-1 nos linfécitos B ativados de
pacientes cronicamente infectados pelo HIV.

Linfécitos B CD19+ foram purificados de controles saudaveis (CS = 6) e pacientes infectados
pelo HIV (HIV = 6) foram estimulados com 1 ug/mL de LPS, 200 ug/mL de B-glucana ou 1 pg/mL
de CpG por 24h. (A) Foi medido os niveis de caspase-1 ativa CS (n = 4) e HIV (n = 4) por
marcacdo com o kit FAM-FLICA e deteccdo por citometria de fluxo. Os dados foram
representados como porcentagem de linfécitos B CD19+FAM-FLICA+ dentro do gate de células
CD19+ vivas (LIVE/DEAD low) com um experimento representativo na forma de zebraplot e um
grafico de barras como média + desvio padrdo (DP) de todos os experimentos; (B) avaliado a
taxa de morte celular através da dosagem da liberacdo de LDH no sobrenadante de cultura de
CS (n=3) e HIV (n=3) com representacdo em porcentagem em relacdo ao controle positivo
(Triton, 100% de lise celular) em um gréfico de barras como média + desvio padréo (DP). Teste
de Friedman foi aplicado para comparar as condi¢des ndo estimulados e estimulados (* p < 0,05);
o teste de Mann-Whitney para comparar as condi¢des entre os grupos HIV e CS # p < 0,05.
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Em acordo com os dados de IL-13 e caspase-1, a estimulagdo com LPS
ou [B-glucana levou a um aumento na contagem de specks positivos para
marcacao com ASC e NLRP3 (colocalizados) nas células CD19+ em ambos os
grupos, HIV e CS (p < 0,05) (Figura 49 A, B). Quando comparamos 0S grupos,
observamos que a formacao de specks foi maior nos linfécitos dos pacientes que
nos controles, tanto na condicdo com LPS (9,6 £ 0,8 versus 6,0 £ 1,4 specks
NLRP3+ASC+/5 campos; p < 0,001), quanto com B-glucana (12,2 + 1,3 versus
7,2 £ 1,8 specks NLRP3+ASC+/5 campos; p < 0,001) (Figura 49 A, B).
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Figura 49. Aumentada formacgéo de specks de NLRP3/ASC em linfécitos B de pacientes
HIV estimulados com LPS e B-glucana.

Foram cultivados 2 x10° linfécitos B de controles saudaveis (n = 3) e pacientes HIV (n = 3) em
lAminas chamber slide a 37°C e 5% de CO: e tratados com 1 pg/mL de LPS por 24h ou 200
pg/mL de B-glucana por 24h. Em seguida, as células foram permeabilizadas e marcadas para
NLRP3 e ASC para posterior andlise por miscroscopia. (A) O painel de imagens obtidas por um
microscopio confocal com um aumento de 40x, representativas de um experimento, mostrando
a formacéo de agregados de NLRP3 e ASC no citoplasma. NLRP3 (verde, Alexa-488) e ASC
(vermelho, Alexa-568), colocaliza¢do (amarelo, NLRP3+ASC+). DAPI foi usado com marcador
de nudcleo (azul). (B) A contagem de specks de NLRP3/ASC séo representados como média *
desvio padrdo (DP). Teste de Mann-Whitney foi aplicado para comparar os grupos HIV e CS.
Diferencas p < 0,05 foram estatisticamente significativas; * p < 0,05 para comparacdes entre NE
e estimulos; # p < 0,05 para comparacdes entre HIV e CS. (C) A correlagdo de Spearman foi
realizada entre a contagem de specks de NLRP3/ASC e a dosagem de IL-1B em linfécitos B de
pacientes HIV e controles. NE: N&o estimulado.
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Foi realizada também uma analise de correlacdo para confirmar se a
formacdo dos agregados citosolicos estava relacionada a producao de IL-1pB.
Devido ao limitado tamanho amostral dos grupos (n = 3), e considerando que em
ambos 0s grupos a resposta aos estimulos leva a aumento da ativacdo do
inflamassoma, executamos a analise reunindo os dados das células HIV e CS.
Como pode ser observado na Figura 49 C, a contagem de specks de
NLRP3/ASC resultou positivamente correlacionada com os niveis de IL-1B (r:
0,73; p = 0,021), enfatizando que a montagem do complexo inflamassoma e a
consequente liberagcéo de IL-1B inclui a ativagdo do receptor NLRP3.

Através da utilizacdo do inibidor especifico do NLRP3, MCC-950, foi
avaliado o envolvimento direto do NLRP3 na ativacdo do inflamassoma nos
linfocitos B. Além do MCC, foi utilizado o inibidor especifico da tirosina quinase
de Bruton (BTK), envolvida na via de sinalizacdo do NLRP3 nos linfécitos B. As
concentragdes dos inibidores foram definidas baseado na literatura e de acordo
com padronizacéo presente no APENDICE G.

A seguir é reportado uma figura ilustrativa da atuag&o dos inibidores nos

linfocitos B CD19+ humanos (Figura 50).
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Figura 50. Acdo dos inibidores do inflamassoma nos linfécitos B CD19+ humanos.
llustragdo sobre 0s mecanismos propostos para ativagdo do NLRP3 em linfécitos B CD19+
humanos ativados com LPS, B-glucana ou CpG (Kumar et al., 2009; Ali et al., 2017), assim como
a acado dos inibidores MCC950 e CGI1746. A incubacdo prévia com MCC950 leva a inibicao
especifica do NLRP3 através da ligacéo direta da molécula de MCC950 ao NLRP3, prevenindo
a oligomerizagdo do complexo (Coll et al., 2015). Ja o CGI1746 atua inibindo a quinase Btk
através de uma ligacdo direta a enzima impedindo a autofosforilagdo e transfosforilagao
necesséria para a sua ativacdo (Di Paolo et al., 2011), e, consequentemente, afetando a sua
atividade na inducdo da montagem do complexo (Liu et al., 2017).
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O MCC-950 inibiu significativamente a producéo de IL-1f nos linfocitos B
de pacientes (Figura 51 A) e controles (Figura 51 B) estimulados com LPS (72
% e 71 % de inibigéo, respectivamente) e com 3-glucana (86 % e 72% de inibicdo
respectivamente) (p < 0,05).

O CGl por sua vez inibiu ainda mais a liberacdo da citocina em ambos os
grupos HIV (Figura 51 A) e CS (Figura 51 B) tanto na condi¢gdo com LPS (90 %
e 86 % de inibicdo respectivamente) que com [-glucana (89 % e 86 % de

inibicdo, respectivamente) (p < 0,05).
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Figura 51. Inibidores reduzem a producéo de IL-1B em linfécitos B ativados.

Linfécitos B de pacientes infectados pelo HIV (HIV; n = 5) (A) ou de controles saudaveis (CS; n
= 6) (B) foram pré-tratados com 10 yM de MCC-950 (MCC) ou 10 uM de CGI-1746 (CGl), e entédo
estimuladas com 1 pg/ml de LPS ou com 200 pg/ml de B-glucana por 24 horas. A concentracao
de IL-1B foi mensurada nos sobrenadantes de cultura por ELISA. Os dados sao representados
como média da concentracdo de citocina (pg/mL) + desvio padrdo (DP). O teste de Friedman foi
aplicado para comparar a condi¢do estimulada (LPS ou B-glucana) com as células tratadas com
inibidor (MCC ou CGI) em cada grupo (CS e HIV). Diferencas foram consideradas significativas
quando p < 0,05 (*).

Foi previamente reportado por Ali et al., (2017), que a estimulacdo de
linfécitos B com CpG foi capaz de induzir a producdo de IgM totais de forma
dependente (embora ndo totalmente elucidada) do NLRP3. Considerando os
nossos achados que evidenciam uma aumentada ativacdo do NLRP3
inflamassoma nos linfocitos B de pacientes HIV, levantamos a hip6tese que esta
condi¢do possa contribuir, pelo menos em parte, na ja conhecida alteracao da
resposta humoral de pacientes cronicamente infectados pelo HIV (Levesque et
al., 2009). Para investigar a nossa hipotese, realizamos a dosagem de IgM totais

no sobrenadante de cultura de linfécitos B estimulados com LPS, B-glucana e
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CpG nas mesmas condi¢Bes experimentais do ensaio anterior, porém apoés 72
horas de cultura, de acordo com Ali et al., (2017).

Como esperado, apenas o CpG, mas nao o LPS ou a B-glucana, foi capaz
de induzir uma producdo significativa de IgM nos linfocitos B de ambos os
grupos, CS e HIV (p < 0,05) (Figura 52 A), entretanto, os niveis de IgM foram
maiores no grupo de pacientes comparado aos controles (652,1 + 389,9 ng/mL
versus 197,0 £ 66,47 ng/mL; p = 0,004) (Figura 52 A).

Esse dado evidencia que tanto a producao de IL-1B (induzida pelo LPS e
B-glucana) quanto a producao de IgM (induzida pelo CpG) estdo aumentados
nos linfécitos B de pacientes HIV.

No intuito de demonstrar que o NLRP3 esta atuando nas diversas vias de
sinalizacao, replicamos o ensaio de estimulacdo com CpG na presenca dos
inibidores MCC-950 e CGI-1746. Como pode ser observado na Figura 52 B, o
MCC-950 inibiu significativamente a produgéo de IgM em ambos os grupos HIV
e CS (65 % e 77% de inibicéo, respectivamente; p < 0,05). O CGl, por sua vez,
levou a uma inibicdo significativa e acima de 90% em ambos os grupos HIV e
CS (p < 0,05) (Figura 52 B).
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Figura 52. Inibidores reduzem a producéo de IgM em linfocitos B ativados.

Linfécitos B de controles saudaveis (CS; n = 6) ou pacientes infectados pelo HIV (HIV; n = 5)
foram estimuladas com (A) 1 yg/ml de LPS, 200 pg/ml de B-glucana ou 1 pug/ml CpG por 72
horas, ou (B) pré-tratados com 200 yM de MCC-950 (MCC) ou 10 uM de CGI-1746 (CGl), e
entéo estimulados com 1 pg/ml de CpG por 72 horas. A concentragdo de IgM foi mensurada nos
sobrenadantes de cultura por ELISA. Os dados séo representados como média da concentragcéo
de IgM (ng/mL) £ desvio padréo (DP). O teste de Friedman foi aplicado para comparar a condicao
estimulada (LPS, B-glucana ou CpG) com as células tratadas com inibidor (MCC ou CGI) em
cada grupo (CS e HIV). Diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05 (*).
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Em seguida realizamos uma analise de correlagdo entre a producao de
IL-18 e de IgM. Devido ao limitado tamanho amostral dos grupos (n=5,en =6
respectivamente), e considerando que em ambos 0S grupos a resposta aos
estimulos leva a aumento da ativacdo do inflamassoma, executamos a analise
reunindo os dados das células HIV e CS.

Como pode ser observado na Figura 53, a producdo de IgM resultou
positivamente correlacionada com os niveis de IL-18 (r: 0,60; p = 0,043),

enfatizando que existe uma via comum nessas respostas nos linfocitos B.
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Figura 53. A producédo de IL-1B e IgM esta correlacionada em linfécitos B ativados.

A correlacdo de Spearman foi realizada entre a dosagem de IL-1B e IgM em linfocitos B
estimulados com B-glucana. Os dados (em Log10 das dosagens) incluidos pertencem a ambos
os grupos HIV (n = 5) e CS (n = 6). Sdo reportados o coeficiente de Spearman r e 0 p-value da
andlise.

Em conjunto, esses dados demonstram pela primeira vez a hiperativacao
do inflamassoma nas células CD19+ do sangue periférico de pacientes HIV em
ART. Os linfécitos B circulantes de pacientes apresentam tanto um aumento de
ativacdo basal do complexo, quanto uma maior resposta a PAMPs, tais como
LPS e B-glucana, comparados com os controles.

A ativacdo do inflamassoma leva a maior producédo de IL-1B que pode
contribuir para a inflamacao cronica caracteristica desses pacientes. Assim
como ja descrito (Ali et al., 2017), os nossos achados apontam para o NLRP3
como o receptor envolvido na resposta a LPS e B-glucana nos linfécitos B.
Pacientes HIV aparentam ter uma maior expressao e ativacdo do NLRP3 nessas
células comparado com os controles. A producdo de IgM também resultou

aumentada nos linfocitos B dos pacientes, e levando em conta a correlacdo
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positiva dos niveis de imunoglobulinas com a concentracéo de IL-18, e o efeito
de inibidores especificos do NLRP3, sugerimos que uma maior ativacao do

NLRP3 inflamassoma também contribui para uma maior producao de IgM.

5.7 Efeito do background genético do inflamassoma na ativacdo do
complexo nos leucécitos de pacientes HIV

Os resultados do estudo de associacdo genética apontaram para
polimorfismos em dois genes, IL1B e NLRP3, como fatores de contribuicdo para
um estado clinico mais grave em pacientes cronicamente infectados pelo HIV.
Contudo, levando em conta o efeito funcional conhecido dos SNPs, os resultados
aparentavam ser contrastantes, sendo a variante IL1B rs16944 relacionada a um
aumento de IL-1B (Hall et al.,, 2004) associada a um pior progndéstico, e as
variantes do NLRP3, relacionadas a aumento da disponibilidade e/ou de ativacéo
do NLRP3 (Hitomi et al.,, 2009; Verma et al., 2012), associada a um melhor
guadro clinico. No intuito de explicar essa aparente contradicdo, levantamos a
hipotese que o efeito dos SNPs pudesse ser célula-especifico ou eventualmente
funcao-especifico, levando em conta fungbes inflamassoma independentes,
recentemente propostas para o NLRP3 (Bruchard et al., 2015).

Nas secOes anteriores demonstramos como leucdcitos circulantes de
pacientes HIV apresentam desregulacOes especificas do inflamassoma e em
alguns casos do NLRP3, em parte corroborando a nossa hipotese. Nesta ultima
parte do trabalho, realizamos a avaliacdo do efeito dos SNPs associados
(rs16944, rs10754558 e rs35829419) sobre o nivel de ativacdo dos leucdécitos
estudados. Portanto, foi realizado um ensaio genétipo-guiado com a ativacao do
inflamassoma nos monacitos, linfécitos T CD4+ e linfocitos B de pacientes HIV
frente aos estimulos descritos nas sec¢des anteriores.

Devido a baixa frequéncia do SNP rs35829419 C>A (MAF =5 %) nao
conseguimos realizar a andlise para este polimorfismo no grupo de pacientes.

Inicialmente apresentamos os dados sobre o efeito dos SNPs nos
monacitos de pacientes HIV estimulados com LPS por 3h ou 24h seguidos ou
nao da adicao de ATP por 15 minutos (conforme protocolo de ativacao descrito

na se¢do de Materiais e métodos).
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Inesperadamente, ndo observamos diferencas significativas na producgéo
de IL-1B8 em nenhuma das condi¢cdes de estimulacdo entre pacientes que
carregam ou ndo o SNP em NLRP3 rs10754558 (p>0,05) (Figura 54 A-D) assim
como para o0 SNP em IL1B rs16944 (p>0,05) (Figura 54 F-G) no modelo
dominante de heranca, sugerindo que, diferentemente dos doadores saudaveis
o qual a presenca dos SNPs afeta diretamente o nivel das citocinas (como
demonstrado previamente pelo nosso grupo; Dos Reis et al., 2019; Souza de
Lima et al., 2020), nos pacientes HIV o efeito dos SNPs pode ser camuflado pela

inflamacéao cronica.
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Figura 54. Efeito dos SNPs rs10754558 e rs16944 na producdo de IL-18 por mondcitos
CD14+ de pacientes HIV.

A producgao de IL1B pelos mondcitos CD14+ de pacientes HIV (n = 22) estimulados com 1 pg/mL
de LPS por 3h (A, E) seguidos da adi¢do de 1 mm de ATP por 15 minutos (B, F) ou com 1 pg/mL
de LPS por 24h (C, G) seguidos da adi¢cdo de 1 mm de ATP por 15 minutos (D, H) foi comparada
entre individuos carreadores dos SNPs: rs10754558 C>G (G/G+C/G, n = 7, versus C/C, n = 8)
ou rs16944 C>T (C/T+T/T, n = 8, versus C/C, n = 7). Os dados foram comparados com o teste
de Mann-Withney, e diferengas com p-value < 0,05 (*) foram consideradas significativas.

Para avaliar o efeito dos SNPs na ativacao do inflamassoma nos linfécitos
T CD4+, comparamos a producao de IL-1B3 apds estimulacdo com anti-CD3 e
anti-CD28 entre pacientes HIV agrupados pelo genétipo dos SNPs rs10754558
C>G e rs16944 C>T. Assim como nos mondcitos, ndo foi possivel observar um
efeito significativo tanto do SNP em NLRP3 (Figura 54 A) quanto do SNP em
IL1B (Figura 54 B) nos niveis de IL-1B produzidos pelos linfocitos T CD4+

ativados de pacientes HIV.
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Figura 55. Efeito dos SNPs rs16944 e rs10754558 na producéo de IL-1B por linfécitos T
CD4+ de pacientes HIV.

A producéo de IL1P pelos linfécitos T CD4+ de pacientes HIV (n = 10) estimulados com 2 pg/mL
de anti-CD3 e 5 ug/mL de anti-CD28 por 72 foi comparada entre individuos carreadores dos
SNPs: (A) rs10754558 C>G (G/G+C/G, n = 3, versus C/C, n = 5) ou (B) rs16944 C>T (C/T, n=
5, versus C/C, n = 3). Os dados foram comparados com o teste de Mann-Withney, e diferencas
com p-value < 0,05 (*) foram consideradas significativas.

Por fim, repetimos a analise com os linfocitos B de pacientes HIV (n = 9)
desafiados com LPS ou B-glucana. Como pode ser observado na Figura 56, os
linfocitos B de pacientes que carregam o alelo polimorfico rs10754558 G (C/G
ou G/G) produzem significativamente mais IL-1[ tanto frente a estimulacdo com
LPS (p =0,049) (Figura 56 A), quanto na estimulagdo com B-glucana (p = 0,045)
(Figura 56 B) quando comparados com os individuos que carregam o alelo
selvagem C em homozigose (C/C). Ja quando agrupado quanto aos carreadores
do alelo polimorfico rs16944 T (C/T ou T/T) produzem em meédia mais IL-13
frente a estimulacdo com LPS (Figura 56 C) ou com B-glucana (Figura 56 D)
guando comparados com os individuos que carregam o alelo selvagem C em
homozigose (C/C), entretanto essa diferenca ndo foi estatisticamente

significativa (p = 0,09 e p = 0,14 respectivamente).
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Figura 56. Efeito dos SNPs rs10754558 e rs16944 na producdo de IL-1B por linfécitos B
CD19+ de pacientes HIV.

A producgao de IL1 pelos linfocitos B CD19+ de pacientes HIV (n = 9) estimulados com 1 pg/mL
de LPS (A, C) ou 200 pg/mL (B, D) por 24h, foi comparada entre individuos carreadores dos
SNPs: rs10754558 C>G (G/G+C/G, n =5, versus C/C, n = 4) ou (B) rs16944 C>T (C/T+T/T, n =
5, versus C/C, n = 4). Os dados foram comparados com o teste de Mann-Withney, e diferencas
com p-value < 0,05 (*) foram consideradas significativas.

Esses achados demonstram que o efeito dos SNPs rs16944 e rs10754558
no nivel de ativacédo do inflamassoma e da liberacdo da IL-18 em leucécitos de
pacientes HIV varia de acordo com o tipo de célula, sendo que mondcitos e
linfocitos T CD4+ resultaram mais sensiveis a inflamacdo crénica que os
linfocitos B. Mas também nos linfocitos B, podemos observar um efeito
significativo apenas de uma das duas variantes, a rs10754558. Esta diferenca
no efeito dos SNPs pode em parte explicar o resultado discordante do estudo de
associacao genética.

Uma caracteristica bem conhecida nos pacientes HIV é a elevada
concentracéo plasmatica de IL-18 (Stylianou et al., 2003; Wiercinska-Drapalo et
al.,, 2004; Song et al., 2006), independente da ART. Contudo, a origem da

citocina ndo esta bem esclarecida. Os nossos dados mostram que nem
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mondcitos nem linfécitos circulantes podem estar contribuindo pelos niveis
plasmaticos da citocina em pacientes HIV, sendo as células estudadas
produtoras de baixas (ou até indetectaveis) quantidades de IL-18, mesmo na
presenca de estimulos (Figura 31, Figura 38 e Figura 47).

De fato, os pacientes recrutados pelo estudo também apresentam niveis
plasméaticos aumentados de IL-18 quando comparados aos controles (p = 0,005)
(APENDICE K). Quando comparamos o0s niveis da citocina baseado nos
genotipos dos SNPs rs10754558 e rs16944, observamos que a presenca do
SNP no gene NLRP3 (rs10754558) foi associada a uma maior concentragao
plasméatica em pacientes HIV (CG+GG: 232,3 + 39,9 pg/mL versus CC: 147,4 +
10,3; p =0,006) (Figura 57 A). Ja a presenca do SNP rs16944 no gene da IL1B,
como esperado, ndo afetou significativamente a concentracdo de IL-18

plasmatica no grupo de pacientes HIV (p > 0,05) (Figura 57 B).
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Figura 57. Efeito dos SNPs rs10754558 e rs16944 na concentragdo de IL-18 plasmética de

pacientes HIV.

A concentracdo de IL18 plasmatica de pacientes HIV (n = 12) foi comparada entre individuos
carreadores dos SNPs: rs10754558 C>G (G/G+C/G, n = 8, versus C/C, n = 3) ou (B) rs16944
C>T (C/T, n =4, versus C/C, n = 8). Os dados foram comparados com o teste de Mann-Withney,
e diferencas com p-value < 0,05 (*) foram consideradas significativas.

Esses resultados sugerem que o SNP em NLRP3 (rs10754558) possa
contribuir com a maior ativacdo do inflamassoma em outras células onde a
producéo de IL-18 seja relevante (por exemplo o epitélio) e/ou que essa variante
atue como locus de traco quantitativo (QTL, do inglés: Quantitative Trait Locus)

pela producao de IL-18.
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6. DISCUSSAO
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J& é amplamente reportado na literatura que pacientes infectados pelo
HIV-1 apresentam uma inflamag&o cronica, mesmo sob tratamento antirretroviral
eficaz (com carga viral indetectavel) (Deeks et al.,, 2013). Tal inflamacao foi
associada, pelo menos em parte, com uma desregulacdo da ativacdo do
inflamassoma (Song et al., 2006; Bandera et al., 2018; Leal et al., 2020), mas,
até o momento de elaboracado do presente trabalho, pouco se sabia sobre o perfil
de ativacdo do complexo de forma célula especifica e receptor especifico nos
pacientes. Além disso, havia uma escassez de estudos acerca da influéncia do
background genético do inflamassoma na ativacdo do complexo e condicdo
clinica dos pacientes HIV.

O nosso grupo foi o primeiro a sugerir um efeito de protecao do receptor
NLRP3 contra a infeccdo pelo HIV, através de estudos de associacdo genética
(Pontillo et al., 2010; Pontillo et al., 2012). Porém, néo existiam trabalhos no que
tange a influéncia da genética do NLRP3 nos individuos ja cronicamente
infectados com relacéo a condicao clinica e desenvolvimento de comorbidades.

A nossa coorte de estudo incluiu pacientes cronicamente infectados, sob
tratamento antirretroviral e com auséncia de sinais clinicos de Aids. Essa
caracteristica inviabilizou a investigacdo de um possivel efeito do inflamassoma
no estado clinico grave (ex. Aids).

Nessa coorte de pacientes foram disponibilizados dados referentes as
variaveis clinicas comumente investigadas nos estudos envolvendo pacientes
HIV (CVP e contagem de linfécitos T CD4+ e CD8+), mesmo que incompleto
para alguns individuos. Além disso, tivemos acesso ao tipo de tratamento
antirretroviral utilizado, e levando em conta que o inibidor nucleosideo da
transcriptase reversa, Abacavir, tem um potencial de ativacdo do NLRP3
inflamassoma (Toksoy et al.,, 2017), nenhum paciente que fazia uso desse
farmaco foi incluido nos estudos celulares.

Informacdes sobre a presenca de comorbidades né&o-Aids foram
necessarias para exclusao dos pacientes das coletas para os ensaios celulares,
e foram utilizadas para o estudo de associacdo genético da coorte como um
todo. Entretanto, os prontuarios nem sempre reportavam essa informacao, por
isso, 0 estudo genético das comorbidades foi realizado em um grupo menor de

pacientes.
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Ao longo do projeto, incluimos um grupo de 120 pacientes recrutados no
mesmo ambulatorio por um estudo anterior de resposta a vacina por HBV (Lara
etal., 2017), que resultou em dados interessantes quando analisado em conjunto
com os resultados obtidos nos experimentos com os linfécitos B.

Apesar das limitacOes reportadas, a coorte apresentou um tamanho
amostral suficiente para identificar associacdes significativas para as variaveis
estudadas com um valor de “power” de 0,85.

O estudo de associagcdo genética demonstrou um resultado significativo
da variante rs16944 C>T localizada na regido promotora do gene da IL1B (-551
C>T) e relacionada a um maior nivel de transcri¢cdo da citocina (Hall et al., 2014),
gue resultou em um fator de risco para um pior estado clinico dos pacientes HIV
(de acordo com menores niveis de linfocitos T CD4) e aumentado risco em
desenvolver algumas comorbidades (Autoimunidade, doencas cardiovasculares
e hepaticas).

A contribuicdo da IL-1p no processo de inflamacdo cronica ja € bem
conhecida (Appay, Kelleher, 2016), podendo afetar a capacidade dos pacientes
HIV em responder a outras infeccbes, bem como no desenvolvimento das
distintas comorbidades. Elevados niveis de IL-1B foram detectados em tecido
cerebral de pacientes com encefalite associada ao HIV (HIVE) (Zhao et al.,
2001), outra condicdo néo Aids associada a inflamacao cronica.

Essa variante (rs16944) foi previamente associada na literatura como fator
de risco para desenvolvimento de doencas inflamatérias como doencas
cardiovasculares (Fu et al., 2019), obesidade e doencas metabdlicas (de Moraes
Rodrigues et al., 2018), artrite reumatodide (Harrison et al., 2008; Dominguez-
Pérez etal., 2017) e lupus eritematoso sistémico (Parks et al., 2004). Além disso,
foi reportada uma associacdo com a gravidade da infeccéo por virus da influenza
A, por contribuir para a leucocitose e inflamacéo reportada nesses pacientes
(Keshavarz et al.,, 2019), e desenvolvimento de fibrose hepatica durante a
infeccdo por HBV (Wu et al., 2018), corroborando um efeito importante desse
SNP quanto a ativacdo imune e perfil de resposta a condicdes inflamatérias
crbnicas ou agudas.

Os dados que obtivemos através da analise de subpopulacées de PBMC
apontam para um efeito da variante em linfocitos B de pacientes HIV, apesar que

uma maior producédo de IL-1B basal e induzida foi observada nao somente nos
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linfocitos B, mas também nos linfocitos T CD4+ e mondcitos. E importante
ressaltar que este estudo demonstrou pela primeira vez que também os linfocitos
T CD4+ e linfoécitos B podem ser importantes fontes de IL-18 dentre as
populacdes com ativacao constitutiva aumentada nos PBMC de pacientes HIV.

Em relacédo a IL-18, foi previamente reportado em literatura que variantes
gue levam a menores niveis dessa citocina plasméatica sdo associadas a um
melhor prognéstico para infeccdo pelo HIV (Andrade-Santos et al., 2019).
Entretanto, os nossos dados ndo resultaram em uma associagao significativa
das variantes no gene da IL18 (rs1834481 e rs5744256) com as variaveis
clinicas avaliadas nos pacientes tratados. Porém, ndo podemos descartar um
possivel efeito dessas variantes em outro momento da infecgdo, como nos
pacientes na auséncia de tratamento, em etapas mais iniciais da infeccao,
conforme amplamente discutido no nosso artigo publicado em APENDICE |.

Curiosamente, nenhum dos leucdcitos estudados dos pacientes tratados
produzem niveis significativos dessa citocina, sugerindo que a sua producao
possa estar acontecendo em outros leucocitos circulantes (neutrofilos
(Robertson et al., 2006)) ou plaquetas (Allam et al., 2012). Vale destacar que as
plaquetas foram descritas como principal fonte de IL-18 na circulacéo (Allam et
al., 2012), as quais apresentam um fendtipo de ativacdo aumentado durante a
infeccdo pelo HIV (Mayne et al., 2012). Além disso, ja foi previamente reportado
a producéo de IL-18 por células ndo estritamente relacionadas ao componente
imunoldgico, como as células epiteliais intestinais (Okazawa et al., 2004), ou no
endotélio (Liu et al., 2020). Especificamente nas células endoteliais, a producdo
de IL-18 foi apontada por afetar as células T, levando a sua expansao, assim
como a resposta humoral de células B no contexto de lesdes isquémicas de
reperfusdo (Liu et al., 2020). Como ja mencionado, o epitélio intestinal dos
pacientes HIV apresenta inflamacéo e dano tecidual que poderia estar associada
diretamente a uma liberacéo desregulada da IL-18.

Contrariamente ao esperado, e aos resultados de associacdo com IL1B,
os polimorfismos que aumentam a estabilidade e a ativacdo do NLRP3, o
rs10754558 e rs35829419, resultaram associados a uma melhor condicédo clinica
dos pacientes HIV (avaliada através do nivel de linfécitos T CD4+). Essas
variantes estéo relacionadas com aumento de producéo de IL-1f3 e/ou IL-18 em

monacitos, macrofagos (Souza de Lima et al., 2020) e DC (Reis et al., 2019), e
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0S N0Ss0s ensaios gendtipo-guiados mostraram que a variante rs10754558 esta
associada a maiores niveis de IL-18 em linfécitos B e IL-18 plasmética de
pacientes HIV.

O estudo genético levou a uma aparente discrepancia quanto ao papel
benéfico da ativacdo do NLRP3 e o efeito prejudicial de maiores niveis de IL-1.
Considerando a escassez de informagdes em relagdo ao papel e perfil de
ativagdo desse receptor nos leucocitos presentes no sangue periférico (em
especial nos linfécitos) no contexto da infec¢édo crénica pelo HIV, assim como o
efeito célula especifico da ativacdo e contribuicdo para inflamacdo e a
heterogeneidade clinica descrita previamente, a utilizacdo do modelo celular in
vitro permitiu preencher varias lacunas existentes na literatura.

Optamos por trabalhar com as subpopulagbes presentes nos PBMC,
purificadas por selecdo positiva ou negativa, no intuito de isolar o papel do
NLRP3 inflamassoma nas distintas células. Além disso, levamos também em
consideracao que se acreditava que a maior expressao e ativacao do complexo
acontecesse na fracdo monocitica, e tentamos manter uma elevada pureza de
isolamento das demais populagdes leucocitarias (Pureza > 95 %).

A caracterizacdo do NLRP3 inflamassoma nas subpopulacées de PBMC
demonstrou uma expressao constitutiva da maioria dos genes avaliados tanto
em monacitos, quanto em linfocitos T CD4+ e linfocitos B. Quando comparados
pacientes e controles, pelo menos a nivel transcricional, foi possivel observar
uma expressao aumentada de IL1B tanto em mondcitos quanto em linfécitos T
CD4+ de pacientes HIV, além de uma maior expressdo do NLRP3 e P2X7 nos
monacitos e CASP1 nos linfocitos T CD4+ do grupo HIV.

Esta hiper-expressao constitutiva dos componentes do NLRP3 inflamassoma
aparentemente leva a duas consequéncias:

- Aumento da ativacdo basal do complexo (diminuicdo do limiar de

ativacdo) em todos os leucécitos analisados com consequente aumento

de IL-1B (mas nao de IL-18);

- Desregulacdo da ativacdo do complexo em resposta a ativadores de
modo célula-especifico.

A aumentada ativacdo basal do NLRP3 inflamassoma em mondécitos e
linfécitos B, e do inflamassoma como um todo nos linfocitos T CD4+, corrobora

dados da literatura que apontam para uma desregulacdo a nivel transcricional
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dos genes envolvidos na ativagdo do complexo NLRP3 inflamassoma (NLRP3,
ASC, CASP1, IL1B e IL18) o qual foi associada a aumentada CVP (Feria et al.,
2010) e menor resposta imunoldgica em termos de restauracdo da contagem de
linfécitos T CD4+ (Bandera et al., 2018). Vale destacar que os nossos dados
contribuem no sentido de demonstrar que essa desregulacdo a nivel
transcricional também é refletida por uma aumentada ativacdo do complexo de
forma constitutiva, mesmo sob terapia antirretroviral.

Nos mondcitos purificados, nossos dados também apontaram para a
ativacao constitutiva aumentada do inflamassoma nessas células, corroborando
dados da literatura que demonstraram uma maior formagéo de specks de ASC
nos monacitos de pacientes HIV na auséncia de ART (Ahmad et al., 2018). A
parte original do nosso trabalho, em relagdo aos monacitos, estaria relacionada
a identificacao da participacdo do NLRP3 nessa ativagao constitutiva mesmo na
presenca do tratamento, o que poderia contribuir ndo somente para a inflamacao
cronica, mas também afetar o perfil de responsividade a estimulos, assim como
observado anteriormente pelo nosso grupo em DC de pacientes HIV (Reis et al.,
2019).

A ativacdo basal do inflamassoma esta relacionada também a outros
marcadores de ativacao dos leucdcitos, como CD38 e HLADR para linfocitos T
(Paiardini, Mdller, 2013), CD16 ou sCD163 para mondcitos (Burdo et al., 2011),
ou outras citocinas independentes da montagem do complexo (ex. TNF-a e IL-
6) os quais sdo amplamente reportados como desregulados durante a infeccéao
pelo HIV (Okay et al., 2020).

Essa ativacao desregulada do inflamassoma poderia estar relacionada a
uma maior inducdo da piroptose, entretanto, os nossos dados referentes a
viabilidade celular investigada tanto pela marcacédo com o kit LIVE/DEAD, quanto
pela dosagem da liberacdo de LDH no sobrenadante de cultura, ndo demonstrou
uma inducéo significativa da morte celular, e sem diferencas entre os grupos de
pacientes e controles em todas as subpopulacdes celulares investigadas.

Essa ativacdo basal do inflamassoma pode estar relacionada ao estado
de inflamacdo crbnica dos pacientes tanto como causa quanto como
consequéncia. Em outras doencas inflamatdérias cronicas foi reportado que a
ativacdo constitutiva do NLRP3 inflamassoma decorrente de produtos

metabdlicos (doengas “estéreis”) gerados em condigdes como a sindrome
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metabdlica, gota ou aterosclerose, ou por PAMPs associados a outras infec¢des
cronicas (ex. HCV), pode contribuir para a inflamacéo e afetar diretamente na
patogénese dessas distintas doencas (Ozaki et al., 2015).

Nas doencas inflamatdrias cronicas, a contrapartida de uma ativacao
constitutiva aumentada do NLRP3 inflamassoma, é a incapacidade de algumas
células mieloides em responder adequadamente a estimulos de tipo PAMPSs ou
DAMPs (Guo et al. 2015). Durante a infecgdo por HIV, esse perfil de menor
responsividade ja foi previamente reportado em células dendriticas derivadas de
mondcitos de pacientes cronicamente infectados (Pontillo et al., 2012, Reis et
al., 2019). De fato, a estimulagdo dos mondcitos levou a uma menor
responsividade a ativadores classicos do NLRP3 (LPS e ATP), com uma menor
liberacdo de IL-1[, assim como ja reportado por Nasi et al., (2019). Ademais, 0s
nossos dados demonstraram pela primeira vez que esse defeito na ativacéo do
inflamassoma € consequéncia de uma falha na ativacéo especifica do NLRP3
nos monacitos de pacientes HIV, como confirmado pela utilizacdo de inibidor
especifico do receptor (MCC-950).

Esse defeito do NLRP3 reportado pelo nosso grupo, tanto em mondcitos
guanto em DC (Reis et al., 2019) de pacientes HIV, ainda nao foi totalmente
elucidado.

Na condicéo de inflamacado crbnica carateristica dos pacientes HIV, em
consequéncia a persisténcia viral, reativacdo de virus endégenos (como herpes
simplex), aumento da permeabilidade intestinal e translocacdo microbiana e
citotoxicidade dos farmacos antirretrovirais (Deeks et al., 2013; Maartens et al.,
2014), as células sofrem com estresse tanto metabdlico quanto de ativacao
continua das vias imunes, que podem ser responsaveis pela inducao constitutiva
do NLRP3 inflamassoma.

Além disso, observamos que os mondcitos de pacientes HIV apresentam
menores niveis do regulador pds-transcricional do NLRP3, o miR-223, e que 0s
niveis de miR-223 resultam indiretamente correlacionados com os niveis de
expressdo constitutiva do NLRP3, assim como ja reportado em doencas
inflamatorias crénicas (Haneklaus et al., 2013). Diferentes niveis desse micro-
RNA foram previamente encontrados em macréfagos e linfocitos T CD4+ de
pacientes HIV comparados com individuos saudaveis (Wang, et al. 2009; Huang

et al., 2007). Esse dado sugere que nos mondcitos HIV a expressdo de NLRP3
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possa estar menos regulada por miR-223 que nas células de CS, contribuindo,
possivelmente, para a ativagdo constitutiva do NLRP3-inflamassoma nos
pacientes.

Vale ressaltar que todos os pacientes recrutados pelo estudo sé&o
submetidos a ART, sugerindo que a terapia ndo inibe o estado de ativacao
cronica do NLRP3 inflamassoma nesses individuos.

Uma maior expressado basal dos genes do inflamassoma em mondcitos
caracteriza outras doencas inflamatérias cronicas, como em doencas da
coronaria (Zhu et al., 2019), artrite reumatéide (Mathews et al., 2014; Addobbati
et al., 2018) e osteomielite (Brandt et al., 2018).

No momento de escolha do tipo de estimulo para avaliar a capacidade de
resposta das distintas células purificadas, optamos para os mondcitos pelo
modelo de estimulagdo com o LPS e ATP, amplamente utilizado na literatura
para ativacdo do NLRP3 ndo somente nos mondcitos (Gattorno et al., 2007),
mas também em macrofagos (Souza de Lima et al., 2020) e células dendriticas
(Reis et al., 2019). Além desse classico ativador, optamos também por utilizar
para 0os monacitos a beta glucana de origem fungica (curdlan), devido ao fato de
ja ter sido previamente reportada com capacidade de induzir a ativacdo do
NLRP3 em mondcitos humanos (Kankkunen et al., 2010), nos permitindo avaliar
a ativacao deste receptor por uma via alternativa nesse modelo celular.

Em relacdo a menor responsividade a estimulacio do NLRP3
inflamassoma observada nos mondcitos, levantamos varias hipoteses nao
mutuamente exclusivas.

A primeira esta relacionada com o conhecido papel de regulacdo negativa
do IFN de tipo | na ativacdo do NLRP3 (Guarda et al., 2011). Os pacientes HIV
apresentam niveis aumentados de IFN-I, mesmo em tratamento (Reis et al.,
2019), sugerindo que essa citocina poderia atuar regulando negativamente a
ativacdo do complexo, pelo menos nessa subpopulacdo celular. Um
comportamento similar foi observado em DC de pacientes HIV (Reis et al., 2019)
assim como em macréfagos de pacientes com tuberculose (Souza de Lima et
al., 2020).

A prova de uma possivel regulacdo negativa do IFN-I pode ser obtida
através de um ensaio de tratamento de mondcitos de doadores saudaveis com

o IFN-lin vitro. Tal ensaio foi realizado previamente pelo nosso grupo em células
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dendriticas derivadas de mondcitos, sendo que o tratamento com IFN-I levou a
uma reducao significativa dos niveis de IL-1f produzidas por essas células (Reis
etal., 2019), enfatizando o papel inibitério do IFN do tipo | na ativacdo do NLRP3,
e nos levando a cogitar como um dos mecanismos envolvidos no defeito de
ativacao do NLRP3 observados nos mondcitos HIV.

A continua estimulacdo com fatores pro-inflamatérios induz também a
ativacao de vias de regulacéo negativas, como as SOCS (Do inglés: Suppressor
of Cytokine Signaling), que inibem as vias de ativacdo mediadas pelos PRRs
(Baetz et al.,, 2004; Huang et al., 2020), a ubiquitinacdo de proteinas de
sinalizacdo dos PRRs e do proprio NLRP3 (Kattah et al., 2017; Lopez et al.,
2020), e a producdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-f3, cujos
niveis sao descritos aumentados em pacientes HIV (Dickinson et al., 2020).

O fendbmeno conhecido como “tolerancia ao LPS” foi descrito em distintas
células mieloides (inclusive nos mondcitos), se encaixando bem com a falta de
responsividade que observamos nos monocitos de pacientes HIV.
Aparentemente € um mecanismo epigenético de reprogramacdo conhecido
como ‘“Innate Imunne Training” envolvendo a modulacdo de distintos micro-
RNAs ou (Inc) RNAs capazes de regular negativamente distintas vias de
sinalizacdo, como a via de TLR. Além disso, citocinas e mediadores solluveis
decorrentes da inflamacéo crénica, podem participar desse fendbmeno ao regular
esses NcRNAs (Vergadi et al., 2018).

Vale destacar que ja foi reportado que na infeccdo pelo HIV uma
expressao diferencial de enzimas envolvidas em mudancas epigenéticas, como
um aumento da Histona Acetiltransferase-1 (HAT1, do inglés: Histone
Acetyltransferase 1) sendo diretamente correlacionado com marcadores
soltveis de ativacdo de mondcitos/macrofagos (sCD163), e associada a uma
baixa responsividade dessas células a patégenos como Mycobacterium
tuberculosis (Espindola et al., 2018).

Em relacéo aos linfocitos, os nossos dados demonstram pela primeira vez
uma maior ativacdo constitutiva do inflamassoma tanto em linfécitos T CD4+
guanto em linfécitos B circulantes. Entretanto, diferentemente do observado no
compartimento mieloide (mondcitos, DC), os linfécitos apresentaram uma maior

responsividade a ativadores do NLRP3.
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Nas células B, considerando a expresséo previamente descrita de TLR4
e demais proteinas envolvidas na via de sinalizagdo nessa subpopulacéo celular
(Schweighoffer et al., 2017), optamos também por utilizar o LPS, assim como a
beta-glucana a qual foi anteriormente demonstrada possuir a capacidade de
ativacao do NLRP3 nos linfécitos B com sinalizacao via Dectina-1 e participacado
de distintas quinases (Syk/Btk) (Kumar et al., 2009; Ali et al., 2017).
Adicionalmente, para essa subpopulagdo, utilizamos também a molécula de
CpG, no intuito de investigar o perfil de responsividade quanto a producéao de
IgM (Ali et al., 2017).

Exclusivamente para os linfécitos T CD4+, considerando a auséncia de
uma expressao significativa de alguns PRRs envolvidos no reconhecimento de
moléculas como LPS ou beta-glucana, optamos por avaliar o perfil de
responsividade do NLRP3 frente a ativacdo com anticorpos monoclonais
especificos para linfocitos T (a-CD3 a-CD28), considerando que essa ativagcao
via TCR leva a modulacdo da expressdo génica e mudancas na biologia do
linfécito que poderia ser refletido na ativagdo do NLRP3 (Arbore et al., 2016;
Arbore et al., 2018).

Linfécitos T CD4+ de pacientes HIV demonstraram um aumento basal de
ativacao do inflamassoma, que levava a producédo de IL-13, mas nao de IL-18
(expressa a baixos niveis ou indetectavel nessas células). Em resposta ao
estimulo “geral” com aCD3 aCD28, observamos também um aumento
significativo da liberacédo da IL-1B3. Além disso, observamos uma maior inducéo
de TNF-a e IFN-y frente a ativagdo, demonstrando um maior perfil geral de
ativacao inflamatoria dessas células.

Os trabalhos de Arbore et al., (2016), demostraram a ativacdo do NLRP3
inflamassoma em linfécitos T CD4+ de doadores saudaveis e um aumento de
ativacdo e de producédo de IL-1B em linfécitos T CD4+ de pacientes com
mutacdes ganho-de-funcdo de NLRP3 e doenca auto-inflamatoéria (CAPS). Os
nossos dados demonstram que ndo apenas uma hiperativacdo geneticamente
determinada do inflamassoma pode aumentar a liberacao da IL-1 em linfocitos
T CD4+, mas também uma ativacado crbnica pelo “ambiente” pro-inflamatério
como no caso dos pacientes HIV.

Diferentemente dos mondcitos, nos linfocitos T CD4+ existe uma baixa

expresséo de alguns PRRs como o TLR4 (Komai et al., 2004; Crellin et al., 2005).
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Além disso, poucos estudos demonstraram a ativacao do complexo diretamente
nessa subpopulagdo celular, sendo os mecanismos de ativagdo em muitos
aspectos ainda desconhecido.

Ainda néo esta claro quais fatores poderiam levar a indugéo da expressao
dos componentes do inflamassoma nessas células. No trabalho de Bruchard et
al., (2015), foi possivel observar uma correlagéo positiva entre a citocina IL-2 e
expressao de NLRP3 em linfécitos T CD4+ murinos. Além disso, foi demonstrado
gue a IL-2 levava a inducéo de STAT5 o qual era capaz de se ligar na regido
promotora do NLRP3 induzindo a sua expressao. Embora ndo sabemos se esse
mecanismo se aplicaria nas células T CD4+ humanas, € interessante mencionar
gue niveis séricos aumentados de IL-2 j& foi reportada em pacientes HIV, mesmo
em terapia antirretroviral (Orsilles et al., 2006; Ikomey et al., 2020), além de
existir um papel do HIV na ativacao direta do STAT5 (Cesana et al., 2017).

O grupo de Arbore et al.,, (2016) sugeriu também que a inducdo da
expressdo dos componentes do NLRP3 inflamassoma ocorresse pela
sinalizacao via TCR. Entretanto, ndo foi debatido qual(is) fator(es) poderia estar
envolvidos nessa sinalizacao.

Sabe-se que a ativacdo via TCR em geral induz diversos fatores de
transcricdo como o NFkB e proteinas da familia NFAT (Do inglés: Nuclear Factor
of Activated T-Cells), que poderiam induzir a expressao dos componentes do
NLRP3 inflamassoma. Dentre as proteinas da familia NFAT, por exemplo, a
NFAT5 é um fator de transcricdo importante no desenvolvimento e ativacao dos
linfocitos T, sendo previamente relacionada com a inducdo da geracdo de
linfocitos Thl7 e contribuicdo para doencas autoimunes e inflamatorias (ex.
Artrite, diabetes mellitus e esclerose mudltipla) (Lee et al.,, 2019; Aramburu,
Lopez-Rodriguez, 2019).

Além disso, em células endoteliais, a aumentada expressao de NFAT5 é
capaz de levar a ativacdo do NLRP3 através da inducdo de ROS, podendo
contribuir para o desenvolvimento de comorbidades como a aterosclerose (Ma
et al., 2019). Durante a infeccao pelo HIV, ja foi reportado uma maior expressao
desse fator, induzido tanto pelo préprio HIV (Cicala et al., 2006), quanto em
pacientes cronicamente infectados (Cesana et al., 2017; Lisco et al., 2019).

A geracdo de ROS também foi apontada como o mecanismo de inducao

da formacgédo do complexo nos linfécitos T CD4+ humanos pelo grupo de Arbore
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et al., (2016). Nesse estudo foi proposto que a inducéo via TCR e receptor do
complemento (CD46) levava a ativacdo intracelular da proteina C5 do
complemento, o qual, ao se ligar intracelularmente ao receptor C5R1, seria
capaz de induzir a geracédo de ROS, evento chave na indu¢cdo da montagem do
complexo pelo receptor NLRP3. A ativagcdo desregulada do sistema
complemento com aumentada geracdo de fragmentos de C3 sérica ja foi
demonstrada durante a infec¢ao pelo HIV (Mishra et al., 2018), o que poderia
influenciar no perfil de ativacdo do complexo nessas células.

Vale destacar que mesmo que nossos dados apontem para uma
contribuicdo somente parcial do receptor NLRP3 na ativacédo do complexo nos
linfécitos T CD4+ (como observado nos ensaios de imunofluorescéncia e inibi¢cdo
com o MCC950), ndo podemos descartar que as alteragdes nos fatores
destacados acima possam afetar a aumentada ativacao do inflamassoma como
um todo observada nessas células de pacientes HIV.

A hiperativacao do inflamassoma nas células T CD4+, nao foi relacionada
a uma maior taxa de morte celular (medida por liberacdo de LDH e pela
viabilidade celular através da marcacdo com LIVE/DEAD e citometria). Este
achado ressalta a diferenca do resultado da ativacdo do inflamassoma em
linfocitos T CD4+ do paciente HIV cronicamente infectado (com CVP baixa ou
indetectavel) comparado com a infeccao dos linfécitos, que como demostrado
por Monroe et al., (2013) e Doitsh et al., (2014) resulta em ativacao do IFI16 e
caspase-1 e inducao de piroptose.

Considerando a nossa hipétese inicial que o NLRP3 pudesse estar
atuando de modo inflamassoma-independente nessas células de acordo com a
funcao alternativa sugeridas pro Bruchard et al., (2015), de cofator de transcricédo
de IRF4 e polarizacéo Th2, tentamos investigar um possivel papel do NLRP3 na
polarizacédo das células T CD4+ dos pacientes HIV. Contudo, ndo observamos
nenhuma tendéncia dos linfocitos T CD4+ circulantes a um perfil Th2 (medido
pela expressao génica de GATAS3 e IL4, e pela producéo de IL-4) nas amostras
analisadas. Isso possivelmente esta relacionado ao estado clinico dos pacientes
incluidos no estudo (como comentado anteriormente, foram excluidos individuos
com Aids ou doenca grave). Desta forma foi descartado o papel do NLRP3 como

cofator de polarizacdo Th2 no nosso modelo de estudo in vitro.
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Entretanto, vale destacar que uma aumentada expressao de IRF4 ja foi
observada em PBMC de pacientes HIV classificados como Progressores rapidos
(Zhang et al., 2016), e o fato de nao termos encontrado um papel do NLRP3 na
polarizacdo Th2 nos linfécitos periféricos da nossa coorte, ndo exclui a
possibilidade desse papel ocorrer em outras condicbes clinicas, como em
pacientes HIV em quadros mais graves, nao incluidos neste estudo.

Quanto aos linfocitos T CD8+, devido a baixa ou indetectavel expressao
de NLRP3 nessas células, optamos por ndo continuar as investigacfes nesse
tipo de linfcito, que esta atualmente sendo estudado no laboratério por outro
aluno de pés-graduacdo no modelo de co-cultivo com outros leucécitos. Vale
destacar que o0 grupo de Arbore et al, (2017) reportou, durante o
desenvolvimento deste projeto, que a ativagao do inflamassoma nos linfocitos T
CD8+ humanos aparenta ndo estar vinculada ao NLRP3.

Em relagédo aos linfocitos B, esse trabalho foi o primeiro a demonstrar uma
ativacao constitutiva do NLRP3 inflamassoma nessa populagdo leucocitaria no
contexto da infecgéo pelo HIV.

Foi possivel observar uma modulacdo diferencial na expresséo
constitutiva dos genes do NLRP3 inflamassoma nos pacientes analisados,
estando em acordo com 0 observado por outros autores para outros genes
envolvidos na resposta inflamatoria como um todo (ex. NOD2, MYDS88)
(Cotugno, et al., 2017).

Observamos também uma maior ativacdo do complexo e producéo basal
de IL-1B (mas nao de IL-18). Porém, é interessante destacar que a contribuicédo
da producéo basal de IL-1B pelos linfocitos B dos pacientes HIV (cerca de 2,5
pg/mL por milhdo de células) € a menor quando comparada a dos mondcitos
(cerca de 32 pg/mL por milhdo de células) e dos linfocitos T CD4+ (cerca de 15
pg/mL por milhdo de células). Entretanto, vale mencionar que os linfécitos B
apresentam a expressdo de varios PRRs podendo, portanto, estar sendo
ativados em condicfes basais pelos mesmos PAMPs e DAMPs sugeridos para
0S monacitos.

Mais recentemente foi publicado um trabalho que identificou o fator
ativador de células B (BAFF, do inglés: B Cell-Activating Fator), membro da
familia do TNF, como capaz de induzir a expressao de NLRP3 e IL1B (via NFkB)

e também a ativacdo do complexo por meio do efluxo de potassio e producéo de
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ROS (Lim et al., 2020). No contexto da infeccdo pelo HIV, ja foi previamente
identificado aumentados niveis séricos de BAFF (Sabourin-Poirier et al., 2016),
0 que poderia justificar, pelo menos em parte, oS nossos resultados
apresentados nessa populacao leucocitaria.

Além disso, ja foi previamente reportado que linfécitos B de pacientes HIV
apresentam uma maior ativagdo da quinase Syk (Keller et al., 2017) e um
aumento de expresséao da quinase Btk (Guendel et al., 2015), ambas envolvidas
na ativagao do NLRP3 pela via alternativa (Ali et al., 2017).

Contrariamente aos mondcitos, mas de modo semelhante aos linfocitos T
CD4+, a estimulacéo dos linfécitos B de pacientes HIV levou a um aumento da
resposta do linfécito, tanto em termos de ativacéo do inflamassoma, quanto na
producéo policlonal de IgM.

O aumento da expresséo das duas quinases Syk e Btk durante a infec¢cao
pelo HIV poderia justificar, pelo menos em parte, a maior responsividade dos
linfocitos B a PB-glucana, assim como a aumentada resposta ao LPS,
considerando que a Syk também esta envolvida na sinalizagéo via TLR4 nessas
células (Schweighoffer et al., 2017).

Ali et al., (2017) demonstraram que as celulas B de memdria ativadas sao
as principais responsaveis pela producao de IL-1( frente a estimulagdo com [3-
glucana. Considerando que pacientes HIV apresentam um aumento da
frequéncia de células B de memoria ativadas (Moir, Fauci, 2009), isso explicaria
em parte a maior producao de IL-1B3 observada nas células dos pacientes em
comparacao aos controles. Contudo, ndo podemos demostrar iSSO N0S NOSS0S
experimentos, onde ndo conseguimos avaliar a frequéncia das células de
memoria dentro das células CD19+ isoladas dos pacientes.

Levando em conta que foi demonstrada uma participacdo do NLRP3 na
producédo de IgM (Ali et al., 2017), ndo nos surpreendeu encontrar uma maior
secrecdo de IgM pelos linfocitos B de pacientes HIV. De fato, como demonstrado
pela utilizacdo de MCC-950, a aumentada liberacdo de imunoglobulinas é
dependente do NLRP3, porém ndo podemos excluir outros mecanismos que
podem estar relacionados a producédo de anticorpos como a via que envolve a
proteina mTOR, cuja expressao e ativacao ja foi demonstrada desregulada na
infeccao pelo HIV (Akbay et al., 2020).
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Existem algumas (poucas) evidéncias de que o aumento de ativagéo do
inflamassoma esteja relacionado com uma ativacdo policlonal inespecifica, ao
invés de uma resposta humoral monoclonal eficiente e com geracao de memoria,
como reportado em pacientes com sindrome autoinflamatéria de Hiper-IgD
(HIDS; OMIM: #260920), caracterizada por ativagdo constitutiva do
inflamassoma e altos niveis séricos de IgD e IgA (Kastner et al., 2010). No
mesmo sentido, pacientes com doenca de Crohn (doenca inflamatéria intestinal)
gue apresentam uma acentuada ativacdo do NLRP3 inflamassoma associada a
SNPs no gene CARDS, tendem a produzir menores niveis de IgG e IgA anti-
glicano, sugerindo que uma maior ativagdo constitutiva do NLRP3 pode ser
diretamente correlacionada a uma menor a resposta humoral especifica (IgG,
IgA) (Vasseur et al., 2013).

Pacientes HIV tendem a responder de maneira menos eficaz que
individuos da populacgéo geral a infec¢des tanto por patdogenos diversos, quanto
por microrganismos oportunistas. Essa carateristica pode estar relacionada, pelo
menos em parte, ao demonstrado neste trabalho: tanto a reduzida capacidade
de resposta das células inatas, tais como mondcitos, macrofagos e DC, quanto
a uma resposta néo especifica dos linfocitos B.

Corroborando essa ideia, ja foi previamente reportado (Lind et al., 2013)
gue pacientes que possuem uma maior producédo de IL-1B, apresentam uma
menor capacidade de responder a vacinas terapéuticas contra o HIV. Nosso
grupo também demonstrou que a variante rs16944 que leva a maiores niveis de
IL-18, foi associada a maior carga viral plasmatica em pacientes submetidos a
vacina terapéutica com células dendriticas derivadas de mondcitos (Reis et al.,
2019) (APENDICE I).

Por outro lado, reportamos que variantes que aumentam a ativacao do
NLRP3 foram associadas a uma melhor resposta a imunizacao contra o HBV.
Esse resultado poderia estar ndo somente relacionado a um efeito direto do
polimorfismo na biologia da célula B, mas eventualmente a um efeito nas demais
células apresentadoras de antigeno, ou nos linfocitos T CD4+, que em conjunto
afetaria o perfil de resposta a imunizacdo. De fato, essa mesma variante foi
associada com uma maior capacidade fagocitica de células dendriticas
derivadas de mondcitos no estudo de vacina terapéutica citado anteriormente
(Reis et al., 2019) (APENDICE ).
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Uma limitacao desse trabalho foi a inviabilidade em realizar um ensaio in
vitro para medir uma resposta de producdo de IgG antigeno especifica, sendo
gue investigacdes mais aprofundadas serdo necessarias para demonstrar o
efeito da desregulagéo do inflamassoma nos linfécitos B.

Outra limitacdo a mencionar, seria que 0s resultados obtidos com o
inibidor MCC-950 podem néo ser totalmente conclusivos. Isso se deve ao fato
de termos utilizado um protocolo de inibicdo modificado do original, proposto
para macréfagos derivados de monécitos e PBMC (Coll et al., 2014). O protocolo
original previa o tratamento de 0,2-0,5 x 108 células com 10 ng/mL de LPS por 3
horas (priming), remogdo do meio de cultura e adigdo de MCC-950 por 30
minutos, seguido de tratamento com 5 mM de ATP. Nessas condigdes 0s autores
conseguiam observar cerca de 75% de reducdo na producédo de IL-1B8 na
concentracédo de 50 nM, e mais de 90% de reducéo na concentracdo de 10 uM
de inibidor. A essa concentracao a liberacéo de LDH foi cerca de 60%, e nao foi
influenciada pelo MCC-950.

Porém, no presente trabalho realizamos ensaios de dose-resposta no
intuito de confirmar a utilizacdo de 10 pM do inibidor por 0,4 x 108 células no
nosso modelo (na auséncia de priming com LPS). Também realizamos um pré-
tratamento com o MCC, sendo possivel observar uma reducéao significativa dos
niveis de IL-1B nessa concentragdo e sem uma indugao significativa de morte
celular. Concentra¢cdes acima de 10 pM ndo resultaram em uma maior taxa de
inibicdo (APENDICE F, G).

Em conjunto, os resultados apresentados nesta tese mostram pela
primeira vez alteracdes tanto na ativacao basal do inflamassoma em monacitos,
linfocitos B CD19+ e T CD4+ circulantes dos pacientes HIV em tratamento
antirretroviral, quanto na resposta do inflamassoma a estimulos.

Na elaboracéo da hipotese deste trabalho imaginamos a possibilidade de
utilizar farmacos com alvos especificos do inflamassoma em pacientes HIV. Com
os dados obtidos no presente estudo, pudemos contribuir para a compreensao
das vias envolvidas na ativacédo do inflamassoma de forma célula especifica e
receptor especifico, assim como do efeito dessa ativacdo nas distintas
manifestacdes clinicas, auxiliando na elaboracdo de estratégias terapéuticas
gue foguem em pontos especificos da ativacdo do complexo. Dentre tais

estratégias podemos elencar a possibilidade de utilizag&o de inibidores da IL-13,
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ja em uso clinico (Canakunimab, Anakinra), assim como da IL-18 (Tadekinig
alfa). Quanto a possibilidade de intervencéo especifica sobre o NLRP3, os dados
sdo contraditérios, podendo ser beneficial ou prejudicial a depender da célula
considerada.

Por fim, apesar dos dados obtidos neste trabalho reforcarem o importante
papel do NLRP3 na ativacao do inflamassoma no contexto da patogénese do
HIV, destacamos a seguir dois pontos sugeridos pelos resultados apresentados
até aqui, mas que permaneceram em aberto.

O primeiro seria relacionado com a possibilidade da participagéao de outros
receptores do inflamassoma na ativagdo do complexo nos pacientes HIV. A
escassez de dados sobre os demais receptores em humanos no comec¢o deste
estudo, nos levou a focar no NLRP3, porém, nesses ultimos anos, evidéncias
surgiram sobre a ativacdo de NLRP1 e CARDS8 em linfécitos (Johnson et al.,
2020), além da possibilidade de outros receptores expressos em monacitos, tais
como NAIP NLRC4 e pirina, poderem estar envolvidos na ativagdo do
inflamassoma em pacientes HIV.

Dados de associacdo genética realizados em paralelo a este trabalho,
mostraram a associacao significativa entre SNPs em NLRP1 e NLRC4 com a
contagem periférica de linfocitos T CD4+ e o desenvolvimento de comorbidades
na nossa coorte de pacientes HIV (dados ndo apresentados nesta tese e em
fase de publicac&o), sugerindo de fato um possivel papel de outros receptores
na patogénese do HIV.

No comeco de 2021, durante a finalizacdo desta tese, foi publicado
também um trabalho que mostra como o NLRP1 pode ser ativado por digestao
proteolitica mediada por proteases virais (Tsu et al., 2021). Apesar dos virus
estudados ndo contemplarem o HIV, ficamos intrigados com a hipétese de uma
ativacao direta deste receptor pelo virus ou por proteases celulares ativadas na
resposta intrinseca antiviral.

Por outro lado, a ativagdo com a-CD3/a-CD28 é capaz de induzir NFkB,
AP1 e NFAT (Thaker et al., 2015), os quais sao fatores responsaveis pela
transcricdo de muitos dos genes avaliados, incluindo varios receptores do
inflamassoma (ex. NLRP1, NAIP, NLRC4, MEFV, AIM2).

Além do IFI16 j& estudado no contexto da infeccdo pelo HIV, o outro

receptor de DNA, AIM2, desempenha uma fungédo importante ndo apenas em
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mondcitos/macréfagos, mas em linfécitos B, como fator de transcricéo indutor da
quimiocina CXCL16 importante no recrutamento de linfécitos T CD8 e na
resposta a infeccdes (El-Zaatari et al., 2020).

Vale destacar também, que os resultados que reportamos aqui mostram
claramente como o complexo pode estar diferentemente desregulado em
leucécitos distintos. Como consequéncia, muda a interpretacdo dos dados de
associacao genética, que antes se baseavam, na maioria dos casos, no papel
desempenhado pelo inflamassoma nos mondcitos/macréfagos. Nesse sentido,
uma variante polimérfica do gene NLRP3 ou IL1B pode ter efeito apenas em
alguns subtipos de leucécitos, podendo em parte explicar resultados
contrastantes que frequentemente sdo encontrados em estudos de associacao
com doencas multifatoriais (Fernandes et al., 2020).

Estudos do inflamassoma nos demais leucocitos (granulécitos, células
NK), plaquetas, e em células ndo imunes, como epitélio, endotélio, células do

sistema nervoso central poderdo auxiliar muito neste sentido.
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7. CONCLUSAO
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De forma geral, este trabalho contribuiu para uma melhor compreensao
acerca do perfil de ativacdo do NLRP3 inflamassoma nas diferentes
subpopulacdes leucocitarias presentes nos PBMC de pacientes cronicamente
infectados pelo HIV, assim como da influéncia do background genético quanto
ao perfil de ativacdo do complexo de modo célula especifica e receptor
especifico e o efeito no quadro clinico do paciente cronico.

Em conclusao, os principais achados foram:

e Variantes genéticas do inflamassoma previamente associadas a
susceptibilidade a infeccdo por HIV também afetam o prognéstico dos
pacientes cronicamente infectados;

e A variante que leva a uma maior expressao e producéo de IL-1f (rs16944;
c.-511 C>T), anteriormente associada a protecao contra a infeccao, resultou
em fator de risco para pacientes HIV, afetando negativamente tanto o nivel
periférico de linfocitos T CD4+, quanto o desenvolvimento de comorbidades
nao-Aids associadas a infeccao cronica pelo HIV;

e Apesar dos leucdcitos de pacientes HIV apresentarem aumento basal de IL-
1, este nao foi associado a presenca do SNP rs16944, sugerindo um efeito
do ambiente pro-inflamatorio do paciente;

e Enquanto que o SNP rs16944 associa com a producdo de IL-1B em
leucdcitos de doadores saudaveis estimulados, nos pacientes ele associou
com a liberacdo de IL-13 apenas em linfécitos B tratados com [B-glucana
(mas ndo com LPS), sugerindo que nos pacientes HIV o efeito do SNPs é
célula-especifico e estimulo-especifico, de forma mais acentuada que em
doadores saudaveis;

e Apesar de todos os leucdcitos analisados apresentarem uma ativacao
constitutiva do inflamassoma, a capacidade de responder a estimulos
resultou variada, sugerindo que o ambiente inflamatdrio afeta diferentemente
o0 compartimento mieloide e linfoide;

e Como esperado, os mondcitos ativaram menos o inflamassoma com menor
liberacdo de IL-1B quando estimulados, enfatizando mais uma vez a menor

capacidade de resposta imunoldgica dos pacientes HIV;
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e Pela primeira vez, demonstramos que linfécitos B e T CD4+ de pacientes
HIV ativam mais o inflamassoma com liberacdo de IL-1 em resposta a
estimulos, podendo por um lado contribuir para a inflamacédo cronica
carateristica dos pacientes, e por outro lado afetar a biologia dos linfocitos
de modo néo totalmente elucidado;

e O receptor NLRP3 contribui pela desregulagdo do inflamassoma observada
nos leucocitos, sendo que ele resulta “defeituoso” nos mondcitos, e hiper-
ativado nos linfécitos (em especial nas células B);

e A variante rs10754558 que aumenta a estabilidade do NLRP3 e a liberagao
de IL-1B/IL-18 em doadores saudaveis, resultou associada a um maior nivel
de linfécitos T CD4+ e a uma melhor resposta a imunizacdo nos pacientes
HIV, sugerindo um papel distinto do NLRP3 da IL-13 (pelo menos em relagéo
a estes parametros), podendo estar relacionado ao papel da IL-18 em

auxiliar para uma resposta Thl e IgG.
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O Sr(a). esta convidado(a) a participar como voluntério desta pesquisa sobre “Caracterizagdo genética e
funcional de células dendriticas de pacientes HIV+ estimuladas com flagelina”.

Se decidir participar, é importante que leia atentamente as informagdes contidas neste termo a fim de
melhor compreender a sua participagéo de pesquisa.

1 - Justificativa e objetivos do estudo - devido a necessidade de comparagdao de amostras de
pacientes HIV+ com amostras de individuos sadios o (a) Sr (a) foi convidado (a) para participar desta
pesquisa para compor o grupo de individuos infectados pelo HIV.

Para o tratamento do HIV existem medicamentos, no entanto para alguns pacientes é necessario o uso
de outros tratamentos complementares. Um desses exemplos é a vacina terapéutica de células. Isso ja
vem sendo testado, mas nem todos os pacientes apresentam uma resposta boa. O Laboratério de
Imunogenética estd desenvolvendo uma pesquisa para teritar'compreender melhor se existe algum
estimulo capaz de melhorar essa vacina terapéutica de células e assim poder ajudar a resposta ao
tratamento desses pacientes vacinados. Além disso, vamos ver se a genética da pessoa influencia
nessa resposta também.

2 - Procedimentos que serdo realizados e métodos que serdo empregados — Caso concorde em
participar desta pesquisa, o (a) Sr (a) sera submetido (a) a um procedimento médico que sera explicado
agora. Para o estudo dos fatores genéticos serdo coletados 4 mL de sangue (1 colher de chd). Para
alguns individuos, sera feita a coleta de 50 mL (5 colheres de sopa) de sangue para realizar exames
comparativos aos dos individuos sadios

3 - Relagdo dos procedimentos rotineiros e como séo realizados: como descrito acima, a principio

nao esta prevista nenhuma coleta extra de sangue.

4 - Explicitacdo de possiveis desconfortos e riscos decorrentes da participacdo na pesquisa - O
maior desconforto serd no momento da coleta de sangue, porém este procedimento ndo trard nenhum
risco a saude dos pacientes. Todos os materiais utilizados serdo descartaveis.

5 - Beneficios esperados para o participante — O voluntario ndo tera nenhum beneficio direto, mas
certamente estara colaborando para o desenvolvimento de vacinas anti-HIV. N3o havera beneficio
adicional por participar deste protocolo.

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador. = PM“O



6 — Relagé@o de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos: Nao se aplica.

7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso as informagdes junto aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais ddvidas. O principal
investigador é a Dra Alessandra Pontillo que pode ser encontrado no enderecgo Av. Prof. Lineu Prestes,
1730, laboratério 120, tel: 3091-7367. Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos,
225 - 5° andar - tel: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 — e-mail: cappesg@hcnet.usp.br

8- Concordo que o material possa ser utilizado em outros projetos desde que autorizado pela Comisséo
de Etica deste Instituto e pelo responsavel por esta pesquisa. Caso minha manifestagdo seja positiva,
poderei retirar essa autorizagdo a qualquer momento sem qualquer prejuizo para mim.

( )Sim ou ( ) Nao

9 - E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao;

10 — Direito de confidencialidade: as informagées obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
pacientes. Os participantes seréo identificados, apds a entrada no estudo, por codigos, nao sendo
divulgada a identificacdo de nenhum paciente;

11 — Despesas e compensagdes: Sua participagédo no estudo é totalmente voluntaria, ndo sendo previsto
nenhum tipo de compensacao financeira relacionada.

12 — A equipe envolvida pela condugéo do estudo assume o compromisso de utilizar os dados e o
material coletado somente para esta pesquisa.

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel

Rubrica do peSqUISQdOI
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

CONSENTIMENTO:

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagées que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo “Caracterizag@o genética e funcional de células dendriticas de pacientes
HIV+ estimuladas com flagelina”

Eu discuti com a equipe da pesquisa sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros
para mim quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e
riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participagéo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando
necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento
a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Para casos de pacientes analfabetos, semianalfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente
ou representante legal para a participagao neste estudo.

A, k@,

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador. <
andra Portio
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APENDICE B - Titulag&o dos anticorpos monoclonais utilizados em
citometria de fluxo no presente estudo

Com o intuito de estabelecer a concentracdo de uso dos anticorpos
monoclonais a serem utilizados na marcacdo das subpopulagdes de leucécitos,
foi realizada a titulacdo de cada anticorpo individualmente.

Anticorpos monoclonais utilizados para analise de pureza, viabilidade e perfil de ativacao
das células isoladas. Os marcadores identificados (especificidade), os clones do anticorpo
monoclonal, o tipo de fluorocromo, o fabricante, bem como o volume recomendado e o volume
titulado séo reportados.

Volume Volume

Especificidade Clone Fluorocromo Fabricante | recomendado titulado
(bL) (bL)
CD3 UCHT1 V450 BD 5,0 2,5
CD4 RPAT4 PE BD 20,0 50
CD8 SK1 PE-Cy.7 BD 5,0 2,5
CD19 HIB19 PE-Cy.5 BD 20,0 2,5
CD21 M-T271 PE BD 5,0 1,25
CD27 B-ly4 Bv421 BD 5,0 1,25
CD14 TukK4 Qdot 605 BD 20,0 5,0
CD38 HIT2 APC Biolegend 50 1,25
CD69 FN50 APC-Cy7 Biolegend 50 2,5
IFN-y B27 Pacific Blue Biolegend 50 1,25
IL-4 8D4-8 APC Biolegend 50 1,25

Brevemente, 100 yL de 2x10° células isoladas/mL foram distribuidas em
placas de cultura de 96 pocos de fundo V (Corning), e os anticorpos foram
adicionados em concentracdes decrescente (1/128; 1/64; 1/32; 1/16; 1/8; 1/4;
1/2; 1/1) a partir da concentracao inicial recomendada pelo fabricante. As células
foram incubadas por 20 minutos a 4°C, lavadas duas vezes com PBS 1X (Sigma-

Aldrich) e fixadas em PBS+1% Formaldeido (Sigma-Aldrich). Para marcacao de
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proteinas intracelulares (IFN-y e IL-4), 20 ug/mL de brefeldina A (Sigma-Aldrich)
foi adicionada 6 horas antes do término de cada ensaio e marcadas
intracelularmente para IFN-y e IL-4 por 30’ a 4° C seguidos de lavagem em PBS
1 X. As células foram adiquiridas no citémetro de fluxo FACSCanto Il ou LSR
Fortessa (BD Biosciences). Foi escolhida a maior diluicdo que n&o representasse
uma diminuicdo significativa no percentual de células positivas para cada
anticorpo, quando comparada a quantidade de anticorpo sugerida pelo
fabricante
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APENDICE C - Curva de concentracéo de estimulos- monécitos

No intuito de estabelecer a concentracao de uso dos estimulos escolhidos
(LPS e B-glucana), para os ensaios com monadcitos purificados, foram testadas
diferentes concentragdes utilizando como referéncia a literatura atual acerca da
ativagdo do NLRP3 em mondécitos humanos (Gattorno et al., 2007).

Brevemente, foram mantidas 0,4 x10° células CD14+ isoladas de
controles saudaveis (n = 6) em meio RPMI-10% FBS e estimuladas com 0,1, 1
ou 10 pg/mL de LPS por 3 e 24 h, seguidos ou ndo da adicdo de 1 mM de ATP
por 15 minutos. O sobrenadante de cultura foi coletado a cada condicéo, e
utilizado para dosagem de IL-1 por Elisa.

Como observado no grafico a seguir (A), a estimulagédo com 1 pg/mL levou
a uma maior producéo de IL-1B nas duas condi¢cdes (sem ATP e com ATP)
guando comparado a concentracdo de 0,1 pg/mL (p<0,05). Além disso, a
estimulacdo com 1 pg/mL de LPS néao diferiu significativamente da condi¢do de
10 pg/mL (p>0,05). Portanto, para os todos 0s ensaios com mondocitos foi
definida a concentracdo de 1 pug/mL de LPS por 3 e 24 horas. Além disso,
considerando que a adi¢cao de ATP levou a um aumento dos niveis de IL-18 em
comparacao a estimulacdo somente com LPS, optamos por utiliza-lo em paralelo
ao LPS para os demais ensaios.

Vale destacar que embora nao tenha sido realizado a dosagem de LDH
no sobrenadante de cultura dos mondcitos estimulados com as trés
concentracfes de LPS, a viabilidade celular foi avaliada na condicdo escolhida
(1 pg/mL de LPS com ou sem ATP) durante o trabalho, ndo sendo observado
uma inducéo significativa de morte celular nessa concentracéo (Figura 33).

Para avaliagdo da concentragdo a ser utilizada da B-glucana, 0,4 x10°
células CD14+ de controles saudaveis (n = 6) também foram mantidas em meio
RPMI-10% FBS e estimuladas com 50, 100 ou 200 ug/mL de B-glucana por 3 e
24 h seguidos ou ndo da adicdo de 1 mM de ATP por 15 minutos.

Quando avaliada a concentracao de IL-1f no sobrenadante de cultura (B),
foi possivel observar que ndo houve uma diferenca significativa nos niveis da
citocina nas diferentes concentracdes utilizadas, independente da presenca do
ATP (p > 0,05). Além disso, foi possivel observar que na concentracdo de 50

pMg/mL de B-glucana houve uma maior producéo de IL-18 a 24 horas comparado
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a 3 horas na mesma concentracao (p < 0,05). E quando avaliado a viabilidade
celular (C), a concentragao que levou a uma menor morte celular (abaixo de 30
%) foi a de 50 pg/mL. Portanto, baseando-se na dosagem de IL-13 e LDH, foi
escolhida a concentragao de 50 pg/mL de B-glucana por 24h sem adicdo de ATP

para todos os ensaios realizados.
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Figura. Padronizagado da concentragao de LPS e 3-glucana para estimulacdo de mondécitos

humanos.

Mondécitos CD14+ foram purificados de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de
controles saudaveis (CS = 6) e cultivados em RPMI-1640 com 10% de SFB, estimulados com
(A) 0,1, 1 ou 10 pg/mL de lipopolissacarideo (LPS) por 3h ou 24h, seguidos da adi¢cdo de 1mM
de ATP por 15 minutos ou estimulados com (B, C) 50, 100 ou 200 pug/mL de B-glucana por 24h
seguidos da adi¢cdo de 1mM de ATP. Foram coletados os sobrenadantes de cultura e dosado os
niveis de IL-1B (A,B) por Elisa e (C) LDH com kit comercial.

Todos os dados séo representados como média + desvio padréo (DP).

O teste de Friedman foi aplicado para comparar as condi¢des LPS, LPS+ATP ou B-glucana em

relagdo ao NE (*p < 0,05) ou para comparar as distintas concentracdes entre si (#p < 0,05).

NE: Nao Estimulado.
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APENDICE D - Curva de concentrac&o de estimulos- linfocitos B

Com o objetivo de estabelecer a concentracdo de uso dos estimulos
escolhidos (LPS, B-glucana e CpG), para os ensaios com linfécitos B purificados,
foram testadas diferentes concentra¢des utilizando como referéncia a literatura
atual acerca da ativagdo do NLRP3 em linfécitos B humanos (Ali et al., 2017).

Brevemente, foram mantidas 0,4 x10° células CD19+ isolados de
controles saudaveis (n = 5) em meio RPMI-10% FBS e estimuladas com 0,1 ou
1 ug/mL de LPS; 10, 100 ou 200 pg/mL de B-glucana; 1 ou 10 pg/mL de CpG por
24 h seguidos ou ndo da adicdo de 1 mM de ATP por 15 minutos. O
sobrenadante de cultura foi coletado a cada condigéo, e utilizado para dosagem
de IL-1B por Elisa e dosagem de LDH por ensaio colorimétrico com kit comercial.

Como observado no grafico abaixo (A), a estimulagédo com 1 pg/mL de
LPS e 200 pg/mL de B-glucana foram as condi¢des que levaram a maiores niveis
de IL-1B (p < 0,05). Ja a estimulacdo com CpG néo levou a uma producéo
significativa da IL-1pB no sobrenadante de cultura. Além disso, nao foi possivel
observar uma diferenca significativa com adicdo de ATP (B) em nenhuma das
condi¢cBes, quando comparado a estimulacdo sem ATP (A) (p > 0,05).

Quando avaliado a viabilidade celular frente a estimulacdo, todos os
estimulos foram capazes de induzir uma maior morte celular (p < 0,05) porém
sem diferencas entre as distintas concentracdes de estimulos (C), mesmo na
presenca do ATP (D) (p > 0,05).

Em conjunto esses dados nos levaram a definir a concentracédo de uso
para todos os ensaios de 1 pyg/mL de LPS, 200 yg/mL de B-glucana e 1 pg/mL
de CpG por 24h sem adicdo de ATP.

Vale destacar que realizamos também a dosagem de IL-13 nas mesmas
concentragcfes padronizadas acima (1 pg/mL de LPS, 200 ug/mL de B-glucana
e 1 pg/mL de CpG) no tempo de 3 horas de estimulacdo, porém a inducédo da
producédo de IL-1B foi significativamente menor ou até mesmo indetectavel em

comparacao aos niveis a 24 horas (dados ndo representados graficamente), nos

levando a utilizar somente o tempo de 24 horas de estimulacdo nos ensaios com

linf6citos B.
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Figura. Padronizagao da concentragao de LPS, B-glucana e CpG para estimulacdo de
linfécitos B humanos.

Linfécitos B CD19+ foram purificados de células mononucleares de sangue periférico (PBMC)
de controles saudaveis (CS = 5) e cultivados em RPMI-1640 com 10% de SFB, estimulados com
1 ou 10 pg/mL de lipopolissacarideo (LPS); 10, 100 ou 200 ug/mL de B-glucana; 1 ou 10 pg/mL
de CpG por 24 horas seguidos ou ndo da adicdo de 1mM de ATP por 15 minutos. Foram
coletados os sobrenadantes de cultura e dosado os niveis de IL-1B nas condi¢gdes sem ATP (A)
ou com ATP (B) por Elisa, assim como os niveis de LDH nas condi¢bes sem ATP (C) ou com
ATP (D) com kit comercial.

Todos os dados séo representados como média * desvio padrédo (DP).

O teste de Friedman foi aplicado para comparar as condi¢gdes LPS, LPS+ATP ou B-glucana em
relagdo ao NE (*p < 0,05) ou para comparar as distintas concentracdes entre si (#p < 0,05).

NE: Néo Estimulado.



200

APENDICE E - Curva de concentracdo de estimulos- linfécitos T CD4+

Baseando-se nos protocolos de ativacdo in vitro de células T humanas
com anticorpos monoclonais especificos (anti-CD3/antiCD28) (Bruchard et al.
2015; David J. Cousins et al,. 2002; BD Support Protocols), inicialmente foram
testadas duas concentragdes do anticorpo monoclonal de ativagéo anti-CD3 (10
pg/mL ou 5 pg/mL) em conjunto com 2 pg/mL do anticorpo monoclonal Anti-
CD28. Para tal, foram isolados 1 x10° linfécitos T CD4+ de individuos controles
saudaveis (n = 5), e mantidos em RPMI+10% SFB, a 37° C e 5% de COz na
presenca dos anticorpos de ativacéo por 3h, 14h, 24h, 48h e 72h. O protocolo
de marcacgéo para aquisicdo por citometria de fluxo foi previamente descrito na
secado 4.16 em Materiais e métodos.

De acordo com a expressao dos marcadores de ativagcdo CD69 e CD38,
foi escolhida a menor concentracdo de anti-CD3 que ndo reduzisse
significativamente o percentual de células vivas positivas para os marcadores
em questao.

A seguir apresentamos uma figura (A) representativa de 1 experimento
demonstrando que ambas concentracdes de anti-CD3 (a 72 horas) nao afetaram
0 nivel de ativacdo das células T CD4+ em termos de expressdo de CD69 e

CD38. Portanto, definimos a concentracao ideal de utilizacdo do anti-CD3 como

5 pug/mL.
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Avaliamos também os niveis de IL-1B (B) e IL-18 (C) no sobrenadante de
cultura na estimulacdo com a concentracao padronizada (5 pg/mL de anti-CD3
e 2 pg/mL de anti-CD28) por tempos distintos (3h, 14, 24, 48 e 72 horas). Assim
como a viabilidade celular, nas mesmas condi¢cfes, através da dosagem de LDH
no sobrenadante de cultura (D).

Foi possivel observar a maior producdo de IL-18 apds 72 horas de
ativacao (B) (p < 0,05) e sem diferencas significativas quanto a inducao de morte
celular nos distintos tempos (D) (p > 0,05). Além disso, nao foi possivel observar

a inducéo de IL-18 em nenhum dos tempos avaliados (C) (p > 0,05).

100 # 50 =
80 404
z :
> 60+ 5 304
& &
& 404 gi 204
| =
L 000 i
0 ———— ﬁ 0 ’—L‘ r‘ ﬂ ’i‘

3h 14h 24h 48h 72h 3h 14h 24h 48h 72h 3h  14h 24h 72h 3h 14h 24h 72h

NE a-CD3aCD28 NE a-CD3uCD28

754

Liberagédo de LDH (%)
[\ W
o =)
1 1

anaiill

Triton 24h 48h 72h 24h 48h 72h

o

NE o-CD3aCD28

Padronizacgao da ativagao de linfécitos T CD4+ in vitro com aCD3aCD28.

1x1068 linfécitos T CD4+ purificados de controles saudaveis (n = 5) foram ativados com 10 pg/mL
ou 5 yg/mL de aCD3 e 2 pyg/mL aCD28 por 3h, 14h, 24h, 48h ou 72h para padronizagao do
protocolo de ativagdo. Em (A) é apresentado uma figura ilustrativa na forma de histograma,
representando a expressao de marcadores classicos de ativagdo (CD69 e CD38) nas células
estimuladas por 72 h. A estratégia de andlise se baseou primeiramente na eliminacdo de
instabilidade do laser através do cruzamento de tempo (Time) pelo marcador Pacific Blue;
Selecdo de eventos Unicos (singlets) através da medida Forward Scatter (FSC)-A (A: area) por
FSC-H (H: altura); Sele¢&o da populacao de linfécitos através das medidas FSC-A (tamanho das
células) por Side Scatter (SSC-A) (granulosidade/complexidade das células); Selecdo de células
vivas através da marcagdo com LIVE/DEAD e contagem dos linfocitos marcados para CD69 ou
CD38 dentro da populagdo de CD3 (Pacific Blue)+ e CD4 (PE)+ vivas (LIVE/DEAD low). E
apresentado a dosagem de IL-13 (B) e IL-18 (C) no sobrenadante de cultura das células ativadas
por tempos distintos (3h, 14h, 24h, 48h, 72h) avaliado por Elisa. Em (D) é avaliado a viabilidade
celular por dosagem de LDH presente no sobrenadante de cultura nas células ativadas (24h, 48h
e 72h). Todos os dados sao representados como média + desvio padrdo (DP).

O teste de Friedman foi aplicado para comparar as condi¢des estimulado em relagdo ao NE (*p
< 0,05) ou para comparar as distintas concentragdes entre si (#p < 0,05). NE: N&o Estimulado.
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APENDICE F- Curva de concentrac&o inibidores — mondcitos

No intuito de estabelecer a concentragao de uso dos inibidores escolhidos
para o estudo (MCC950: Inibidor especifico de NLRP3; Partenolide: Inibidor
amplo do inflamassoma), para os ensaios com mondcitos purificados, foram
testadas diferentes concentragdes utilizando como referéncia a literatura recente
(Coll et al., 2015).

Brevemente, foram mantidas 0,4 x10° células CD14+ isoladas de
controles saudéaveis (n = 6) em meio RPMI-10% FBS na presencga de 1, 10 e 50
MM do MCC950 por 1 hora, ou de 1, 10 ou 20 uM do Partenolide por 15 minutos.
Em seguida foi adicionado LPS por 3h (A, C) ou 24h (B, D) seguidos da adi¢céo
de 1 mM de ATP por 15 minutos. O sobrenadante de cultura foi coletado a cada
condicdo, e utilizado para dosagem de IL-1 por Elisa.

Foi possivel observar uma inibicéo significativa da producéo de IL-18 na
estimulacdo tanto com LPS como LPS+ATP (3h e 24h) a partir das
concentragdes de 10 uM de MCC950 e 10 pM de Partenolide (p < 0,05) e sem
diferencas para as concentragbes superiores (p > 0,05). Portanto, definimos
como concentracdo ideal dos inibidores 10 uM de MCC950 e 10 uM de
Partenolide.

Vale destacar que a presenca dos inibidores em todas as condi¢cbes
descritas ndo afetou significativamente o nivel de morte celular avaliada pela

dosagem de LDH no sobrenadante de cultura (dados ndo representados

graficamente).
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Figura. Padronizacdo da concentracdo de MCC950 e Partenolide para inibicdo do
inflamassoma nos monécitos humanos.
Mondécitos CD14+ foram purificados de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de
controles saudaveis (CS = 6) e cultivados em RPMI-1640 com 10% de SFB, pré-tratados com os
inibidores (A, B) MCC 950 (1, 10 e 50 uM) por 1 hora ou (C, D) Partenolide (1, 10, 20 uM) por 15
minutos. Em seguida as células foram estimuladas com 1 pg/mL de lipopolissacarideo (LPS) por
3h (A, C) ou 24h (B, D) seguidos da adicdo de 1mM de ATP por 15 minutos. Foram coletados
os sobrenadantes de cultura e dosado os niveis de IL-1f por Elisa.

Todos os dados séo representados como média * desvio padrao (DP).
O teste de Friedman foi aplicado para comparar as condi¢des LPS e LPS+ATP em relagdo aos
inibidores (*p < 0,05).
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APENDICE G- Curva de concentracéo inibidores — linfécitos B

No intuito de estabelecer a concentrac&o de uso dos inibidores escolhidos
para o estudo (MCC950: Inibidor especifico de NLRP3; CGI1746: Inibidor
especifico da Btk), para os ensaios com linfécitos B purificados, foram testadas
diferentes concentragdes utilizando como referéncia a literatura recente (Ali et
al., 2017).

Brevemente, foram mantidas 0,4 x10° células CD19+ isoladas de
controles saudaveis (n = 5) em meio RPMI-10% FBS na presenca de 10, 100 e
200 pM do MCC950, ou de 1 e 10 uM do CGI1746 por 1 hora. Em seguida foi
adicionado 1 pg/mL de LPS ou 200 pg/mL de B-glucana por 24 horas ou 1 pg/mL
de CpG por 72h. O sobrenadante de cultura foi coletado a cada condicéo, e
utilizado para dosagem de IL-1B e IgM por Elisa e LDH por kits comerciais.

Na figura abaixo é possivel observar que todas as concentracbes de
MCC950 levaram a uma inibicéo significativa dos niveis de IL-1B (p < 0,05) tanto
na estimulacdo com LPS (A) quanto na estimulagdo com B-glucana (B) e sem
diferencas entre si. Ja em relacdo ao CGI1746, somente a 10 uM que foi possivel
observar uma reducéo significativa dos niveis de IL-1p frente a ambos estimulos
(A, B).

Como mencionado anteriormente, para avaliacdo dos niveis de IgM, as
células foram estimuladas com 1 pg/mL de CpG por 72 horas, e a inibicao foi
observada na presenca de MCC a 200 uM e CGI1746 a 10 pM.

Vale destacar que nenhuma das concentracdes dos inibidores levou a um
aumento significativo da morte celular avaliada pela dosagem de LDH no
sobrenadante de cultura (D).

Em conjunto, os dados apresentados nos levaram a definir as
concentragcfes de uso de 10 pM para o MCC950 e CGI1746. Somente nos
ensaios de inibicdo dos niveis de IgM que foi utilizado a concentragcéo de 200 uM
de MCC950.
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Figura. Padronizacdo da concentracdo de MCC950 e CGI1746 para inibicdo do
inflamassoma em linfocitos B humanos.

Linfécitos B CD19+ foram purificados de células mononucleares de sangue periférico (PBMC)
de controles saudaveis (CS = 5) e cultivados em RPMI-1640 com 10% de SFB, pré-tratados com
0s inibidores MCC 950 (10, 100 ou 200 uM) ou CGI1746 (1 ou 10 uM) por 1 hora. Em seguida
as células foram estimuladas com 1 pg/mL de lipopolissacarideo (LPS) ou com 200 ug/mL de [B-
glucana por 24h, ou com 1 pg/mL de CpG por 72 horas. Foram coletados os sobrenadantes de
cultura e dosado os niveis de IL-13 (A, B) e IgM (C) por Elisa, assim como a liberacdo de LDH
(D). Todos os dados séo representados como média * desvio padrao (DP).

O teste de Friedman foi aplicado para comparar as condigbes LPS, 3-glucana ou CpG em relagdo
aos inibidores. (*p < 0,05).
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APENDICE H- Resultado completo do estudo de associac&o

Resultado da andlise de associagcdo dos SNPs com as variaveis clinicas e laboratoriais
dos pacientes HIV em ART.

Variavel Gene SNP p-value p-valuecorr
NLRP3 rs10754558 | 0,32 0,46
rs35829419 | 0,82 0,90
IL1B rs16944 0,006 0,001
IL18 rs1834481 0,11 0,19
CD4+ T rs5744256 0,13 0,20
(Células/mm3) | CARDS rs2043211 0,21 0,30
P2X7R rs2230911 0,10 0,19
rs3751143 0,08 0,10
IRF4 rs12203592 | 0,12 0,20
KPNA2 rs8078543 0,21 0,28
NLRP3 rs10754558 | 0,04 0,06
rs35829419 | 0,023 0,04
IL1B rs16944 0,002 0,006
IL18 rs1834481 0,29 0,32
CD8+ T rs5744256 0,41 0,45
(Celulas/mm3) | CARDS rs2043211 0,10 0,11
P2X7R rs2230911 0,42 0,50
rs3751143 0,16 0,12
IRF4 rs12203592 | 0,21 0,09
KPNA2 rs8078543 0,06 0,03
NLRP3 rs10754558 | 0,29 0,22
rs35829419 | 0,18 0,16
IL1B rs16944 0,11 0,10
Razéo IL18 rs1834481 0,08 0,06
CD4+/CD8+ rs5744256 0,09 0,07
T1 CARDS rs2043211 0,43 0,41
(Células/mm3) [ p2x7R rs2230911 0,29 0,26
rs3751143 0,41 0,44
IRF4 rs12203592 | 0,62 0,63
KPNA2 rs8078543 0,29 0,27
NLRP3 rs10754558 | 0,24 0,28
rs35829419 | 0,56 0,54
IL1B rs16944 0,001 0,002
Nadir IL18 rs1834481 0,31 0,33
CD4+ T rs5744256 0,11 0,09
(Celulas/mm3) | cCARDS rs2043211 0,49 0,47
P2X7R rs2230911 0,13 0,12
rs3751143 0,07 0,08
IRF4 rs12203592 | 0,15 0,19
KPNA2 rs8078543 0,09 0,06
NLRP3 rs10754558 | 0,54 0,50
rs35829419 | 0,16 0,14
IL1B rs16944 0,005 0,01
Doenca IL18 rs1834481 0,89 0,81
Autoimune rs5744256 0,85 0,86
(Sim/Néo) | CARDS rs2043211 0,31 0,35
P2X7R rs2230911 0,21 0,14
rs3751143 0,02 0,04
IRF4 rs12203592 | 0,14 0,12
KPNA2 rs8078543 0,08 0,09
NLRP3 rs10754558 | 0,41 0,49




rs35829419 | 0,57 0,73
IL1B rs16944 0,008 0,006

Doenca IL18 rs1834481 0,85 0,81
Cardiovascular rs5744256 0,81 0,86
(Sim/Néo) CARDS8 rs2043211 0,08 0,17
P2X7R rs2230911 0,35 0,44

rs3751143 0,07 0,09

IRF4 rs12203592 | 0,03 0,04

KPNA2 rs8078543 0,25 0,20

NLRP3 rs10754558 | 0,21 0,26
rs35829419 | 0,07 0,06

IL1B rs16944 0,12 0,19

Diabetes IL18 rs1834481 0,57 0,62
(Sim/Néo) rs5744256 0,54 0,56
CARDS rs2043211 0,09 0,13

P2X7R rs2230911 0,31 0,33

rs3751143 0,08 0,10

IRF4 rs12203592 | 0,02 0,02

KPNA2 rs8078543 0,11 0,13

NLRP3 rs10754558 | 0,15 0,19
rs35829419 | 0,12 0,10

IL1B rs16944 0,16 0,13

Doenca Renal | |L18 rs1834481 0,70 0,72
(Sim/Néo) rs5744256 0,71 0,75
CARDS rs2043211 0,62 0,68

P2X7R rs2230911 0,41 0,41

rs3751143 0,06 0,07

IRF4 rs12203592 | 0,01 0,03

KPNA2 rs8078543 0,26 0,28

NLRP3 rs10754558 | 0,40 0,41
rs35829419 | 0,91 0,92

Doenca IL1B rs16944 0,004 0,01
Hepatica IL18 rs1834481 0,51 0,56
(Sim/Néo) rs5744256 0,60 0,63
CARDS rs2043211 0,17 0,19

P2X7R rs2230911 0,41 0,41

rs3751143 0,28 0,29

IRF4 rs12203592 | 0,22 0,27

KPNA2 rs8078543 0,01 0,02

NLRP3 rs10754558 | 0,32 0,36
rs35829419 | 0,64 0,67

IL1B rs16944 0,01 0,03
Osteoporose | |18 rs1834481 0,83 0,84
(Sim/Né&o) rs5744256 0,78 0,79
CARDS rs2043211 0,21 0,25

P2X7R rs2230911 0,32 0,38

rs3751143 0,09 0,08

IRF4 rs12203592 | 0,13 0,10

KPNA2 rs8078543 0,0 0,02

NLRP3 rs10754558 | 0,001 0,000
rs35829419 | 0,31 0,37

IL1B rs16944 0,62 0,61
Anti-HBsAg | IL18 rs1834481 0,35 0,41
Media rs5744256 0,21 0,51
(mmiU/mL) | CARDS rs2043211 0,10 0,11
P2X7R rs2230911 0,11 0,14

rs3751143 0,02 0,04

peorr “p” corrigido por género, idade, tempo de doenca e tempo de ART.
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APENDICE | — Artigo publicado: “Antagonistic role of IL-18 and NLRP3/IL-
18 genetics in chronic HIV-1 infection”.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Host genetics affects both susceptibility and progression of HIV-1 infection. NLRP3 inflammasome provides a
HIV-1, chronic infection first-line defense in viral infections, and, accordingly, gain-of-function variants in NLRP3 have been associated
NLRP3 with protection against HIV-1.

Inflammasome Despite antiretroviral treatment (ART), HIV-infected patients continue to present systemic inflammation with
IL-18 h . infl P I . 1 ch . . b lifyi
L18 a heterogeneous prognosis. As NLRP3 inflammasome is involved in several chronic diseases by amplifying

“sterile” inflammation, its role in chronic phase of HIV infection has been postulated.

Little is known about inflammasome genetics in HIV-infected patients and whether it may play a role in the
different clinical outcomes. Therefore, we questioned whether NLRP3 inflammasome genetics could affect the
clinical course of HIV-1 infection as it does in host/virus interaction.

For this purpose, we analyzed selected single nucleotide polymorphisms (SNPs) in ART-treated HIV-infected
patients (n = 300), in Long Term Non-Progressors/Elite Controllers and progressors (n = 133), and in HIV-
infected individuals submitted to dendritic cell (DC)-based immunotherapy (n = 19).

SNPs leading to increased activation of NLRP3 inflammasome are beneficial for patients, while SNPs that
negatively affect NLRP3 activation or IL-18 production, detrimental. In contrast, gain-of-function variant in IL1B
is also detrimental for patients, suggesting that while IL-1 possible contributes to immune exhaustion, the axis
NLRP3-inflammasome/IL-18 could act positively in chronic infection. Functional assays supported genetic re-
sults: NLRP3 variants associated with good quality HIV+ DC, and ILIB -511C > T with a poor one. Loss-of-
function SNPs affect HIV+ T cells proliferation.

These findings proposed for the first time that NLRP3 inflammasome, mainly through IL-18, play a protective
role in chronic HIV infection.

1. Introduction recognize molecular patterns both from pathogens (PAMPs) or from
host tissue damage/stress (DAMPs), while others, such as NLRP3, can

To counteract infections, several cytoplasmic innate immune re- be indirectly activated by several PAMPs and DAMPs through the in-

ceptors (i.e.. NLRP3, NLRC4, AIM2) are known to induce the assem-
bling of the multiprotein complex termed inflammasome, which lead to
the activation of inflammatory caspase-1 and the consequent cleavage
of several substrates including the pro-inflammatory cytokines IL-18
and IL-18, and the cell death pyroptosis protein, gasdermin D [1]. On
the other side, inflammasome could be improperly activated in sterile
condition causing severe chronic inflammatory disorders, such as au-
toimmunity, obesity and cardiovascular diseases [2].

Some inflammasome receptors (i.e.. NLRC4 and AIM2) directly

duction of cytoplasmic alterations, such as ATP-dependent K+ efflux
(by P2X7 receptor), lysosomal or mitochondrial damage [1].
Gain-of-function polymorphisms in NLRP3 (i.e.: missense substitu-
tion p.Q705K/rs35829419; 3’'UTR variant rs10754558) lead to the de-
crease of inflammasome activation threshold and a general increase of
IL-18 and IL-18 production [3,4]. Loss-of-function variants in NLRP3
regulators could increase inflammasome activation, such in the case of
the non-sense variation rs2043211 (Cys10Ter) in NLRP3 inhibitor
CARDS [5], or decrease it, as for missense substitutions in P2X7 (as
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Table 1

Clinical Immunology 209 (2019) 108266

Demographic and clinical characteristics of HIVinfected cohorts. Sex, age, time of diagnosis (total and before the treatment) as well as plasma viral load (PVL) and
CD4+ T cells counts before (0) and after [1] the treatment (ART or DC-based immunotherapy) were reported. For CD4+ T cells mean level and nadir of values
collected during follow-up were indicated. Data are expressed as mean *+ standard deviation (SD), except where alternatively indicated. LTNP: long-term non

progressors; EC: elite controllers; P: progressors. TB: tuberculosis.

Cohort ID Cohort 1 Cohort 2 Cohort 3
Subjects, n 300 133 19

Sub-groups, (n) - LTNP/EC (84) P (49) -

Sex (M/F), n 187/113 58/26 36/13 14/5

Age (years), mean * SD 52.22 * 10.95 43.06 = 11.55 37.33 = 10.78 34.37 £ 7.97
Time of diagnosis (years), mean = SD 19.43 = 5.74 10.92 = 7.02 5.47 = 3.57 8.37 = 12.16
Time of diagnosis before treatment (years), mean *+ SD 0.85 = 1.94 - - -

Subjects with non-HIV morbidity, n 52 0 0 0

PVL, (log RNA copies/mmS) 4.55 = 1.10 2.50 = 1.65 3.54 = 1.66 4.16 + 0.62
PVL, (log RNA copies/mm®) <17 - - 3.80 + 1.01
CD4+ Ty (cells/mm3), mean * SD 322.5 = 278.3 609.4 + 213.3 314.6 = 244 452.0 = 102.1
CD4+ Ty (cells/mm®), mean *+ SD 755.4 * 471.0 - - 471.7 = 135.8
CD4+ T; (cells/mm®), mean nadir = SD 403.9 + 229.5 - - -

largely reviewed by Di Virgilio et al. [6,7]). As expected, due to NLRP3
inflammasome role in innate immunity and inflammation, these poly-
morphisms have been associated with protection against microbes
[8-11] or eventually to susceptibility to chronic sterile diseases [8,12].

Previous results from our group have shown the protective effect of
NLRP3 rs10754558 3’'UTR gain-of-function variant on HIV-1 suscept-
ibility [13,14], suggesting an important role of NLRP3 during the first
contact with HIV. Subsequent studies demonstrated that the virus is
able to activate NLRP3 inflammasome in monocytes [15] and dendritic
cells (DC) [16] resulting in IL-18 and IL-18 production, innate immune
response and inflammation at the site of infection.

Altogether, these findings indicate a role of NLRP3 inflammasome
in the first line defense against HIV-1. However, poor data are nowa-
days available about the role of the complex in the chronic infection
and the resulting immune system exhaustion of HIV-infected patients.
Despite antiretroviral treatment (ART), HIVinfected patients continue
to present systemic inflammation with heterogeneous prognosis (i.e.:
cardiovascular diseases, metabolic disorders and neurologic impair-
ment) [17]. Since NLRP3 inflammasome is dysregulated in several
chronic diseases, such as metabolic disorders and obesity, neurode-
generative diseases, autoinflammatory syndromes and autoimmune
diseases [2], in which it plays a pivotal function amplifying “sterile”
inflammation, a role in chronic phase of HIV infection also have been
postulated [18,19]. Several molecules were developed to specifically
inhibit different checkpoints of inflammasome activation [20,21].
Pharmacologic inhibition of inflammasome could represent a targeted
treatment for chronic complications in HIV-infected patients, and the
demonstration of inflammasome contribution is an appealing challenge.

As above-mentioned, genetic variants in inflammasome components
and/or regulators modulate the threshold of complex activation and
contribute to the heterogeneity of clinical manifestations of specific
infectious or sterile diseases, leading to the use of inflammasome in-
hibitors in genetic positive individuals [21].

Although it was demonstrated an important role of inflammasome
genetics during the first contact with HIV [13,14], little is known about
inflammasome genetics in HIV-infected patients and whether it may
play a role in the different clinical outcomes. Therefore, we questioned
whether NLRP3 inflammasome genetics could affect the clinical course
of HIV-1 infection as it does in host/virus interaction.

Whether at the first host/virus interaction the activation of NLRP3
inflammasome seems to be important to counteract HIV-1 acquisition
[15,16], we hypothesize that, once the infection is established, the
activation of inflammasome, leading to the production of pro-in-
flammatory cytokines IL-1 and IL-18, and/or eventually contributing
to immune cells loss through pyroptosis, may be disadvantageous ra-
ther than beneficial.

Considering that host genetics affect both the susceptibility as well

as the progression of HIV infection, we then questioned whether in-
flammasome genetics could affect the clinical course of HIV-1 infection.

For this purpose, we evaluated the effect of functional NLRP3 in-
flammasome genetic variants on plasma viral load and T lymphocytes
level in a cohort of HIV+ chronically infected patients. We then re-
plicated the study in a cohort of patients classified as Long Term Non-
Progressors (LTNP) or Elite Controllers (EC) and progressors (P), and in
a group of HIV-infected individuals submitted to DC-based im-
munotherapy. These last two cohorts help us to refine our results by
elucidating the contribution of inflammasome genetics in individuals
that naturally control HIV infection (LTNP/EC), or better respond to
immunization, as an indirect measure of immune system preservation/
exhaustion of HIVinfected patients.

2. Patients and methods
2.1. Cohort 1: Sdo Paulo (SP) HIV cohort

300 HIV-infected patients (52.22 * 10.95 years), proceeding from
the metropolitan area of Sdo Paulo (SP, Brazil), seropositive for at least
5years (19.43 + 5.74years), in antiretroviral therapy were recruited
for genomic DNA isolation at the service for HIV-infected patients
health care (SEAPH) of “Hospital das Clinicas” and Faculty of Medicine,
University of Sdo Paulo (HC-FMUSP; SP, Brazil) from January 2016 to
December 2018. Plasma HIV RNA levels and CD4+ T cell counts were
measured either before the start of ART and during the course of clin-
ical care by the clinical laboratory associated with the medical center.
As all the patients were nowadays in ART, we estimated the genetic
association taking into account the clinical data before and after the
start of ART (mean or nadir values obtained from follow-up data). 52
out of 300 patients present of at least one of non-HIV diseases (i.e.:
tuberculosis, opportunistic infection, osteoporosis, cardiovascular dis-
eases, autoimmune diseases, renal or liver failure). Demographic
characteristics of the participants, as well as PVL and T lymphocytes
counts before and after the start of ART are summarized in Table 1.

2.2. Cohort 2: long-term non-progressors (LTNP), elite controllers (EC) and
progressors (P)

Genomic DNA of 133 HIV infected patients (43.06 + 11.55 years)
naive for ART and grouped according to clinical disease progression in
EC (50-1000 copies HIV genome/mm?>, and > 400 CD4+ T lympho-
cytes/mmg), LTNP (< 10,000 copies HIV genome/mms, and > 400
CD4+ T lymphocytes/mm?®), and P (> 10,000 copies HIV genome/
mm?®, and < 200 CD4+ T lymphocytes/mm®) was included in the
study. Main characteristics of this cohort are described in [22] and
summarized in Table 1. For genotyping analysis we grouped EC and
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LTNP (n = 84) and P (n = 49).
2.3. Cohort 3: Immunized HIV-infected patients

Genomic DNA and peripheral blood samples of 19 HIV-infected
patients from metropolitan area of Sao Paulo (SP, Brazil) and submitted
to DC-immunotherapy at the Laboratory of Medical Investigation (LIM)-
56 of HC-FMUSP (phase I/II clinical trial; clinical trial.gov ID:
NCT02766049) were used for genotyping and cellular assays. All pa-
tients were adult (34.37 + 7.97 years), seropositive for at least 5 years
(8.37 = 2.16), naive for ART for at least 1 year, and without clinical
AIDS or other infectious or chronic diseases, with blood CD4* T cells
count > 350 cells/mm®, and PVL > 1000 copies HIV genome/mm?
before the start of the immunization. They were vaccinated with three
doses of 3-30 x 10° autologous HIV-pulsed DC in 2-week intervals
(according to phase-I trial [23]) and followed-up for 1 year. Complete
data of the trial are not yet published, however the immunization
product resulted safe, with no adverse events, but with a modest effect
on PVL and T cell count. Main characteristics of the participants, as well
as PVL and T lymphocytes counts before and after 1 year of the im-
munization, are summarized in Table 1.

2.3.1. Ethical statement

All subjects gave informed consent and the research protocols were
approved by the corresponding institutional review boards on the
conduct of research human subjects at each study site.

2.3.2. Laboratory analysis

The plasma viral load was quantified using the VersantR HIV-1 RNA
3.0 Assay bDNA kit (Bayer Corporation) and System 340 bDNA. The T
lymphocytes count was performed using CD3 FITC/CD8 PE/CD45
PerCP/CD4 APC with BD Trucount™ Tubes by flow citometry
(FACSCalibur) (BD Biosciences).

2.3.3. SNPs genotyping

Eight single nucleotide polymorphisms in NLRP3 inflammasome
components and related cytokines were selected based on literature and
on previous results, as detailed in Table 2. Genotyping was performed
by commercially available allele-specific TagMan assays (Applied Bio-
systems, Thermo Fisher Scientific) and qPCR on a QuantStudio 3.0 real-
time PCR instrument (Applied Biosystems). Allelic discrimination was
performed using the QuantStudio 3.0 software (Applied Biosystems).

2.3.4. Cellular functional assays

Peripheral blood of HIV-infected patients belonging to cohort 3 was
collected for monocytes-derived DC obtainment before the start of
immunization protocol. Briefly, peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) were isolated from fresh blood by Ficoll-Paque gradient (GE
Healthcare), following the manufacturer's protocol. PBMC were used for
monocytes and lymphocytes obtainment. Monocytes were cultured at
1.5-2 x 10° cells/ml in AIM-V medium (Gibco, Thermo Fisher Scientific)
containing 50 ng/ml GM-CSF (Cell-Genix) and 50 ng/ml IL-4 (Cell-
Genix) for 5days to differentiate in immature DC (iDC). Lymphocytes
were frozen and stored to be used for autologous DC-lymphocytes co-
culture assays. DC were pulsed with autologous aldrithiol-inactivated
HIV-1 (10° viral particles/30 X 10% DC) for 4 h, and then treated with
50ng/ml IL-4, 50ng/ml GM-CSF, 50ng/ml TNF, 10ng/ml IL-1R,
100 ng/ml IL-6 for 48 h to become mature DC (mDC). DC maturation
and activation were analyzed by the expression of cell surface markers
(CD14, CD11c, HLA-DR, CD80, CD86, CD83, CD40, DC-SIGN, CCR6)
and flow cytometry (FACSCalibur) (BD Biosciences). Cell viability was
determined by the use of LIVE/DEAD® kit (Thermo Fisher Scientific)
and flow cytometry (FACSCalibur) (BD Biosciences). Phagocytosis ca-
pacity of iDC was evaluated by cell internalization of fluorescently la-
belled (FITC) dextran beads and flow cytometry.

Ability of mDC to activate T cells was tested by mDC/autologous T
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lymphocytes co-culture assays. Briefly, 4 x 10* mDC were cultured
with 2 x 10° autologous T lymphocytes (ratio: 1/5) in duplicates in 96-
round bottom wells plates for 24 and 96 h. Brefeldin A (20 pug/ml;
Sigma-Aldrich) was added 6 h before the end of assay. T lymphocytes
proliferation was measured by the mean of CSFE dilution (Thermo Fisher
Scientific). IFN-y, MIP-1f3, IL-2 and TNF production by T lymphocytes
were measured by intracellular staining and flow cytometry
(FACSCalibur) (BD Biosciences).

2.3.5. Statistical analysis

Multivariate analysis and general linear model (GLM) were used to
analyse the SNPs associated with clinical or laboratory variables
(“SNPassoc” package; www.r-project.org). Data were adjusted for sex,
age, time from diagnosis and presence of non-HIV chronic diseases
(yes/no). Akaike information criterion (AIC) was used for the selection
of the best fitting model of inheritance of each SNP [24]. Haploview
software [25] was used to investigate the linkage disequilibrium (LD)
pattern and for deriving the haplotypes. The Fig. 1 showed the LD
blocks and the haplotypes for blocks. Rare haplotypes (< 0.05) were
excluded from analysis. Taking into account that IL1B and IL18 SNPs
share the same genetic locus (2q13-q21), and that 2 SNPs of NLRP3 and
P2X7 also are supposed to present a LD, a formal Bonferroni correction
for the number of independent genetic loci would require a significance
threshold of p = .013 (po/n, pp = 0.05, n = 4 independent loci). Multi t-
test was applied in time-course analysis.

3. Results

Multivariate analysis of inflammasome SNPs distribution in HIV-
infected patients (cohort 1) was performed according to PVL and CD4 +
T lymphocytes count before and after ART (the arithmetic mean and
nadir of 10-years follow-up have been used). Sex, age and time of dis-
ease before ART or total time of disease, respectively, were included in
the analysis as confounder variables. Complete analysis is included in
Supplementary File 1. Statistically significant results are resumed in
Table 3.

Both IL18 variants resulted significantly associated with PVL before
the start of ART, being more frequent in patients with a high PVL,
according to a dominant model of inheritance for the minor allele
(rs1834481 C/G + G/G: 5.0 = 0.1, versus C/C: 4.4 *= 0.1; and
rs5744256 A/G + G/G: 5.0 = 0.1, versus A/A: 4.1 + 0.1) (Table 3).

Accordingly, the haplotype containing minor alleles of both SNPs
(rs1834481/G-rs5744256/G; frequency: 0.16) was significantly asso-
ciated to increased PVL, when compared to the wild type one
(rs1834481/A-rs5744256/C: frequency: 0.83) (G-G: 4.8 = 0.31og RNA
copies/ml, versus A-C: 3.8 = 0.1 log RNA copies/mm?; p,q; = 0.006).

These two variants (analyzed alone or in haplotypes) did not as-
sociate to CD4+ T cells count before ART (p,q; > 0.05), nor with
clinical variables after ART (p,g; < 0.05) (Supplementary File 1). IL18
haplotypes did not associate with PVL;, or CD4+ T cells count.

Differently from IL18 SNPs, the gain-of-function promoter variant
IL1B 1516944 (previously known as —511C > T) resulted differently
distributed according to CD4+ T cells level in ART treated patients
(CD4+ T;) being more frequent in patients with a lower lymphocytes'
count after the start of the treatment (T/T: 538.4 + 39.0 cells/mm?; C/
C + C/T: 660.1 + 20.5; according to a recessive model of inheritance
for the minor T allele (Table 3). Moreover, during follow-up, rs16944
T/T carriers showed a reduction of CD4+ T cells level compared to
non-carriers (C/C + C/T) (p = .001) (Fig. 2).

P2X7 rs2230911 (Ser357Thr) resulted significantly associated with
PVL in HIV-infected individuals before the start of ART, being G/G
genotype more frequent in patients with higher PVL, (G/G: 6.2 = 0.2
log RNA copies/mm?), than C/C or C/G (C/C + C/G: 4.5 * 0.1 log
RNA copies/mm?), according to a recessive model of inheritance for the
minor G allele (Table 3). The same polymorphism resulted associated to
lower plasma level of CD4+ T, (G/G: 27.5 + 26.5 cellsymm?) than C/
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Table 2

Genetic variants in inflammasome components. Identification number of polymorphism (ID), gene and RefSeq sequences, chromosomic position (Position; from
GRCh38.p12 sequencing release), nucleotide and amino acidic change (Variation), functional effect (Effect) and relative reference (Ref), as well as minor allele
frequency (MAF) in different populations (EUR: european-ancestral; AFR: african-ancestral; SAS: south asian-ancestral; EAS: east-asian ancestral; AMR: amerindian-
ancestral; from 1000Genome project) are reported. For each gene, the chromosomic locus, the mRNA and protein reference sequences are indicated. Data about
functional effect of polymorphism were obtained from literature, and/or from public databases of gene/protein expression (https://www.GTEX.org; and/or https://
www.proteinatlas.org).

Gene (RefSeq) D Position Variation Effect EUR AFR SAS EAS AMR
(GRCh38.p12)

NLRP3 rs35829419 247425556 8.247425556C > A Increased IL-18/IL-18 production [3] 0.05 0.01 0.04 0 0.02
NG_00709.2 c.2113C > A
NM_004895.4 p.(GIn705Lys)
rs10754558 247448734 g.247448734G > C Higher NLRP3 mRNA stability; [4] 0.46 0.25 0.37 0.41 0.25
¢.*230G > C lower miR223, miR4273 binding
IL1B rs16944 112837290 g.112837290 A > G Increased IL-18 release [23] 0.35 0.57 0.60 0.47 0.55
NG_008851.1 c.-598T > C
NM_000576.2
IL18 rs5744256 112152125 €.112152125 A > G Lower plasma level of IL-18 [26] 0 0.22 0.06 0 0.10
NG_028143.1
NM_001562.4 rs1834481 112153104 €.112153104C > G  Lower plasma level of IL-18 [29] 0.20 0 0.06 0 0.10
CARDS rs2043211 48234449 g.48234449 A > T Increased IL-18 release 0.33 0.18 0.32 0.51 0.27
NG 029574.2 c.304T > A Higher CARDS8 expression* [5]
NM_001184900.3 p.(Phel02Ile)
P2X7R rs3751143 121184501 g.121184501A > C  Loss of function — suboptimal receptor assembly 0.20 0.08 0.32 0.27 0.19
NG 011471.2 affecting pore formation [7]
NM _ 002562.6
rs2230911 121177328 g.121177328C > G  Loss of function - partial reduction in channel and pore 0.08 0.16 0.19 0.17 0.26

formation [7]
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Fig. 1. Linkage Disequilibrium analysis results for inflammasome SNPs in the studied cohort. Haploview plot shows haploblocks and Linkage Disequilibrium (LD)
values (reported as D'/LOD) for inflammasome SNPs genotyped in cohort 1.

C or C/G (C/C + C/G: 331.2 + 19.2 cellsymm?®) according to a re- associated with clinical data after ART (Supplementary File 1). Ac-
cessive model of inheritance (Table 3). Differently, rs3751143 cordingly, P2X7 haplotypes did not resulted significantly associated to
(Glu496Ala) was not associated with PVL, and CD4 + ( T cells count PVL nor to CD4+ T cells count (data not shown).

(pagj > 0.05) (Supplementary File 1). None of those SNPs significantly NLRP3 variants rs35829419 (GIn705Lys) and rs10754558 (3’'UTR)
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Table 3

Multivariate analysis results for inflammasome SNPs association with HIV-infected patients clinical variables. Multivariate analysis was performed for inflammasome
SNPs and plasma viral load (PVL) and CD4 T cells count (CD4+ T) before and after antiretroviral therapy (ART). Sex, age, time of disease and presence of non-HIV
morbidities were included in the analysis as confounder variables. Only statistically significant results after correction for multiple comparisons (p < .013) are
reported. Gene, single nucleotide polymorphism (SNP) or SNPs haplotype, genotypes and haplotypes distribution (frequency), mean = standard error (SE), adjustes
p-values(p,g;) are reported for plasma viral load before (PVL,) and after (PVL,) the start of ART, and for CD4 + T cells count before (CD4 + T,) and after (CD4 + T;)

the start of ART.

Clinical variable Gene SNP/haplotype (minor allele) Genotypes /Haplotypes (frequency) Mean * SE Padj
Before ART
PVL, (log RNA copies/mm?) IL18 rs1834481 (G) C/C (0.68) 44 + 0.1 0.005
C/G (0.30) 50 * 0.1
G/G (0.02) 49 = 0.3
155744256 (G) A/A (0.70) 41 += 0.1 0.006
A/G (0.27) 49 * 0.1
G/G (0.03) 52 * 0.3
rs1834481(G)-rs5744256 (G) others (0.83) 43 £ 0.1 0.006
/G—/G (0.16) 4.8 + 0.3
P2X7 152230911 (G) C/C (0.81) 46 = 0.1 0.012
C/G (0.18) 41 * 0.3
G/G (0.01) 6.2 + 0.2
CD4+ T, (cells/mm®) P2X7 rs2230911 (G) C/C (0.84) 288.1 + 18.4 0.008
C/G (0.16) 424.6 £ 49.5
G/G (0.01) 27.5 = 26.5
After ART
CD4 + Ty (cells/mm?) IL1B rs16944 (T) C/C (0.34) 724.8 £ 41.3 0.002
C/T (0.51) 652.5 + 24.7
T/T (0.15) 497.8 + 38.2

as well as CARDS8 rs2043211 (Cys10Ter) did not result significantly
associated with PVL or CD4+ T cells count in this cohort after
Bonferroni correction.

Taking into account that all studied SNPs affect the same complex,
we then analyzed the effect of interaction (epistasis) between SNPs in
different genes (NLRP3, CARDS8, P2X7, IL1B and IL18) and clinical
parameters by the meaning of a two-SNPs model of interaction. In Fig. 3
adjusted p-values for SNPs interaction log-likelihood ratio (LRT) test
were graphically resumed for PVL, (Fig. 3a), PVL; (Fig. 3b), CD4+ T,
(Fig. 3c) and CD4+ T; (Fig. 3d). When we performed the multivariate
analysis of SNPs with major interactions score, we observed that none

of the combinations significantly associated with clinical variables ac-
cording to Bonferroni threshold (Supplementary File 2).

Then we tested the SNPs interaction in 10-years follow up, we ob-
served that NLRP3 SNPs together (rs35829419 and rs10754558) or as
well as rs35829419 (GIn705Lys) and CARDS8 rs2043211 (Cys10Ter)
combination positively affect CD4+ T cells levels (Fig. 3e—f).

Altogether these results point out for an opposite role of in-
flammasome cytokines in chronic HIV infection. For what concerns
NLRP3 receptor, it appears to exert a beneficial role during chronic
infection.

According to these findings we hypothesized that NLRP3/IL-18 axis

= C/C+C/T
m T
800+
E
E
@ 600+
]
8 2
=
+ 4004
=
o
(3]
200
0 T T T T T T T r T T T years

0 1 2 3 4 5

6 7 8 9 10

Fig. 2. Effect of variant IL1B rs16944 on CD4+ T lymphocytes level in HIV-infected patients. CD4+ T cells levels according to IL1B rs16944 genotypes during 10-
years follow up. Multiple t-test significance (*: p < .05). Dotted line indicated the threshold for CD4+ T cells (500 cells/mm?).
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Fig. 3. Effect of SNP-SNP interaction on clinical variable of HIV-infected patients.
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a-d) A SNP-SNP interaction analysis was performed in cohort 1 by the meaning of a log-likelihood ratio test. Interaction plots for each SNP using for genetic models.
Each plot contains the adjusted p-values (p,q;) for the interaction (epistasis) log-likelihood ratio (LRT) test obtained for PVL, (a), PVL, (b), CD4 + Ty (c) and CD4 + T,

(d) variables.

e) 10-years time-course of CD4 + T cells count in HIV-infected patients of cohort 1. Data were grouped according to NLRP3 rs10754558 C > G and rs35829419
C > A individual genotypes (dominant model for rs10754558). Multiple t-test significance (*: p < .05). Dotted line indicated the threshold for T CD4 + cells (500

cells/mm?).

f) 10-years time-course of CD4 + T cells count in HIVinfected patients of cohort 1. Data were grouped according to NLRP3 rs35829419 C > A and CARDS8 rs2043211
individuals genotypes (dominant model for rs2043211). Multiple t-test significance (*: p < .05). Dotted line indicated the threshold for T CD4+ cells (500 cells/

mm®).

could be relevant in natural infection and contribute to the HIV con-
trolling phenotype. Therefore we genotyped the eight polymorphisms
in a cohort (n = 133) of untreated HIV-infected patients classified in
elite controllers, long-term non-progressors and progressors (cohort 2).
However any statistical significant difference after Bonferroni correc-
tion was observed when SNPs frequency was compared between LTNP/
EC and P (Supplementary File 3), even if a trend of protective effect
toward a worse progression was observed for NLRP3 rs10754558
(Pagj = 0.034; OR,q; = 0.24).

Finally, we have the opportunity to test the same polymorphisms in
a limited (n = 19) but an interesting cohort of untreated HIV-infected
individuals submitted to DC-based immunotherapy and followed up for
one year. Previous results from our group have shown that individual
genetic background could influence the immunization success in these
patients [26,27] as well as it affects HIV susceptibility and/or prog-
nosis, possibly through modulation of immune cells status. Therefore,
we hypothesize to observe a similar trend of association between in-
dividuals with good control of infection in cohort 1 (ART-treated HIV
patients) and individuals with a successful immunization in cohort 3
(DC-immunized HIV patients), and vice-versa. With this purpose, a
multivariate analysis was realized for the SNPs according to PVL and
CD4+ T lymphocytes count. Age, sex and time of disease were included
in the analysis as confounding variables. Main results are presented in

Table 4.

In line with the above-mentioned findings, ILIB rs16944 sig-
nificantly associated with high PVL, in this cohort (pag; = 0.005). On
the other side, the loss-of-function variant rs2043211 in CARDS8 posi-
tively impact CD4 + T, counts (pag; = 0.009), whereas P2X7 rs3751143
was encountered to be more frequent in patients with a reduced CD4 +
T counts before the immunization (pagj = 0.010). The same variant
appeared to be more frequent in individuals with a high PVL;
(Pagj = 0.012).

Once again, our results pointed to an opposite role of IL-18 and
NLRP3 pathway.

Trying to better understand how inflammasome genetics could af-
fect immunity in these patients, we then performed a multivariate
analysis taking into account phenotypic and functional characterization
of monocytes, DC and T lymphocytes of HIVinfected patients before the
immunization. Age, sex and time of disease were included in the ana-
lysis as confounding variables. Due to the limited size of cohort, we
decided to exclude results with groups of only 1 patient, independently
from the p-value. Statistical significant results are summarized in
Table 5 (complete results in Supplementary File 4) and selected results
are reported graphically in Fig. 4.

As detailed below, the analysis returned a set of results that quite
fitting with previous findings. Two SNPs that positively increased
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Table 4

Multivariate analysis results for inflammasome SNPs association with HIV-in-
fected patients response to dendritic cell-based immunotherapy. Multivariate
analysis was performed for inflammasome SNPs and plasma viral load (PVL)
and CD4 T cells count (CD4+ T) before and after dendritic cell-based im-
munotherapy. Sex, age and time of disease were included in the analysis as
confounder variables. Only statistically significant results after correction for
multiple comparisons (p < .013) are reported. Gene, single nucleotide poly-
morphism (SNP), genotypes distribution (individual count, n), mean =
standard error (SE), adjustes p-values (p.qj) are reported for plasma viral load
before (PVLy) and after (PVL,) the start of ART, and for CD4+ T cells count
before (CD4+ Ty) and after (CD4+ T;) the start of immunization.

Clinical variable =~ Gene/SNP ID Genotypes (n) Mean + SE Padj
(minor allele)
Before immunotherapy
PVL, (log RNA IL1B rs16944 C/C(7) 3.9 + 0.2 0.005
copies/mm®)  (T) C/T (8) 4.0 = 0.2
T/T (4) 4.8 £ 0.3
CD4 + To (cells/  CARD8 A/A (7) 378.1 + 37.7 0.009
mm?) 152043211 (T) A/T (9) 508.9 + 30.6
T/T (3) 490.0 = 26.85
P2X7 A/A (12) 492.8 + 28.2 0.010
1s3751143 (C) A/C (5) 390.8 + 34.62
C/C(2) 360.0 = 40.0
After immunotherapy
PVL; (log RNA P2X7 A/A (12) 29 = 0.4 0.012
copies/mm3) rs3751143 (C) A/C (5) 4.6 = 0.4
C/C(2) -0.0 £ 0.2

NLRP3 inflammasome activation, namely NLRP3 rs10754558 and
CARDS8 152043211, associated with a better quality of monocytes-de-
rived DC suggests that patients carrying these SNPs were less prone to
constitutive immune activation than non-carriers.

On the other side, IL1B rs16944, which was previously associated
with a worse condition of HIVinfected patients, here associated less
clearly with DC activation.

Monocytes used for DC differentiation from patients with CARD8
rs2043211 polymorphism resulted more activated (according to in-
creased surface expression of CD86) than non-carriers
(Pagj = 5.5 X 10~°) (Table 5).

iDC from patients with NLRP3 rs10754558 or IL1B rs16944 variants
performed a higher phagocytic activity iDC from non (Table 5;
Fig. 4a-b). NLRP3 rs10754558 oppositely affects DC-SIGN and CCR6
surface expression in iDC (Table 5).

After maturation and in vitro stimulation with autologous in-
activated virus, mDC from rs10754558 carriers resulted more activated,
at least in term of surface expression (Table 5; Fig. 4c). CCR5 and CCR6
resulted significantly downregulated in these patients compared to non-
carriers (Table 5; Fig. 4d—e). Accordingly, the loss-of-function variant
CARDS8 152043211 positively associated with CD86 surface expression
(Table 5). IL1B rs16944 significantly associated with surface expression
of chemokine receptor CXCR4 (Table 5; Fig. 4f).

4. Discussion

The main findings in this study including: [1] it described the dis-
tribution of NLRP3 inflammasome SNPs in ART-treated HIV-infected
patients showing that a gain-of-function of NLRP3 is beneficial for
clinical outcome; [2] it detected the significant and opposite association
of genetic variants in IL1B and IL18 with HIV + clinical outcome; [3] it
suggests that the same variants affect HIV+ clinical outcome in ART-
treated patients, in DC-immunized patients as well in untreated ones,

Clinical Immunology 209 (2019) 108266

possibly due to a common effect on patients' immune cells.

Recently it has been proposed that, in ART era, chronic HIV+ in-
fection becomes a chronic inflammatory disease [17]. As we have
previously demonstrated that gain-of-function SNPs in NLRP3 in-
flammasome protect against HIV infection [13,14], but those same
variants were associated also to sterile inflammatory diseases (such as
autoimmune diseases, neurologic disorders, obesity and metabolic
syndrome, etc), we questioned the role of NLRP3 inflammasome var-
iants in clinical outcome of chronic HIV-infected patients.

The present study pointed out that in untreated HIV-infected pa-
tients a diminished activation of inflammasome (reduced level of IL-18
or loss-of-function of P2X7) is, as expected, associated with poor control
of viral replication (high PVL; low CD4+ T level). However, after ART,
our findings suggest a more complex scenery where genetic variations
leads to increased inflammasome activation (i.e.. NLRP3
GIn705Lys + CARDS8 Cys10Ter) and is still associated to PVL control,
but with an unexpected effect on CD4+ T count depending on the
candidate gene, such as for the gain-of-function IL1B rs16944 which
resulted more frequent in patients with a reduced level of CD4 + T cells.
These findings could be explained considering that despite the ART-
induced viral suppression, HIV-infected patients continue to present
chronic inflammation and immune activation, and individuals carrying
pro-inflammatory polymorphisms could be benefited in terms of viral
control but disadvantaged due to the amplification effect of these var-
iants on chronic inflammation. Moreover, it is noteworthy that while an
increased amount of IL-183 appeared to be bad for chronic patients, for
IL-18 it's just the opposite, reinforcing the idea of a distinct role of the
two inflammasome-derived cytokines on immune system activation
[1,2]. As immune activation in chronic HIV infection is mainly due to
intestinal microbial translocation through a compromised gut epithe-
lium [17], it appears that SNPs which contribute to a reduce epithelium
integrity and microbiota imbalance, such as the loss-of-function var-
iants in IL18 promote also a worse patients' condition.

These data support the idea that an increased constitutive activation
of NLRP3 inflammasome is associated with a better control of HIV-1
infection, independently of the genetic variant is a gain-of-function of
inflammasome sensor NLRP3 (rs10754558, rs35829419) or a loss-of-
function of the NLRP3-inhibitor CARD8 (rs2043211) or of the pur-
inergic receptor P2X7 (rs3751143, rs2230911), which is involved in
NLRP3 activation through the mediation of ATP-dependent K+ efflux.

On the other hand, it is intriguing to understand why we observed
opposite results for cytokine variants. While the rs1834481 poly-
morphism, which negatively affects IL-18 plasma level [28], resulted
more frequent in patients with higher PLV,, and according to above-
mentioned data, represent a risk factor for PVL control, the rs16944
SNP resulted associated to low CD4+ T cells counts after the ART, and
high PVL, in naive HIV-infected patients submitted to immunotherapy.
This promoter variant (—511 T) is known to increase IL1B transcription
[29] and could be related to a constitutive high availability of pro-IL-18
for caspase-1 cleavage, and consequently to higher production of the
pro-inflammatory cytokine. The observed association of gain-of-func-
tion IL1B SNP with a worse condition of HIV-infected patients appeared
to be coherent with previously reported studies on chronic inflamma-
tion in these individuals [17] and also with recent findings of in-
flammasome activation (ASC-specks) in HIV+ PBMC [18].

We can try to explain these apparently incongruences taking into
account the diverse roles of NLRP3 inflammasome in driving IL-1f3 or
IL-18 production in a cell-type- or signal-dependent manner, in main-
taining homeostasis or even in exacerbating pathologic conditions
[1,2]. Therefore, we can hypothesize that while IL-13 represents a risk
factor for chronic HIV-1 infection, possibly augmenting a positive
feedback loop on immune cells, NLRP3 inflammasome activation per se
contributes to a better response against the virus in the acute infection
as well as in chronic condition. This protective effect could be related to
an increased response of immune cells against new infection cycles
(anti-viral role of NLRP3) and/or to the homeostatic role of NLRP3
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Table 5
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Multivariate analysis results for inflammasome SNPs association with HIV patients dendritic cells quality markers and functionality assays. Multivariate analysis was
performed for inflammasome SNPs and quality markers and functionality assays of dendritic cell obtained from cohort 3 HIV-infected patients (n = 19). Sex, age and
time of disease were included in the analysis as confounder variables. Only statistically significant results after correction for multiple comparisons (p < .013) are
reported. Dendritic cells precursors (monocytes), immature (iDC) and mature dendritic cells (mDC) were examined for surface activation markers. iDC were tested
also for phagocityc capacity. Gene, single nucleotide polymorphism (SNP), genotypes distribution (individual count, n), mean + standard error (SE) for median
fluorescence intensity (MFI) or percentage of fluorescent staining positive cells (%), adjustes p-values (p,q;) are reported.

Characteristic Gene, SNP ID (minor allele) Genotypes (n) Mean * SE Padj
Monocytes

CD86+ cells (MFI) CARDS rs2043211 (T) A/A (7) 2162 * 573.0 5.5 x 10-°
A/T (8) 4206 *= 1051.4
T/T (3) 1082 = 312.5

iDC

Phagocytosis (MFI) NLRP3 1510754558 (G) C/C (3) 2421 * 378.2 0.012
C/G (4) 2135 * 990.1
G/G (8) 8732 = 1553.0

IL1B rs16944 (T) C/C (5) 5400 = 1368.5 0.008

C/T (7) 3742 * 12225
T/T (3) 11,814 + 3377.3

CCR6 + cells (%) NLRP3 1510754558 (G) C/C (3) 35 * 21 0.004
C/G (4 0.4 = 0.2
G/G (8) 0.8 = 0.2

DCSIGN + cells (MFI) NLRP3 rs10754558 (G) c/C(3) 631.0 = 362.7 0.003
C/G4) 640.0 = 202.5
G/G (8) 1987.4 + 248.5

mDC

CD86 + cells (MFI) CARDS8 rs2043211 (T) A/A (7) 40,410 = 10,213 0.003
A/T (8) 39,856 + 9582
T/T (3) 78,922 + 2200

CD40+ cells (%) NLRP3 rs10754558 (G) C/C (3) 94.8 + 2.2 0.006
C/G (4 51.1 = 6.2
G/G (8) 745 = 45

CCR5+ cells (MFI) NLRP3 rs10754558 (G) C/C(3) 977.3 * 350.2 0.005
C/G4) 508.8 + 76.6
G/G (8) 547.8 + 109.6

CCR6 + cells (%) NLRP3 rs10754558 (G) C/C (3) 10.8 + 4.1 0.001
C/G# 1.7 £ 1.2
G/G (8) 0.8 = 0.1

CXCR4+ cells (MFI) IL1B 1516944 (T) C/C (5) 789.4 + 172.6 9.1 x10°°
C/T (7) 1743.0 = 195.9
T/T (3) 2256.0 + 475.6

within mucosal surfaces through the induction of IL-18 [1,2]. Ac-
cording to this concept, HIV-infected individuals carrying gain-of-
function variants of NLRP3 inflammasome, and/or in IL18 gene, could
be more protected than non-carriers against gut damage and microbial
translocation, and the consequent systemic activation and exhaustion of
immune cells.

We are aware that the study presents some limitations, such as the
limited size of cohort 2 and 3, however these two cohorts are very
original and poor exploited by genetics approach, therefore we believe
that their investigation confers originality to the entire study.

5. Conclusion
NLRP3 inflammasome genetics contribute to clinical outcome of

HIV infection in treated as well as in untreated patients, due to its role
on activation state of peripheral immune cells.
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Fig. 4. Effect of inflammasome SNPs on dendritic cells quality.

DC donors were genotyped for NLRP3 rs10754558 and IL1B rs16944 SNPs and functional cell data were grouped accordingly.

a-b) 1 x 10° iDC were incubated with 1 mg/ml fluorescently-labelled (FITC)-dextran for 60 min at 37 °C 5% CO,, before cell surface staining with anti-CD14 and
anti-CD11c fluorescently-labelled antibodies for 20 min at 4 °C. Phagocytosis capacity of iDC was evaluated by cell internalization of FITC-dextran and flow cyto-
metry (mean fluorescence intensity, MFI). At least 50,000 events were acquired by a LRS Fortessa flow cytometry equipment (BD Bioscience). Data were grouped
according to rs10754558 C > G (a) and rs16944 C > T (b) genotypes.

c-f) 0.2 x 10° mDC were stained with anti-CD40, anti-CCR5, anti- CCR6 and anti-CXCR4 fluorescently-labelled antibodies for 20 min at 4 °C. mDC activation state
and quality was evaluated by surface markers expression levels and flow cytometry (MFI and percentage of positive cells). At least 50,000 events were acquired by a
LRS Fortessa flow cytometry equipment (BD Bioscience). Data were grouped according to rs10754558 C > G (c-e) and rs16944 C > T (f) genotypes.

Mean values and standard errors are indicated. Multivariate analysis adjusted p-values (p,q;) are shown. MFI: median fluorescence intensity; %: percentage of positive
cells.
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Objective: Despite the antiretroviral treatment, people with HIV (PWH) still experi-
ence systemic chronic inflammation and immune-senescence, which represent risk
factors for severe comorbidities and inefficient response to pathogens and vaccines.
Given the dysregulation of NLRP3 inflammasome in PWH and the recently demon-
strated role played by NLRP3 in B lymphocytes, we hypothesized that NLRP3 dysre-
gulation in B cells can contribute to chronic inflammation and humoral dysfunction in
PWH.

Design: NLRP3 inflammasome activation was evaluated in B lymphocytes and corre-
lated with antibodies production and immunization response in PWH.

Methods: NLRP3 inflammasome activation was compared in B lymphocytes isolated
from PWH and healthy donors, in resting and stimulated conditions. Functional
polymorphic variants in NLRP3 and IL1B genes were analysed in a cohort of PWH
submitted to anti-HBV vaccine to assess the effect of NLRP3 inflammasome on humoral
response.

Results: The NLRP3 inflammasome activation in response to common PAMPs (LPS, (8-
glucan) resulted higher in B lymphocytes of PWH than in HD. CpG-induced IgM
secretion was also increased in B cells of PWH. NLRP3, but not IL1B, gain-of-function
polymorphism associated to anti-HBs levels.
Conclusion: These data reveal the dysregulation of NLRP3 inflammasome in B lym-
phocytes of PWH. Differently from myeloid compartment, which present an exhausted
NLRP3 inflammasome, the complex appears to be hyper-activated in B cells of PWH,
likely contributing to chronic inflammation and affecting humoral response.
Copyright © 2021 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

AIDS 2021, 35:000-000

Keywords: B lymphocytes, HIV, inflammasome, NLRP3, single nucleotide
polymorphisms

“Laboratério de Imunogenética, Departamento de Imunologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo
(ICB/USP), and "Departamento de Moléstias Infecciosas e Parasitarias da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(FM-USP), Sao Paulo, SP, Brazil.

Correspondence to Alessandra Pontillo, Laboratério de Imunogenética, ICB/USP Av. Prof. Lineu Prestes, 1730, Cidade
Universitaria, Sao Paulo SP), Brazil;

E-mail: alepontillo@usp.br
Received: 10 January 2020; revised: 19 May 2020; accepted: 13 June 2020.

DOI:10.1097/QAD.0000000000002833

ISSN 0269-9370 Copyright © 2021 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.



CE: Swati; QAD/AIDS-D-20-00030; 1'otal nos of Pages: 12;

AIDS-D-20-00030

AIDS 2021, Vol 00 No 00

Introduction

Inflammasome is a multiprotein complex formed by a
cytosolic pattern recognition receptor (PRR) (i.e.
NLRP1, NLRP3, AIM2, IFI16), an adaptor protein
ASC, and an effector enzyme, generally caspase-1, which
activates the release of interleukin (IL)-10 and IL-18 [1],
and the pore-formation in cell membrane mediated by
gasdermin-D (GSDMD). GSDMD under certain condi-
tions mediates a lytic and pro-inflammatory cell death
known as pyroptosis [2]. Several pathogen or damage-
associated molecular patterns (PAMPs and DAMPs,
respectively) are sensed by distinct inflammasome receptors
and induce the complex activation through the so-called
canonical pathway [3]. Alternatively, cytosolic LPS can
directly activated caspase-4/5 (‘noncanonical activation’);
or even certain membrane-bound PRRs (such as the C-
type lectin receptor Dectin-1) can represent an upstream
signal for inflammasome activation [4].

The inflammasome plays a key role in host defense against
infections [3,4] as well as sterile harmful agents [5].
Inflammasome-derived cytokines act as a connection
between innate and adaptive immunity, influencing the
polarization of T helper (Th) lymphocytes and the
resulting adaptive response [6]. Initially described in
myeloid cells [7], the inflammasome has been later
discovered in CD4™ [8,9] and CD8™ [10] T lymphocytes,
and recently in human circulating B lymphocytes,
wherein it modulates IL-16 or polyclonal IgM produc-
tion depending on the PRR involved [11-13].

B lymphocytes express several PRRs that regulate the
production of cytokines in physiologic conditions, and also
in chronic inflammatory diseases (i.e. diabetes, periodontal
disease) contributing to their pathogenesis [14].

Despite the advent of antiretroviral therapy (ART), people
with HIV (PWH) still present chronic immune activation
and inflammation, culminating in dramatic immune
dystunction. As a result, PWH have an inefticient response
to several microbes, not necessarily pathogenic, such as
opportunistic organisms, and to immunizations (prophy-
lactic or therapeutic vaccines), a condition commonly
known as immunosenescence [15,16].

We have previously demonstrated how in PWH the
constitutive activation of the NLRP3 inflammasome
affects dendritic cells response to common PAMPs,
suggesting a novel mechanism involved in the dysfunction
of these cells and of the resulting adaptive response [17—
19]. The constitutive expression and/or activation of the
inflammasome was also seen in PWH’ peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs); however, it was suggested to
occur in the myeloid compartment [20—24].

Taking into account the recent description of the NLRP3
inflammasome in circulating human B lymphocytes

[11,12], and our previous analysis which helped us to
define the detrimental role of the NLRP3 inflammasome
in PWH’ dendritic cell [17—-19], we hypothesized that the
NLRP3 inflammasome could be improperly activated in
PWH’ B lymphocytes, thus contributing not only to the
chronic inflammatory profile, but also to the inefficient
humoral response of these patients. Given the growing
evidence over the potential role of NLR P3 as a therapeutic
target [25], the demonstration of NLRP3 inflammasome
dysregulation in PWH’ leucocytes could support the use of
NLRP3 inhibitors in PWH.

Materials and methods

Study design

The aim of this study was to determine whether the
activation of NLRP3 inflammasome is dysregulated in
PWH B lymphocytes compared with heathy donors in
basal and stimulated conditions. A genetic association
study was conduct in PWH, who underwent anti-HBV
vaccine, to evaluate the contribution of NLRP3 and IL1B
single nucleotide variations (SNVs) on humoral response.

People living with HIV and healthy donors
Twenty PWH adults were recruited at the ‘Servico de
Extensdo ao Atendimento de Pacientes com HIV/AIDS
(SEAPH)’ of the ‘Hospital das Clinicas’ and Faculty of
Medicine of the University of Sio Paulo (HC-FMUSP; SP,
Brazil). All are infected for at least 5 years, in ART, with
blood CD4™" T cells count more than 500 cells/l, without
clinical AIDS or other chronic or infectious diseases. Twenty
healthy donors, matched by sex (Fisher test P = 0.06) and
age (Mann—Whitney test P>0.05) with PWH, were
recruited at the Blood Bank Service of the ‘Oswaldo Cruz’
Hospital (Sio Paulo, SP, Brazil). Main characteristics of
volunteers are summarized in Supplementary File 1, http://
links.Iww.com/QAD/C5. Peripheral blood was used for
the isolation of PBMCs. The study was carried out in
accordance with the Ethical Committees and volunteers
gave written informed consent to participate.

Association study

Genomic DNA of 121 PWH recruited at the SEAPH of
HC-FMUSP and submitted to hepatitis B virus (HBV)
vaccine [26,27] (Supplementary File 2, http://links.Iww.-
com/QAD/C6), was used for association study. On the
basis of anti-HBsAg titer, PWH are classified into
responders (anti-HBsAg > 10 mlU/ml) and nonrespon-
ders (anti-HBsAg <10 mIU/ml). Two well known gain-
of-function SNVs in NLRP3 (namely rs35829419 C>A,
GIn705Lys [28]; and rs10754558 C>G in the 3’'UTR
region [29]) and a gain-of-function SNV in IL1B
promoter (1516944, -511 C>T) [30], previously associ-
ated with HIV prognosis [19], were genotyped by allele-
specific Tagman assays (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) and
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qPCR on a QuantStudio 3.0 real-time PCR equipment
(Applied Biosystems).

CD19+ cells

PBMCs were isolated by Ficoll-Paque gradient (GE
Healthcare, Chicago, Illinois, USA). CD19+ cells were
isolated by negative selection using magnetic beads
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) and
cultured in in RPMI-1640 with 10% Fetal Bovine Serum
(FBS; Gibco, Thermo Fisher Scientific) (culture
medium). Each preparation was repeatedly observed to
contain an average of 98 £1.2% CD19+4 cells (Supple-
mentary File 3, http://links.Iww.com/QAD/C7).

Cytokines and IgM detection

4 x10° cells/well were stimulated with 1 pg/ml LPS
(Escherichia coli, strain: O111:B4; Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA) or 200 wg/ml B-glucan (A. faecalis;
Sigma-Aldrich) or 1 pg/ml CpG (ODN 2396; Invivo-
Gen, San Diego, California, USA) for 24 h for cytokines
dosage or 72h for total IgM measurement. In some
experiments, cells were pretreated with the NLRP3
inhibitor MCC-950 (10 pmol/l; Invivogen, San Diego,
Califérnia, USA) or the BTK inhibitor CGI-1746
(10 pmol/l; Selleckchem, Houston, Texas, USA) for
1h [31] or 15min [32], respectively. Cell supernatants
were analysed for IL-16, IL-18, TNF-a, IL-6, IL-10 and
IgM production using ELISA kits (for IL-16, TNF-o, IL-
6 of Biolegend (San Diego, Califérnia, USA); for IL-18 of
R&D Systems, Inc. (Minneapolis, Minnesota, USA); for
IL-10 of BD Biosciences ( San Diego, Califérnia, USA);
for IgM Thermo Fisher Scientific).

Caspase-1 activity assay

Caspase-1 activity was measured using FAM-FLICA
Caspase-1 Assay Kit (Immunochemistry Technologies,
Bloomington, Minnesota, USA) and flow cytometry.

Lactate dehydrogenase release

Cell cytotoxicity was assessed by the quantification of lactate
dehydrogenase (LDH) release in supernatants using the
LDH Cytotoxicity Assay Kit (ThermoFisher Scientific). For
all the experiments, the cytotoxicity did not exceed 35%.

'Specks’ formation

For immunofluorescence assays, cells were cultured in 16-
wells chamberslides (Thermo Fisher Scientific) and stained
with antibody for NLRP3 (ab4207; Abcam, Cambridge,
Massachusetts, USA) and ASC (cat.653902; Biolegend).
The counting of specks was manually performed at the
DMi8 confocal laser scanning microscope [33].

Gene expression analysis

NLRP3, NLRP1, NLRC4, IFI116, AIM2, CASP1, IL1B
and IL18 genes were amplified by the use of gene-specific
Tagman assays (Applied Biosystems, Thermofisher
Scientific) and qPCR. GAPDH was used as endogenous
control for data normalization. Relative gene expression
was calculated according to [34].

Data analysis

Nonparametric analysis was executed to compare two or
more data sets as specified in each graph using the
software Prism 8.0 (GraphPad Softeware, San Diego,
California, USA). Multivariate analysis based on general
linear model (GLM) was performed to evaluate SNV
distribution using R-project (R version 3.5.1.; R
Foundation, Vienna, Austria) and the specific package
‘SNPassoc’ (version 1.9-2).

Results

B lymphocytes from HIV-infected patients
present a constitutive NLRP3 inflammasome
activation

To assess and compare the NLRP3 inflammasome
expression in human B lymphocytes isolated from
PWH and healthy donors, we performed a gene
expression analysis assay and a confocal microscopy
experiment in freshly isolated CD19+ cells. We detected
the expression of NLRP3, CASP1 and IL1B, but not of
IL18, mRNAs in CD19+ cells (Fig. 1a). The intracellular
staining confirmed the expression of NLRP3 and ASC in
CD19+ cells (Fig. 1b,c). mRNA levels and the number of
NLRP3+ ASC+ specks (Fig. 1b,c) appear to be higher in
PWH lymphocytes than in controls, although the
difference was not statistically significant (Fig. 1a,b). B
cells released a low amount of IL-183, but levels were
significantly higher in PWH than in controls. (Fig. 1d).
The production of IL-18 and of inflammasome-
independent cytokines TNF-a, IL-6 and IL-10 was
similar in the two groups (Fig. 1d). In accordance with the
increase in IL-18B production, PWH showed a higher
percentage of active caspase-1 positive B cells than healthy
donors (Fig. 1e). This result supports the idea that the
inflammasome is constitutively activated in PWH
B lymphocytes.

Of note, this constitutive inflammasome activation was
not followed by a significant B cell death, as demonstrated
by the low release of LDH in cell supernatants (Fig. 1f),
suggesting that, even in the presence of an increase in
basal caspase-1 activity, pyroptosis does not occur in
significant levels, and that the main caspase substrate in B

cells is IL-18.

Lipopolysaccharide and B-glucan induce a
greater NLRP3 inflammasome response in HIV-
infected individuals’ B lymphocytes than in
heathy donors

To define whether the constitutive activation of the
inflammasome negatively affects the response to PRRs
ligands in PWH B lymphocytes, we examined the
activation of inflammasome in CD 19+ cells isolated from
PWH and healthy donors stimulated in vitro with LPS, 3-
glucan or CpG, compounds known to activate B cells

3
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Fig. 1. B lymphocytes from HIV-infected patients present a constitutive NLRP3 inflammasome activation. (a) qRT-PCR analysis
of main inflammasome genes expression (namely NLRP1, NLRP3, NLRC4, IFI16, AIM2, CASP1, IL1B, IL18) was performed in
CD19+ cells from healthy donors (HD; n = 3) and people living with HIV (HIV; n = 3). Normalized basal expression in HIV cells is
reported proportional to that in HD (equal to 1). (b—d) NLRP3+ ASC+ ‘specks’ formation was observed in confocal microscopy
after immunofluorescence staining in HD and HIV CD19+ cells and manually counted in five independent experiments (number
of specks in five image fields). Data were reported as bar graphs (b) and microscopy photographs for one representative experiment
for HD (c) and HIV (d) samples. NLRP3 is detected by Alexa-488 (green) fluorescence, ASC by Alexa 647 (red) fluorescence. DAPI
was used for nuclei coloration (blue). (). IL-18, IL-18, TNF and IL-10 levels were measured in culture supernatants of CD19+- cells
from HD (n=10) and HIV (n =12). (f) Caspase-1 activation was measured in CD19+ cells from HD (n = 3) and HIV (n = 3). Results
are reported as percentage of FAM-FLICA positive CD19+ cells. (g) LDH liberation was measured in culture supernatants of
CD19+ cells from HD (n=3) and HIV (n = 3). Data are expressed as percentage respect to the positive control (Triton, 100% cell
lysis). All data are reported as mean =+ standard error (SE). Two-way ANOVA with Bonferroni multiple comparison test (a, e) or
Mann-Whitney test (b, f, g) was applied to compare HD and HIV groups. Differences with a P < 0.05 were considered statistically
significant (*).
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[35—41], and the NLRP3 inflammasome in these cells
[11,12].

PWH CD19+ cells released more IL-16 than controls in
response to LPS and B-glucan, but not CpG (Fig. 2a). LPS
and B-glucan, but not CpG, induced low IL-18 levels,
which were similar between PWH and controls (Fig. 2b).
All stimuli induced the secretion of TNF-a and IL-6 in
CD19+4 cells, but without significant difterences between
the two groups (Fig. 2c¢,d). As expected [41], CpG, but
not LPS and B-glucan, stimulated a huge release of IL-10
in both groups (Fig. 2E).

All stimuli significantly increased the pro-caspase-1
cleavage in CD19+ cells (Fig. 2f). The observed
activation of caspase-1 is line with the release of IL-16
in B lymphocytes treated with LPS or B-glucan.
Moreover, it also supports previous report about the
ability of CpG to induce inflammasome activation in B
lymphocytes without IL-16 release, through a not yet
elucidated mechanism [12]. Cytotoxicity did not exceed
35% (Fig. 2g), suggesting that pyroptosis does not
significantly occur in B lymphocytes.

Subsequently, considering that the PRRs ligands induce
the production of polyclonal IgM [35] and that it has
recently been shown that some ligands act through the
NLRP3 inflammasome pathway [12], we hypothesized
that the PWH B lymphocytes, which present a hyper-
responsive inflammasome, could also produce huge
amounts of IgM. Therefore, we measured total IgM
levels in supernatants of B lymphocyte stimulated in vitro.
According to Ali et al. [12], CpG, but not LPS or 3-
glucan, was able to induce the release of a significant
amount of IgM in CD19+4- cells (Fig. 2h). The production
of IgM was greater in the lymphocytes of HIV-infected
patients than in the healthy donors (Fig. 2h). LPS and 63-
glucan, but not CpG, induced the formation of cytosolic
aggregates positive for NLRP3 and ASC staining
(NLRP3+ASC+ ‘specks’) (Fig. 3a). This result strongly
supports the assembling of inflammasome [33] and
evidences a key role of NLRP3 in the inflammasome
activation during B cell response. The hyper-activation of
the inflammasome in PWH B lymphocytes was associated
with greater formation of NLRP34+ASCH ‘specks’
compared with healthy donors (Fig. 3a). The number
of ‘specks’ resulted significantly greater in the B
lymphocytes of PWH than in healthy donors in both
conditions (LPS and B-glucan) (Fig. 3b). A positive
correlation  exists  between  the number  of
NLRP34ASC+ specks and the level of released IL-16
in B lymphocytes (Fig. 3c,d). Of note, however, this
correlation resulted statistically significant only for
PWH cells.

These results evidence that PWH B lymphocytes present
an augmented activation of the inflammasome, which
results in an increased release of IL-18 and IgM, while

other signalling pathways of PRRs seem to work similarly
in PWH and healthy donors.

Specific inhibition of NLRP3 reduces
lipopolysaccharide and B-glucan-induced
interleukin-18 release as well as CpG-induced
IgM production in B lymphocytes

As our data support previous findings about the role of
NLRP3 in activating the inflammasome in B lympho-
cytes [11,12], to define whether and to what extent
NLRP3 contributes to inflammasome’ activation and to
the increase of IL-16 and IgM production in PWH, we
replicated some experiments using two chemical inhi-
bitors of NLRP3: the specific NLRP3 inhibitor MCC-
950 [31] and the Bruton Tyrokin Kinase (BTK) inhibitor
CGI-1746, which prevents Syk-dependent NLRP3
activation [42] (Fig. 4A).

MCC-950 or CGI-1746 significantly reduced IL-10
production in LPS and B-glucan-treated B cells
(Fig. 4b,c), more in PWH than in healthy donors. The
inhibitors had little effect on the release of IL-10 induced
by CpG (Fig. 4d), on the secretion of TNE IL-6 and IL-
10 (Supplementary File 3 A-C, http://links.lww.com/
QAD/C7), or on cell cytotoxicity (Supplementary File 3
D-FE http://links.Iww.com/QAD/C7). These data are in
agreement with results of the correlation analysis
performed for IL-18 and NLRP34+ASCH specks
(Fig. 3¢,d), and suggest that the contribution of NLRP3
in the activation of inflammasome in B lymphocytes is
greater in PWH than in healthy donors.

For what concern the secretion of IgM, CGI-1746 was
able to totally prevent the production of antibodies both
in the B lymphocytes of heathy donors and PWH
(Fig. 4e—g), underlining the crucial role of BTK in the
biology of B cell [32]. MCC-950 has only partially
reduced the production of IgM in all the conditions,
confirming that the activation of NLRP3 contributes to
the production of antibodies [12], but as expected, it does
not represent the most important pathway involved in
this function.

Gain-of-function variants in NLRP3 are
significantly associated with humoral response in
HIV patients

We recently reported the opposite effect of gain-of-
function SNVs in the NLRP3 and IL1B genes on disease
prognosis in PWH [19]. Taking into account the hyper-
responsiveness of the NLRP3 inflammasome observed in
PWH B cells (Figs. 2 and 3), we questioned whether a
constitutive gain-of-function of NLRP3 could affect the
humoral response in PWH. Therefore, we realized an
association study in PWH who underwent several series
of HBV wvaccinations [26,27] evaluating the impact of
gain-of-function SNVs 1s35829419, rs10754558 and

rs16944 on the response to the immunization using a
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Fig. 2. Lipopolysaccharide and B-glucan induce higher inflammasome response in B lymphocytes from HIV-infected individuals
compared to healthy donors. CD19+ cells isolated from healthy donors (HD; n=10) and people living with HIV (HIV; n=12)
were treated with 1 pg/ml lipopolisacharide (LPS), 200 pwg/ml B-glucan (B-GL) or 1 wg/ml dinucleotide CpG for 24 h (a-g) or 72 h
(h). The release of IL-16 (a), IL-18 (b), TNF (c), IL-6 (d) and IL-10 (e) was measured in culture supernatants. (f) Caspase-1 activation
was measured in three independent experiments. Results are reported as percentage of FAM-FLICA positive CD19+ cells. (g) LDH
liberation was measured in culture supernatant of three independent experiments. Data are expressed as percentage respect to the
positive control (Triton, 100% cell lysis). (h) Total IgM level was measured in culture supernatants of three independent
experiments. All data are reported as mean =+ standard error (SE). Two-way ANOVA with Bonferroni multiple comparison test
was applied to compare HD and HIV groups. Differences with a P < 0.05 were considered statistically significant (*).
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Fig. 3. LPS and R-glucan induce higher NLRP3+ ASC+ specks formation in B lymphocytes from HIV-infected individuals
compared to healthy donors. CD19+ cells isolated from healthy donors (HD; n=5) and people living with HIV (HIV; n=5) were
treated with 1 ug/ml lypopolisacharide (LPS) or 200 pg/ml R-glucan (B-GL) for 24 h. NLRP3+ ASC+ ‘specks’ formation was
observed in confocal microscopy after immunofluorescence staining in HD and HIV CD 19+ cells. (a) Microscopy photographs for
one representative experiment for HD and HIV samples. NLRP3 is detected by Alexa-488 (green) fluorescence, ASC by Alexa 647
(red) fluorescence. DAPI was used for nuclei coloration (blue). NLPR3+ASC+ ‘specks’ formation was indicated by white arrows
(magnification: 63 ). (b) Specks were manually counted in five independent experiments (number of specks in five image fields).
Data are reported as mean =+ standard error (SE). Two-way ANOVA with Bonferroni multiple comparison test *: P < 0.05
(stimulated versus unstimulated); #P < 0.05 (HIV versus HD). (c—d) Correlation analysis between NLRP3+ASC+ specks countand
IL-18 production in CD19+ cells from HD and HIV. Spearman correlation coefficient r and P-value are indicated.

multivariate analysis adjusted for sex, age and time of
disease. Main results are reported in Table 1.

A Dbetter humoral response was associated with the
NLRP3 variants, both in the analysis of the initial
(rs35829419) and final (rs10754558) anti-HBs titres.
PWH who carry 135829419 minor A allele showed a
significant higher initial level of anti-HBs than non-
carriers (P=0.022). Similarly, the SNV rs10754558 is
more frequent in patients with higher final level of anti-
HBs than noncarriers considering both the comparison
between responders and nonresponders (P = 0.0005) and
the mean level of anti-HBs (P=0.006). IL1B rs16944
was not associated to the humoral response (P> 0.05; data
not shown). As shown in our previous work [19], this
variant resulted detrimental for the clinical status of

PWH, being more frequent in patients with a low CD4"
T-cell count. In the present analysis, low titre of CD4" T
cells tend to be more frequent in PWH carrying the
rs16944 (T/T: 424.1450.1 cells/pl’ than noncarriers
(C/CHC/T: 497.8+28.3 cells/pl), but the difference
was not statistically significant (P = 0.062), maybe due to
the limited size of the analysed cohort.

Discussion

We have previously demonstrated that PWH dendritic
cells present a constitutive activation of the NLRP3
inflammasome, which negatively interferes with antigen
presenting function, finally contributing to the chronic
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Fig. 4. Specific inhibition of NLRP3 dramatic reduces LPS- and R-glucan-induced IL-1R as well as CpG-induced IgM production
in B lymphocytes. (a) Schematic representation of the NLRP3 inhibition points. MCC-950 specifically inhibits the NLRP3 activation.
CGI-1746 inhibits the BTK, affecting the alternative pathway of NLRP3 activation (Dectin-1/Syk). TLRs: Toll-like receptors; BCR: B cell
receptor; Syk: Spleen tyrosine kinase; Mal: MyD88 adapter-like. (b—g) CD19+- cells isolated from healthy donors (HD; n = 3) and people
living with HIV (HIV; n = 3) were pre-treated or not with 10 pmol/l MCC-950 (1 h) or 10 pmol/I CGI-1746 (15 min) and then stimulated
with T ug/ml LPS, or 200 wg/ml B-GL, or 1 pg/ml CpG. The release of IL-18 (b—d) and total IgM (e—g) were measured in culture
supernatants after 24 or 72 h, respectively. Data are reported as mean =+ standard error (SE). Kruskal-Wallis with Bonferroni multiple
comparison test was applied to compare stimulated CD19+ cells with and without inhibition within each group. Differences witha P <
0.05 were considered statistically significant (P < 0.05; **P < 0.001).
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Table 1. Detailed results from multivariate analysis of NLRP3 and IL1B SNPs distribution in HIV patients submitted to anti-HBV vaccine.

Initial anti-HBs (after first vaccine series)

Gene and SNP Genotype Individuals (n) Anti-HBs (mIU/ml) adj P
NLRP3 rs35829419 C>A C/C 116 59.8+12.2 0.022
C/A 5 248.8+181.9
Final anti-HBs (after one or more boosts)
Gene and SNP Genotype Responder (n; %) Non-responder (n;%) adj P
NLRP3 rs10754558 C>G C/C 27 (0.37) 25 (0.57) 0.0005
C/G 39 (0.53) 10 (0.23)
G/G 8 (0.1) 9 (0.21)
Gene and SNP Genotype Individuals (n) Anti-HBs (mIU/ml) adj P
NLRP3 rs10754558 C>G C/C 53 126.2 +£34.1 0.006
C/G 50 186.3 +40.2
G/G 18 162.6 +£79.5
CD4™ T lymphocytes (cells/ul)
Gene and SNP Genotype Individuals (n) CD4" T (mean + SE) adj P
NLRP3 rs10754558 C>G C/C 48 482.5+43.3 0.062
C/T 49 512.7+36.8
/T 24 424.1 +£50.1

Single nucleotide polymorphism (SNP) identification number (ID) and respective genotypes are reported for associated variants. For continuous
variables, analysis results are reported as number of individuals (n) carrying a determined genotype, mean value and standard error (SE) for the
variables and P-value adjusted for sex, age and time of HIV diagnosis. (adj p-value) For two groups comparisons, analysis results are reported as
number of individual (n) of a determined genotype in each group and and P-value adjusted for sex, age and time of HIV diagnosis (adj P-value).

inflammation and immune system senescence of these
individuals [17,18].

Here, we have shown that PWH exhibit an altered
inflammasome activation not only in myeloid cells but
also in circulating B lymphocytes. To our knowledge, this
is the first study that evaluates the dysregulation of the
complex in PWH B cells, and that suggests that this
contributes to the chronic inflammatory state, and that it
can affect the humoral response of these individuals,
regardless of the ART.

Intriguingly, although in the myeloid compartment the
constitutive activation of the inflammasome results in a
failure of response against common activators [17,18],
LPS and B-glucan strongly activate the complex and the
production of IL-18 in PWH B lymphocytes, suggesting
that in these cells the increase of the inflammasome
pathway may affect the biology of B lymphocytes.

The results reported in this study strongly indicate that
NLRP3 is the main receptor involved in the activation of
the inflammasome in B lymphocytes and that it is up-
regulated in these cells during chronic HIV infection. Itis
interesting to underline that both canonical and alterna-
tive pathways seem to be altered in PWH B lymphocytes,
as demonstrated by the similar inhibitory effect of MCC-
950 and CGI-1726 on LPS- or B-glucan-treated cells.

Whether the observed hyper-activation of NLRP3
inflammasome in PWH B cells is beneficial or not to
the patient is hard to say. A limitation of this study is the
unviability to measure an antigen-specific IgG response in
our in-vitro assay. However, taking into account the well
described polyclonal activation of B lymphocytes and the
increase in immunoglobulin production of all isotypes in
PWH [43,44], our findings let us try to hypothesize that a
greater activation of the inflammasome may be associated
with a polyclonal, rather that monoclonal and efficient,
humoral response and that this contributes with the low
rate of immunization, typical of these individuals [45].
This hypothesis is supported by the work of Lind et al.
[46], wherein ART-treated PWH with a higher IL-18
production exhibit a lesser ability to respond to boosters
of a therapeutic HIV-1 vaccine.

A constitutive activation of NLRP3 was observed in
patients with the auto-inflammatory syndrome Hyper-
IgD Syndrome (OMIM: 260920), characterized by
elevated serum IgD levels [47]. Moreover, the loss-of-
function SNV 152043211 in CARDS gene, an endoge-
nous inhibitor of NLR P3, has been associated with a low
level of antiglycan IgG and IgA in patients with Crohn’s
disease [48], suggesting that the NLRP3 activation
directly correlated with a primary polyclonal humoral
response (IgM) and not with a more specific one (IgG,
IgA).
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Trying to depict this key question and given the poor
literature about inflammasome and humoral response, we
performed a genetic association study with the aim to
evaluate the effect of gain-of-function polymorphisms in
NLRP3 and IL1B genes on antibodies production in
HIV-infected patients who underwent anti-HBV vacci-
nation. Although IL1B promoter variant rs16944 was not
associated with immunization response, the two gain-of-
function variants in NLRP3 (35829419 and
rs10754558) resulted significantly associated with a better
immunization response, suggesting a beneficial role of
constitutive increase NLRP3 level and/or function, but
not of IL-163, on humoral response. In a similar way, we
have previously reported that gain-of-function variants in
NLRP3 and IL1B genes have opposite roles on the CD4™"
T cells count and consequently on disease prognosis [19].
Therefore, we can hypothesize two scenarios, one in
which the NLRP3 SNVs directly affect the biology of B
lymphocytes, maybe through the pathway involving the
still unclear activation of NLRP3 and the resulting IgM
production by CpG [12], and another in which NLRP3
genetics contributes to the activation of other cells, such
as antigen presenting cells or CD4" T cells for a T cell
dependent activation of B lymphocytes.

Despite the use of ART, PWH suffer with a chronic
inflammatory condition, which mainly arises from early
established gut breach, followed by microbial transloca-
tion and consequent wide activation of immune system.
The chronic inflammation increased the risk of these
patients to develop comorbidities, such as cardiovascular
disease, lipodystrophy and neurologic pathologies [49].
Moreover, the consequent abnormalities observed in
dendritic cells, T and B cells negatively aftect individual
response to infections, often opportunistic [50], and also
to prophylactic [26,27,45,51,52] or therapeutic [53,54]
immunization. It becomes clear that PWH need an anti-
inflammatory treatment to be used together with ART
trying to avoid or at least to limit the risk of HIV-related
chronic inflammatory diseases, and concomitantly to
ameliorate the immune senescence. Maybe targeting
NLRP3 inflammasome could represent a therapy option.

In conclusion, our findings show for the first time that
PWH B lymphocytes also present an augmented
activation of the NLRP3 inflaimmasome, which not
only contribute to the high levels of IL-16 and chronic
constitutive inflammation, but also affects the production
of immunoglobulins, possibly in a caspase-independent
way, as suggested by the genetic association study.
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APENDICE K- Concentracdo plasmatica de IL-18 aumentada em
pacientes cronicamente infectados pelo HIV tratados.

Foi avaliada a concentracdo plasmatica das citocinas decorrentes da
ativacao do inflamassoma, a IL-13 e IL-18, em pacientes HIV (n = 15) e controles
(n =10) através de Elisa.

Como demonstrado na figura abaixo, néo foi possivel observar um nivel
significativo da IL-1B no plasma de pacientes e controles (p > 0,05). Ja para IL-
18, foram detectados maiores niveis plasmaticos no grupo de pacientes (214 +
53 pg/mL) em comparacéo aos controles (123 + 58 pg/mL), p= 0,005.
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Concentracdo plasmética de IL-1B e IL-18 em pacientes cronicamente infectados pelo HIV
e CS.

Foram dosados os niveis de IL-13 e IL-18 no plasma de pacientes HIV (n = 15) e controles (n =
10) através e Elisa. Os dados foram representados como média + DP em gréfico de barras. Os
dados foram comparados com o teste de Mann-Withney, e diferencas com p-value < 0,05 (*)
foram consideradas significativas.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The importance of inflammasome, and related cytokines [L-18 and IL-18, in host defense against pathogens is
HIV-1 well documented, however, at the same time, dysregulation of inflammasome has been associated to multi-
Inflimmasome factorial diseases characterized by chronic inflammation (i.e.: metabolic disorders, cardiovascular diseases,
NLRP3 neurodegenerative diseases, autoimmunity, cancer).

i}g Inflammasome activation has been described in response to HIV-1 and possibly contributes to the resistance

against virus establishment, however, on the other hand, when viral infection becomes chronic, independently
from antiretroviral therapy, the increase constitutive activation of inflammasome has been eventually associated
to a worse prognosis, raising the question about the role played by inflammasome and/or some specific receptors
in this context. Due to the chance to imply targeted therapies that inhibit inflammasome activation and/or

cytokines release, it will be important to define the impact of the complex in the pathogenesis of HIV.
The purpose of this review is to depict the double-faced inflammasome role in HIV-1 infection, trying to
unveil whether besides its role in first line defense against the virus, it exerts a harmiul effect during the chronic

phase of infection.

1. Introduction

Innate immunity plays a key role in the control of viral infections by
detecting viral proteins, DNA or RNA, and eliciting anti-viral response
and inflammation. The activation of intracellular signaling pathways
culminates in the activation of interferon regulatory factors (IRFs) and
type I interferon (IFN-I) production, as well as of pro-inflammatory
transcription factors NF-kB and AP-1 and the consequent expression of
several inflammatory mediators, including interleukin (IL)-1R8 and IL-
18 (Takeuchi and Akira, 2009). These cytokines are expressed as in-
active cytosolic pro-forms that require cleavage to release their mature
and active molecules, This processing is mediated by inflammasome, a
cytoplasmic multiprotein complex mounted in response to infectious
and/or sterile stimuli (Martinon et al., 2002).

In the so-called “canonical” pathway for inflammasome activation,
pathogen-associated or damage-associated molecular patterns (PAMPs
and DAMPs, respectively) are detected by cytosolic innate immune
sensors belonging to the superfamily of the nucleotide-binding domain
and leucine-rich repeats containing receptors (NLRs), NLRP1INLRP3,
NAIP/NLRC4, or proteins containing at least a PYD domain, such as
AIM2, IFI16 and pyrin. While some receptors, like NAIP/NLRC4, IFI16
and AIM2 directly recognize cytosolic bacterial flagelin (Zhao et al.,
2011) or dsDNA in the nuelear (Kerur et al., 2011) and/or cytosolic

compartment (Rathinam et al., 2010);. Specific alterations in cellular
homeostasis are responsible for NLRP1, NLRP3 and pytin activation.

In humans NLRP1 (Zhong et al., 2018) and pyrin (Xu et al., 2014)
have been recently shown to be activated when the corresponding in-
hibitor protein is dismissed by infectious or sterile stimuli.

A wide range of stimuli (i.e.: bacterial toxins, viral genome, organic
and inorganic crystals, ATP, etc) has been reported to activate NLRP3,
likely through the induction of common cellular perturbations which
are sensed by the receptor. Multiple mechanisms have been proposed
for NLRP3 activation (as largely reviewed by Kelley et al., 2019), in-
cluding (1) ionic flux, such as K + efflux, Ca2 + mobilization, Cl- efflux,
and Na + influx; (2) mitochondrial dysfunction (and consequent re-
lease of reactive oxygen species/ROS, mtDNA, etc); (3) lysosomal da-
mage (and consequent release of content, including cathepsins). In
some cell types (i.e.: macrophages) the activation of NLRP3 needs a
priming step (provided by microbial components or endogenous cyto-
kines) to up-regulate the expression of inflammasome components,
mainly NLRP3 itself and pro-IL-1. Several post-translational mod-
ification (i.e.: ubiquitination, nytrosilation, phosphorylation) have been
described to be involved in NLRP3 activation, at least in animal models
(reviewed by Yang et al., 2019). Moreover endogenous interacting
molecules (i.e.: CARD8, NEK7) may affect NLRP3 function.

After the recognition of PAMPs and/or DAMPs, activated receptors
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oligomerize and recruit an inflammatory caspase, generally caspase-1,
directly or through the interaction with the adaptor protein ASC
(Apoptosis-associated Speck-like protein containing the caspase acti-
vation and recruitment domain/CARD). Inflammasome assembly pro-
motes the activation of protease function of caspase-1 which cleaves
pro-1L-113 and pro-11-18. and another substrate, the pore forming pro-
tein gasdermin-D (GSDMD). (Kayagaki et al., 2015; Shi et al,
2015).GSDMD mediates the formation of pores within the cell mem-
brane facilitating IL-18 and IL-18 release and eventually inducing a
Iytic and highly inflammatory cell death, known as pyroptosis (He
et al., 2015).

Other two mechanism of PAMPs/DAMPs sensing enable the acti-
vation of inflammasome, the non-canonical and the alternative path-
ways. Cytosolic bacterial lipopolysacharide (LPS), possibly with the
contribution of guanylate-binding proteins (GBPs), could be detect by
the non-canonical inflammatory caspase-4 and -5 (-11 in mice) (Shi
et al,, 2014; Liu et al., 2018), which directly cleave GSDMD, but only
indirectly induce cytokines maturation, through the activation of ca-
nonical pathway (He et al., 2015). Membrane-bound receptors, such as
TLR4 or Dectin-1, have also been described to trigger inflammasome
assembly through the activation of FADD/RIPK1/caspase-8 (Maelfait
et al., 2008) or Syk/BTK/NLRP3 (Kankkunen et al., 2010; Liu et al.,
2017) or Syk/CARD9/caspase-8 (Gringhuis et al., 2012) intracellular
signaling pathways (alternative route for inflammasome activation).

Inflammasome’ components are expressed not only in leukocytes,
but also in non-immune cells, including tissue epithelial cells and ker-
atinocytes, which constitute the first barriers against pathogens.
Depending on the cell type and condition (homeostasis, infection/
stress), their expression can be constitutive or inducible, through
Myd88/NF-kB (i.e.: NLRP3, ASC, IL1B, CASP1) or TRIF/IRFs pathways.
(i.e.: AIM2, [FI16, IL18, CASP4/5) (Latz et al., 2013).

The release of IL-1f and IL-18 following inflammasome activation is
a key event in activating innate immune cells, but there is a growing
body of evidence that shows the role of cytokines in the polarization of
adaptive immune system response, such as IL-1B induces Th17 re-
sponse, and 1L-18 contributes to Thl responses and IFN-y secretion by
CD8 + T cells (as largely reviewed in Dostert et al., 2013).

Due to the dramatic pro-inflammatory effect of cytokines related to
inflammasome and cell death, the activation of the complex must be
strictly regulated. Several mechanisms contribute to the "basal" phy-
siological control: (a) transcription of the components; (b) post-trans-
lational modifications of the components (i.e., ubiquitination); (c)
maintainance of "closed" conformation of the sensors; (d) presence of
inhibitory proteins or microRNAs (i.e.: miR-223) (Latz et al., 2013).
Furthermore, there are negative feedback mechanisms that are induced
after activation of the inflammasome in order to switch it off, such as
IFNR1 signaling, nitrosylation, interaction with activated T lympho-
cytes (through CD40/CD40L and/or IFN-y production) (largely re-
viewed in Dostert er al., 2013).

The importance of inflammasome in host defense against pathogens
is well documented, however at the same time dysregulation of in-
flammasome has been associated to both rare monogenic syndromes
(auto-inflammatory syndromes) as well as multifactorial diseases
characterized by chronic inflammation (i.e.: metabolic disorders, car-
diovascular diseases, neurodegenerative diseaases, autoimmunity,
cancer) (Awad et al., 2018). In the last decades, the discovery of in-
hibitors for IL-1B, IL-18 or specific components of inflammasome (i.e.:
NLRP3, caspase-1) has allowed a targeted therapeutic approach in auto-
inflammatory syndromes, expanding the possibility of use also in other
diseases with inflammatory dysregulation (such as rheumatoid arthritis,
inflammatory epilepsy, melanoma) (Awad et al., 2018).

Several receptors have been demonstrated to be important in in-
flammasome formation in response to viruses, including NLRP3 (i.e.:
Influenza virus, Adenovirus, Herpes simplex virus (HSV), Varicella
zoster virus, Dengue virus, Zika virus, West Nile virus, Hepatitis C virus
(HCV), Measles virus, Poliovirus and HIV-1), AIM2 (i.e.. Human
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cytomegalovirus, Epstain-Barr virus (EBV), Hepatitis B virus (HBV),
Human Papilloma virus (HPV)-16, Chikungunya virus) and IFI16 (EBV,
HSV and HIV-1) either inducing cytokines production and/or pyr-
optosis (as largely reviewed in Man et al., 2017; Mathur et al., 2018).

It is interesting to notice that, differently from the other receptors,
IF116 is localized predominantly in the nucleus, where it binds dsDNA
and induces inflammasome activation, but it has been described to
exert its function also in the detection of cytosolic dsDNA therefore
activating an anti-viral response through the interaction with signaling
protein STING (Unterholzner et al., 2010).

Even if it has been demonstrated that inflammasome is activated by
several viruses, it remains unclear whether this response is beneficial or
not for the host. The fact that some viruses (i.e.: Influenza virus,
measles virus (Ichinohe et al., 2013; Komune et al., 2011) expressed
molecules that inhibit inflammasome assembling suggest that, at least
for these viruses, the complex activation contributes to the viral elim-
ination.

In contrast, when viral infection becomes chronie, such as for HIV-1,
HCV or HPV, the inflammatory state of patient heavily contributes to a
worse prognosis (largely reviewed in Zicari et al., 2019; Zampino et al.,
2013; Fernandes et al., 2015), raising the question about the role played
by inflammasome and/or some specific receptors in this context.

The purpose of this review is to depict the double-faced inflamma-
some role in HIV-1 infection, trying to unveil whether besides its role in
first line defense against the virus, it exerts a harmful effect during the
chronic phase of infection.

2. Inflammasome sensing of HIV-1: double faces of inflammasome
activation

Human immunodeficiency virus, type 1 (HIV-1) is a lentivirus
transmitted as single-stranded, positive-sense, enveloped RNA virus, by
three main routes: sexual contact, significant exposure to infected body
fluids or tissues, and from mother to child during pregnancy, delivery,
or breastfeeding (the so-called “vertical” transmission). HIV-1 infects
CD4+ cells, mainly T helper cells (Th), but also macrophages and
dendritic cells, and directly or indirectly destroys CD4 + T cells leading
to the spectrum of disease known as HIV/AIDS (Deeks et al., 2015).

After the virus enters the body, there is a period of intense viral
replication, leading to an abundance of virus in lymphatic tissues and in
peripheral blood, and concomitantly a marked drop in the level of
circulating CD4 + T cells, which can expose the host to opportunistic
infections or even cancer. HIV-1 infection of activated CD4 + T cells
(“permissive” cells; about 5 % of the total CD4 + T cells) leads to
lymphocytes apoptosis through a caspase-3-dependent pathway (Doitsh
and Greene, 2016). Moreover, Natural Killer (NK) cytotoxic action to-
gether with the induction of a cell-mediated antiviral adaptive immune
response, through the activation of CD8 + T cells, heavily contribute to
the depletion of infected CD4 + T cells. The cytotoxic response is im-
portant in controlling virus levels, and even if it does not eliminate the
virus, it has been linked to slower disease progression and a better
prognosis (Deeks et al., 2015).

Upon entry into the target cell, the viral RNA genome is converted
(reverse transcribed) into double-stranded DNA (dsDNA) by a virally
encoded reverse transcriptase that is transported along with the viral
genome in the virus particle. The viral DNA is imported into the cell
nucleus and integrated into the cellular DNA and become latent, or
alternatively transcribed, producing new RNA genomes, which are ex-
ported to the cytoplasm and enter the cell machinery for viral protein
synthesis (i.e.: Gag, Gag-Pol, Env, Vif, Vpu, Rev, Tat, Nef, Vpr). Once
new virus particles are assembled, novel HIV virions are released from
the cell, starting a novel infective viral cycle (Ohlmann et al., 2014).

HIV-1 presents several PAMPs (i.e.: envelope, capsid, RNA, reverse-
transcribed DNA), that may be detected by innate immune sensors,
including Toll-like receptors (TLRs), C-type lectin-like receptors (CLRs),
NLRs and nucleic acid receptors (RIG-like receptors and PYD) and
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induce a IFN-I response, including the expression of anti-viral restric-
tion factors, such as APOBEC3C, SAMHD1, CyPA (Colomer-Lluch et al.,
2018), and the expression of pro-inflammatory cytokines and chemo-
kines, through the NF-kB transcription pathway.

During these first steps of infection, i the virus activates also the
sensors NLRP3 and IFI16 (Fig. 1) inducing the expression of in-
flammasome components (priming) or either the complex assembling
and cytokines production and/or pyroptosis depending on the cell type.

HIV-1 is able to induce NLRP3 and IL1B genes expression and leads
to inflammasome activation in human peripheral blood monocyte-de-
rived dendritic cells (DC) (Pontillo et al., 2012b), human monocytes
and monocytes-derived macrophages (MDM) (Chattergoon et al., 2014;
Guo et al., 2014) and in monocytic cell lines THP-1 (Guo et al., 2014).
However the exact mechanism of NLRP3activation by the virus still
remains unclear. According to Guo et al., HIV-1-derived RNA induces
both pro-IL-18 expression (through TLR8 signaling) and NLRP3 acti-
vation, through ROS production as well as cathepsin B liberation (Guo
et al., 2014). On the other hand, Hernandez et al. demonstrated that
HIV-1 induces the transcription of NLRP3 inflammasome components,
but it is unable to activate the complex (Hernandez et al., 2015). While
the majority of studies measured IL-18 production, lannello et al.,
shown that in vitro infection of human MDM with HIV-1 induces high
levels of 11-18 (Iannello et al., 2010).

Of note, HIV-1 activates inflammasome also in other macrophage-
like cells, such as liver macrophages (Chattergoon et al., 2014), mi-
croglia (Chivero et al., 2017; Mamik et al., 2017; Rawat et al., 2019;
Walsh et al., 2014b) and not strictly immune cells, such as astrocytes
(Ojeda et al., 2018). The common suggested mechanism is based on the
virus-induced mitochondrial damage and consequent increased pro-
duction of ROS, which in turn activate NLRP3 (Zhou et al., 2011).
Moreover it has been observed that HIV-1 Tat protein up-regulates
NLRP3 inflammasome expression in human microglia (through NF-kB),
lowering the threshold of inflammasome activation (Chivero et al.,
2017). The viral envelope protein gp120 was also shown to induce ef-
flux of K + from rat cortical neurons (Chen et al., 2011), suggesting a
possible mechanism for NLRP3 inflaimmasome activation in central
nervous system (CNS).

Finally, a novel mechanism has been recently proposed in which
NLRP3, through the interaction with the purinergic receptor P2Y2,
initially represses HIV-1 entry into target cells. However the virus is
able to overcome this cellular resistance response by inducing NLRP3
degradation (Paoletti et al., 2019).

Lymphoid compartment, and specifically CD4 + T lymphocytes
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Fig. 1. HIV-1 induces inflammasome activation. Once entering
the cell, HIV-1 starts its life cycle and its intermediary products are
detected by IFI16 (1) which recrutes ASC and caspase-1 leading to
inflammasome activation, and through the interaction with STING
could induce IFN-I. HIV-1 is sensed by TLR8 (2) and induce the
activation of anti-viral response (through IRFs transcription fac-
tors) and inflammatory response (through NE-KB transcription
factor), leading to interferon type 1 (IFN-1) and inflammasome
components production, respectively. Moreover through a still
unknown mechanism (dotted line) TLR8 is able to induce the
activation of NLRP3 inflammasome (2). Trough the induction of
reactive oxygen species (ROS) and cathepsin B (CTSB) release,
HIV-1 could also activate NLEP3 inflammasome (3). It was re-
cently proposed that the interaction of NLRP3 with the purinergic
receptor P2Y2 inhibit HIV-1 entry into target cells, however the
virus is able to subvert this resistance response by inducing NLRP3
degradation (4). Depending on cell-type and on the entity of the
infection, the inflammasome activation could lead to IL-10 and/or
IL-18 production, and eventually to pyroptosis. RT: retro-tran-
scritase; vDNA: viral DNA.

represent the preferential target of HIV-1 infection. The first clue of
inflammasome activation in HIV-infected CD4 + T cells was reported in
1998 (some years before the description of the inflammasome complex
by Martinon et al. (Martinon et al., 2002), which demonstrated the
involvement of caspase-1 in HIV-1-mediated programmed cell death
(Sloand et al,, 1998). More recently, it has been shown that resting
CD4 + T lymphocytes (non-permissive to HIV infection) which re-
presents the majority of CD4 + T ecells, succumb to pyroptosis, rather
than apoptosis (Doitsh et al.,, 2010, 2014). Cytosolic accumulation of
incomplete viral DNA transcripts induces IFI16 inflammasome assem-
bling and activates caspase-1, which in turn mediates cytokines release
and pyroptosis of abortively infected CD4 + T cells, heavily con-
tributing to CD4 + T cells depletion and inflammation in lymphoid
organs (Galloway et al., 2015; Monroe et al., 2014). (Fig. 2B)

It has been hypothesized that pyroptosis represents a mechanism
originated along the evolution to fight intracellular pathogens and re-
vert their escape strategies (le et al., 2015). However in the context of
HIV-1 infection this innate immune trick shows its double sword effect,
being responsible for inducing a strong inflammatory response and a
large recruitment of HIV-1 target cells.

The activation of inflammasome and the induction of an important
inflammatory response at this step of virus/host interplay appears to be
beneficial for the host, as the treatment with recombinant 1L-18 (rTL-
113) inhibits HIV-1 replication in PBMC (Wang et al., 2016) (Fig. 2A).
Regarding to IL-18, discordant results reported either a beneficial
(Wang et al., 2016) or detrimental (lannello, 2010) role on HIV-1 re-
plication.

Accordingly, gain-of-function genetic variants in NLRP3 gene
(rs10754558) (Pontillo et al.,, 1999, 2012a; Pontillo et al., 2013) and
IL1B gene (rs16944, rs1143634) (Pontillo et al., 2012a; Ahir et al.,
2013) protect exposed individuals and prevent HIV-1 establishment.
The loss-of-function variant in IL 18 promoter (rs1946518) increases the
risk of HIV infection (Segat et al., 2006) supporting a beneficial rather
than detrimental role of this cytokine in host/virus interplay.

3. Chronic HIV-1 infection: the dark side of inflammasome
activation

Once the HIV-1 infection has been established, a clinically chronic
phase initiates and could last years or decades before HIV-1 begins its
life c¢ycle again leading to a strong CD4 + T cells depletion and ulti-
mately to AIDS. The latent phase is characterized by chronic in-
flammation and immune exhaustion which, also in the presence of
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Fig. 2. Inflammasome activation in mucosa and lymphoid tissues. (A) When HIV-1 enter the mucosal surface, it is sensed by resident innate immune cells, such
as dendritic cells (DC) and macrophages (M@), and induce the activation of inflammasome and the consequent release of 1L-18 and/or [L-18, which contribute to viral
replication restriction in activated CD4 + T lymphocytes, the preferential target of the virus. (B) In infected lymph nodes, the majority of CD4 + T cells are non-
permissive to HIV-1 infection, and in these cells intermediate products of abortive infection activates IFI16- and caspase-1-dependent pyroptosis.

reasonable CD4 + T cells count, make HIV-infected individuals more
susceptible to infections (Maartens et al., 2014; Zanoni and Gandhi,
2014), cancer (Rubinstein et al., 2014) and, at the same time, less re-
sponsive to prophylactic vaecines (Geretti and Doyle, 2010; Mena et al.,
2012; Rey et al., 2000). Several factors contribute to this state, in-
cluding continuous low levels of HIV-1 replication within the so-called
“viral reservoirs” (DC, macrophages, brain cells, bone-marrow cells),
the damage of gastrointestinal mucosal barrier and the consequent
microbial translocation (i.e.: bacterial PAMPs, DAMPs from dying
cells), which in turn lead to chronic activation of the immune system
(Deeks et al., 2013).

As a consequence of the presence of constant, even if limited, viral
replication and especially of circulating PAMPs and DAMPs, a con-
stitutive increased expression of inflammasome components is expected
not only in HIV-target cells but also in CD4 negative leukocytes and
non-hematopoietic cells (i.e.: in brain tissue) (Zhao et al., 2001) due to
the systemic activation of PRRs signaling pathways. This augmented
basal transeription of inflammasome molecules has been detected in
peripheral blood or tissues and often has found confirmation at protein
level. Activated caspase-1 could be also easily identify by assessing
cleaved enzymes. More recently, given the newly described technique
to show the inflammasome assembling and activation by immuno-
fluorescence staining and microscopy (Stutz et al., 2013), not only
single protein of inflammasome have been examined, but also cytosolic
agglomerates containing at least the adaptor ASC, the so-called ASC+
“specks”™. We have described the available literature here below and
summarized it in Table 1.

According with the chronic systemic inflammation characteristic of
HIV infection, (Deeks et al., 2013) inflammasome genes expression was
generally increased in in haematopoietic cells from HIV infected pa-
tients. Depending on the eell type and ex-vivo or in vitro model, an in-
creased expression of specific inflammasome components has been re-
ported in patients’ cells compared with healthy donors.

The up-regulation of NLRP3, AIM2, ASC, IL1B, and IL18 was ob-
served in PBMC from HIV-1-infected individuals compared to healthy
donors, and this expression positively correlates with patients’ PVL
(Marin-Palma et al., 2018). The mRNA expression of CASP1, IL1B and
IL18 resulted increased in rapid progressors compared to HIV
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controllers (Feria et al., 2018). Nissen et coll. shown that mRNA level of
IFI16 was increased in PBMC from ART-naive patients compared to
healthy donors, and that IFI16 expression was also correlated with high
PVL and low CD4 + T cell count (Nissen et al., 2014). Since monocytes
and lymphocytes transcription contributes to PBMC global expression
levels, and considering the quite different function of inflammasome
depending on the cell type (Sharma and Kanneganti, 2016), it could be
interesting to better understand whether inflammasome dysregulation
is similar in all PBMC or each leukocyte present a specific dysregulation
of complex components. Few studies contribute to our knowledge.

The examination of mRNA levels in specific PBMC sub-populations
evidenced that [FI16 expression level is specifically up-regulated in
CD4 + T lymphocytes (Cai et al., 2017; Munoz-Arias et al., 2015) and
CASP1 in CD8 + T lymphocytes (Scheuring et al., 1999),

These findings support the ideia that even if in T cells from HIV
infected patients an increased expression of inflammasome components
mRNA was detected, the activation of the complex does not induce
cytokines release (absence of cytokine transeripts’ modulation), but
more likely other caspase-1-related functions, such as gasdermin-D
cleavage and pyroptosis (Shi et al., 2015), or alternatively non-caspase-
1 mediated functions, such as transcriptional assistance (Unterholzner
et al, 2010), or some not yet described activities. The reported in-
creased IFI16 mRNA level in CD4 + T lymphocytes (Cai et al., 2017;
Munoz-Arias et al., 2015) apparently support the pro-pyroptotic role of
this dsDNA receptor in T helper cells, as showed during HIV replication
(Monroe et al., 2014). The importance of IFI16- and caspase-1-mediated
cell death has been emphasized by the significant association of gain-of-
function polymorphism in IFI16 gene and CD4 + T counts and disease
progression (Booiman and Kootstra, 2014). The function of inflamma-
some in cytotoxic lymphocytes remains still unresolved, but the ob-
served nuclear translocation of NLRP3 in human activated CD8 + T
cells (Arbore et al., 2018) suggest a non-canonical transcriptional role
of this sensor as previously observed for CD4 + T lymphocytes
(Bruchard et al., 2015).

An increased basal expression of NLRC4, IL1B and I1.18 was detected
in neutrophils from HIV-infected patients compared to HIV-exposed
seronegative individuals (Hernandez et al., 2015), suggesting a detri-
mental role of inflammasome activation in neutrophils in HIV infection.
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Table 1
Alteration in inflammasome expression and/or activation in ART “naive” and ART treated HIV + patients.
Cells/tissues Molecule Alteration Ref
ART naive HIV Patients
Serum,/plasma caspase-1 Increased versus HD song et al., 2015
1L-18 Increased versus HD t al., 2010; Song et al., 2006; Stylianou et al., 2003; Wiercinska-Drapalo et al., 2004
1L-18BP Decreased versus HD lannello et al., 2010
NLRPI mRNA Increased in patients with high PVL Marin-Palma et al., 2018
NLRP3 mRNA Increased in patients with high PVL Feria et al., 2010
AIM2 mRNA Increased in patients with high PVL Marin-Palma et al., 2018
PBMC ASC mRNA Increased in patients with high PVL Feria et al, 2010; 70
CASP1 mRNA Increased in patients with high PVL Feria et al., 2010
IL1B mRNA Increased in patients with high PVL Feria et al., 2010
IL18 mRNA Increased in patients with high PVL Feria et al., 2010
Monocytes ASC + specks Increased versus HD
Ahmad et al., 2018
CD4+ T cells IFI16 mRNA Increased versus HD Nissen et al., 2014
Decreased versus HD Munoz-Arias et al., 2015
caspase-1 Decreased versus 11D Munoz-Arias et al., 2015
CASPI mRNA Increased versus 1D Scheuring et al., 1999
CD8+ T cells caspase-1 Increased versus 11D Scheuring et al., 1999
Neutrophils NLRC4 mRNA Increased versus HD Hernandes et al., 2015
CSF IL-18 Increased in patients with CNS infection von Giesen et al., 2004
Brain tissue caspasge-1 Increased in HIVE versus HD Zhao et al., 2001
IL-16 Increased in HIVE versus HD
GALT NLRPI mRNA Increased in patients with low CD4+ T Feria et al., 2010
CASP1 mRNA Increased in patients with high PVL
IL1B mRNA Increased in patients with high PVL
IL18 mRNA Increased in patients with high PVL
ART Treated HIV Patients
Serum IL-18 Decreased versus ART naive patients Abmad Song et al., 2006; Stylianon et al., 2003; Wiercinska-Drapalo et al., 2004
Increased in INR patients versus IR Balagopal et al., 2016; Stylianou et al., 2003; Wiercinska-Drapalo et al., 2004
PBMC NLRP3 mRNA Increased in INR patients versus IR Bandera et al., 2018
IFI16 mRNA Increased in patients with high PVL Nissen et al_, 2014
CASP1 mRNA Increased in INR patients versus IR Bandera et al., 2018
ILI8 mRNA Decreased versus HD David et al., 2000
Monocytes IL-1p Increased in patients with low CD4/CD8 T cells ratio Nasi et al,, 2018

HD: Healthy Donors; CNS: Central Nervous System; HIVE: HIV-1 encephalitis; PVL: Plasma Viral Load; IR: Immunological Responders; INR: Immunological Non-
responders; CSF: cerebrospinal fluid; PBMC: peripheral blood mononuclear cells; [L-18 BP: IL-18 binding protein. IL-1R: interleucin 18; IL-18: interleucin 18; mRNA:
Messenger RNA; GALT: gut-associated lymphoid tissue; ART: antiretroviral therapy.

Similarly NLRP3 and IL1B genes are up-regulated in peripheral blood
monocytes-derived DC from HIV patients compared to healthy donors
(Pontillo et al., 2012b)

‘When looking at protein levels, several authors reported the in-
creased plasma level of caspase-1 protein (Song et al., 2015) and/or IL-
18 (Stylianou et al., 2003; Wiercinska-Drapalo et al., 2004; Song et al.,
2006; Tannello et al., 2010) in HIV infected patients compared to
healthy donors as well as in HIV progressors compared to controllers
(Feria et al.,, 2018), suggesting a direct correlation between viral re-
plication and inflammasome activation and IL-18 production.

Increased caspase-1 activity was found in CD4 + T cells from HIV-
infected patients’ peripheral blood and tonsils, especially in activated
(CD38+) and memory cells (Munoz-Arias el al., 2015). On the other
side Ahmad et al., 2002 observed a decreased constitutive activation of
caspase-1 in PBMC of HIV patients compared to HD.

Furthermore, HIV patients’ peripheral blood monocytes present an
elevated number of ASC + specks, which correlates with alow CD4 + T
cell count and high plasma viral load (PVL) (Ahmad et al., 2018).

IL-18 plasma level has been correlated both with anti-viral activity
(Sailer et al., 2007), but also with progression to AIDS (Allam et al.,
2017, 2018). Intriguingly, PBMC are poor IL-18 producers (Ahmad
et al, 2002) opening a question about the source of observed high
plasma level of eytokine in HIV-infected patients. Inflamed peripheral
tissues could participate to IL-18 release, but also plasma platelets as
recently reported as a possible source of this cytokine (Allam et al.,
2017). Moreover hypothalamus—pituitary-adrenal axis may be also
involved in IL-18 release due to chronic physical and psychological
stress suffered by HIV-infected patients (as suggested by Samarani
et al., 2016).
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Of note, the elevated plasma levels of IL-18 observed in HIV-in-
fected individuals do not correlate with a better individual anti-viral
response, probably due to the dysregulation of other cytokines, such as
IL-12 and IL-15 (Chehimi et al., 1994; A. Ahmad et al., 2000; Chambers
et al., 2002), that are necessary to induce a protective antiviral IFN-y-
based response (Th1) Moreover, in contrast with its well-known role in
mucosal homeostasis (Rathinam and Chan, 2018), 1L-18 appears to
contribute to intestinal epithelium damage, therefore favoring micro-
bial ranslocation and immune activation (Allam et al., 2018).

Of note plasma IL-16 levels appeared not to be significantly dif-
ferent between HIV-infected individuals and general population (Reddy
and Grieco, 1989).

About 70 % of HIV-infected patients develop neurologic complica-
tions in the peripheral and/or central nervous system (CNS), secondary
of a direct virus effect or of the HIV-related immunosuppression
(Bilgrami and O’Keefe, 2014; Sacktor, 2002; von Giesen et al., 2004).
Inflammasome activation has been found in brain injury and neuro-
degenerative diseases (Awad et al., 2018), therefore it was not sur-
prising that IL-18 level in cerebrospinal fluid has been found elevated in
HIV-infected patients with neurologic presentation (von Giesen et al.,
2004). Moreover brains from HIV-infected individuals with encephalitis
present areas with robust staining for caspase-1 and IL-1p (Zhao et al.,
2001), suggesting an important contribution of the complex to the
neuroinflammation observed in those patients. As recently reviewed by
Gougeon et al., the liberation of alarmins by damaged cells (i.e.:
HMGB]1, IL-33) activates inflammasome and IL-18 release in circulating
monocytes entering the blood brain barrier, as well as in microglia and
astrocytes (Gougeon, 2017), supporting previous findings.

Altogether these data shown d a general constitutive increased
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inflammasome expression in HIV-infected patients, as a consequence of
chronic PRRs stimulation, therefore lowering complex activation
threshold and resulting in the augmented specks formation, caspase-1
cleavage and cytokines release, in turn contributes to the chronie in-
flammation state of the patients. Of note, association studies corrobo-
rate that once the infection is established, a genetically determined
constitutively increased inflammasome activation is generally asso-
ciated to a worse progression of the disease (Booiman and Kootstra,
2014; Reis et al., 2019).

Moreover, this constitutive inflammasome activation appears to be
detrimental to the patients, as HIV-infected individuals with high PVL
and low CD4 + T cells exhibit higher expression of ASC, CASPI, IL1B
and ILI8 genes in gut-associated lymphoid tissue (GALT) and PBMC
compared with patients which better control virus replication, once
more emphasizing that inflammasome activation goes together with a
poor capacity of the host to counteract HIV infection (Feria et al.,
2018).

Independently from the initial trigger (i.e.: residual viral replication,
microbial translocation, alarmins release or general immune system
dysfunction), the increased basal expression/activation of inflamma-
some appears to be associated to leukocytes unresponsiveness against
certain PAMPs and DAMPs, as reported for HIV PBMC (R. Ahmad et al.,
2002), monocytes (Nasi et al., 2018) and DC (Pontillo et al., 2012b),
suggesting a contribution to the general immune system exhaustion of
HIV-infected patients. In response to LPS stimulation HIV patients'
PBMC expressed relatively reduced levels of activated caspase-1 (R.
Ahmad et al., 2002), while DC release a lower amount of IL-18 (Pontillo
et al., 2012b). In monocytes from patients with a low CD4+/CD8 + T
cells ratio higher NAIP and ASC/PYCARD messenger RNA levels have
been described (Nasi et al., 2018).

Taking into account the important role of NLRP3 inflammasome in
DG activation by vaccine adjuvants (Sokolovska et al., 2007; Franchi
and Nunez, 2008; Kool et al., 2008), this poor activation state of HIV-
infected-patients-derived DC can also contribute to the low respon-
siveness to vaccination (Geretti and Doyle, 2010; Mena et al., 2012; Rey
et al., 2000).

Another interesting example comes from data about DC-based im-
munotherapy for HIV-infected patients. Discordant results were ob-
tained from clinical trials and considering the key role of NLRP3 for an
efficient DC activation (Franchi and Nunez, 2008; Kool et al, 2008;
Sokolovska et al., 2007), our group has proposed that the low success
rate of this approach could be related to the poor activation rate of
NLRP3 inflammasome toward PAMPs/DAMPs in DC from HIV-infected
patients (Pontillo et al., 2012b; Dos Reis et al., 2019).

The unresponsiveness of inflaimmasome, especially NLRP3 in-
flammasome could be the consequence of regulatory feedback me-
chanisms (i.e.: Gas-linked G protein coupled receptors) (Sokolowska
et al., 2015; Song and Li, 2018) and/or related to

the high IFN-1 plasma level commonly observed in HIV-infected
patients (Hardy et al., 2013), as it specifically inhibits NLRP3 activation
(Guarda et al., 2011).

Up to now, the majority of the studies focused on the NLRP3 re-
ceptor, and little is known about an eventual defeet in other activation
pathways. It could be interesting to deeper investigate how inflamma-
some is dysregulated in HIV-infected patients. Recently our group have
demonstrated that in DC from HIV-infected patients the flagelin/NLRC4
activation pathway does not resulted affected (Reis EC, 2019) sug-
gesting that HIV chronic infection may affect specific but not all me-
chanisms for inflammasome activation.

4. What about inflammasome activation in ART era?

The introduction of antiretroviral therapy (ART) represented an
important therapeutic approach to control HIV infection and pro-
foundly increase the life expectancy, however it is not able to com-
pletely eliminate viral latency, chronic inflammation and immune
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exhaustion, therefore leading to a new challenge in HIV/AIDS land-
scape (Decks et al.,, 2013). Once HIV-1 infection is controllable, it be-
comes an inflammatory chronic disease with other lethal consequences:
increased risk to cardiovascular events, atherosclerosis, metabolic
dysfunction and neurologic disorders (Deeks et al., 2013). All these
diseases have been previously associated with inflammasome dysregu-
lation in general population (Masters et al., 2011; Lang and Chu, 2018)
Therefore, it is not surprising that ART-treated HIV-infected patients
continuing to present constitutive inflammasome activation which can
in turn contribute to the pathogenesis of those chronic inflammation-
related diseases.

ART drugs act on viral replication reducing one of the possible pro-
inflammatory factors in chronic HIV infection. Moreover the nucleoside
reverse transcript inhibitors (NRTI) Ritonavir (used since 1996 in HIV-
infected patients treatment) has been shown to inhibit assembly of
NLRP-3 mediated by P2RX7 ligands (Fowler et al., 2014), reduce the
activation of caspase-1 (Weichold et al., 1999; Sloand et al., 1999,
2000) and pyroptosis in CD4 + T cells (Fowler et al., 2014) therefore
mediating an anti-inflammatory effect together with the expected an-
tiviral one.

On the other hand, the ART-mediate tissue toxicity and the sub-
sequent generation of DAMPs may contribute to inflaimmasome acti-
vation, as observed for the nucleoside reverse transcriptase inhibitors
(NRTI), like AZT and Abacavir, which may induce NLRP3 activation, by
affecting mitochondria and causing oxidative stress (Toksoy et al.,
2017) reviewed in (Torres and Lewis, 2014).

Thus, despite the ability of ART to provide sustained viral sup-
pression, inflammasome remains often dysregulated suggesting that
low level of HIV replication and/or the generation of DAMPs may be
driving the persistent inflammatory response.

The entity of constitutive inflammasome activation, and related
plasma TL-18 levels, in ART-treated HIV-infected patients is lower
compared to ART-naive patients (Ahmad et al., 2002; Stylianou et al.,
2003; Wiercinska-Drapalo et al., 2004; Song et al., 2006) and depends
on the success of the therapy, being lower in the so-called “im-
munological responders” (IR) compared to “immunological non-re-
sponders “(INR) (Stylianou et al., 2003; Wiercinska-Drapalo et al.;,
2004; Balagopal et al., 2016). Moreover, among IR, patients with a
lower CD4/CD8 ratio { = 0.4) showed a better activation of inflamma-
some in LPS-treated monocytes compared to those with higher CD4/
CD8 ratio (> 1.2), emphasizing that ART tends to reduce immune ex-
haustion in HIV + patients, at least in a subgroup of treated individuals
(Nasi et al., 2018). Thus, although ART contributes to the generation of
DAMPs and in many cases its effect is controversial, therapy is asso-
ciated with a better clinical presentation of patients.

In the ART era, HIV-infected patients continue to present an ele-
vated risk of infectious (M.tuberculosis, HBV, HCV, CMV, Cryptococcus
spp), but also non-infectious diseases (cardiovascular diseases, meta-
bolic and neurologic disorders) (Deeks et al., 2013). If in the case of
infectious diseases, failure of inflammasome activation can easily be
associated with increased susceptibility (or opportunistic microbes), the
interplay between sterile diseases and inflammasome dysregulation is
more intricate to decipher. The constitutive inflammasome activation
determines or, at least, contributes to the disease pathogenesis. On the
other hand, other factors such as ART toxicity could trigger the in-
flammasome and amplify the dysregulation?

In this sense, infectious and non-infectious co-morbidities may re-
sult from this constitutive activation of the inflammasome as they may
actively contribute to this condition. Literature is elusive about it,
possibly due to the difficult in separating several pathogenic factors.

Here we limited our revision to a general description of reported
inflammasome activation in different co-morbidities associated with
HIV, such as tuberculosis (TB) and cryptococcal infections (Table 2).

Among the most relevant infectious co-morbidities in HIV-infected
individuals, TB remains a dramatic world-wide health problem espe-
cially in countries with poor access to ART. M.tuberculosis is known to
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Table 2
Alteration in inflammasome expression and/or activation in HIV patients affected with co-morbidities.
HIV patients Sample Molecule Alteration Ref
M. tuberculosis
ART naive HIV patients PEMC activated (cleaved) caspase-1 Increased in Tan et al., 2016
{CD64 -+ HIV-TB vs HIV
monecytes)
Serum IL-16 Increased in
HIV-TB vs HIV
Serum IL-16 [ncreased in TB IRIS vs TH Lai et al., 2015
Whaole blood CASP5 mRNA [nereased in TB IRIS vs TB
ART treated HIV Whole blood NLRC4, IL1E mRNA Increased in active TB vs latent TB or no infection Gebremdeael et al., 2018
patients Serum IL-18 Increased in TB IRIS vs TB or non TB
PEMC activated (cleaved) caspase-1 Increased in TB IRIS vs TB Tan et al., 2016
(CD64 +
monecytes)
Monocytes NLRPI1, NLRP3, AIM2, CASP1 mRNA Increased in TB IRIS vs TB or non TB
Whaole blood NLRC4 AIMZ, CASP1, CASP4, IL1B Increased in TBM IRIS vs TBM Marais et al., 2017
mRNA
CSF caspase-1 Increased in TBM IRIS vs TBM
HCV
ALIVE study Serum IL-18 Increased in HIV-HCV vs HIV or HCV Veenhuis et al., 2017
C. meningitis
ART treated HIV Whole blood NLRP3, NLRC4, NAIP, AIM2, Increased in HIV C-IRIS (early and late) versus HIV-CM Vlazova-St Louis et al.,
patients CASP1,CASPS, IL1B mRNA preART 2008
Non-infectious co-morbidities
ART treated HIV Plasma IL-18 Increased in HIV patients with atherosclerotic plaque Kearns et al., 2019
patients compared to those without plaques
ART naive patients Brain IL-113, caspase-1 Increased staining in multinucleated giant cells, Zhao et al., 2001

macrophages, and microglia in HIVE

TB: Tuberculosis; TB-IRIS: Tuberculosis-Associated Immune Reconstitution Inflammatory Syndrome; C-IRIS: Cryptococcal-Associated Immune Reconstitution
Inflammatory Syndrome; CNS: Central Nervous System; HIVE: HIV-associated encephalitis.

activate NLRP3 inflammasome and the consequent release of IL-1 and
IL-18 in human macrophages (Wassermann et al., 2015), and the ca-
pacity of the host in inducing a relevant IL-1# production is directly
correlated to protection against the development of active TB (Mayer-
Barber et al., 2014). This concept remains valid also for HIV-infected
patients co-infected with M.tuberculosis as suggested by the high level of
activated caspase-1 in circulating leukocytes and serum concentration
of IL-18 (Tan et al., 2016) (Table 2).

However it is not clear whether the resulting activation of NLRP3
inflammasome is beneficial to HIV-infected patients to counteract
M.tuberculosis infection as it is for the general population, since a loss-
of-function genetic variant in the NLRP3 inhibitor CARDS (rs2043211;
Cys10Ter), which increases activation of NLRP3 inflammasome (lto
et al.,, 2014), has been associated to an increased risk for HIV-infected
patients to develop TB (Pontillo et al., 2013; Ravimohan et al., 2018).
As described above, a constitutive increased expression of inflamma-
some components results in HIV leukocytes unresponsiveness towards
PRRs ligands (Pontillo et al., 2012b; Dos Reis et al., 2019), suggesting
that the same situation is occurring during mycobacterial infections.

The majority of literature about TB in HIV-infected patients referred
to the so-called tuberculosis—immune reconstitution inflammatory
syndrome (TB-IRIS), a condition associated to the start of ART in a
restricted number of HIV-infected patients which experiment new or
worsening of TB symptoms, or even tuberculous meningitis (TBM) with
high mortality risk (Namale et al., 2015). In HIV-infected patients
which develop TB-IRIS a significant increase of serum IL-18 (Lai et al.,
2015) and IL-18 (Tan et al., 2016) was observed compared to HIV-in-
fected patients with TB or non TB (Table 2). This high level of cytokines
appears to be the consequence of increase of caspase-1 activation in
circulating leukocytes from TB-IRIS patients (Tan et al., 2016) and also
protein level in cerebrospinal fluid (CSF) from TBM-IRIS patients
(Marais el al., 2017). Distinct groups described inflammasome mRNA
signature in whole blood or isolated monocytes of both TB-IRIS (Tan
et al., 2016; Gebremicael et al., 2018; Lai et al.,, 2015) and TBM-IRIS
(Marais et al., 2017) patients (Table 2). Altogether these data suggest
the up-regulation of both canonical and non-canonical inflammasome

15

components. Taking into account the dramatic clinical presentation of
TB-IRIS and TBM-IRIS patients, it appears that an increasing in-
flammasome activation rate is detrimental, rather than beneficial, in
HIV-infected patients to counteract M.tuberculosis.

A similar landscape has been described for other co-infection such
as for the hepatitis C virus (HCV) (Veenhuis et al., 2017) or C. meningitis
and the Cryptococcus-Related Immune Reconstitution Inflammatory
Syndrome (C-IRIS) (Vlasova-St Louis et al., 2018; Vlasova-St Louis
et al.,, 2018). (Table 2). Of note, loss-of-function variants in IL18 gene
have been reported to affect the severity and outcome of HIV-HCV
confection (Vergara et al., 2017).

In the context of sterile diseases, ART-treated HIV-infected patients
suffer with profound metabolic alterations, including increased level of
uric acid (Pirro et al., 2018), dyslipidemia, and low levels of HDL
cholesterol (Kearns et al., 2017), which represent severe risks for me-
tabolic and cardiovascular diseases, at least in part through the acti-
vation of NLRP3 inflammasome in immune cells and non-hematopoietic
cells (i.e. endothelial cells) (Pirro et al., 2018).

Several studies have demonstrated the role of TL-1f and IL-18 in
atherosclerotic plaques formation and cardiovascular diseases (Hsu
et al., 2016; Hsue et al., 2018; Pashun and Frishman, 2015; Ridker
et al., 2017). Moreover, taking into account the role of activated pla-
telets in atherosclerosis pathogenesis (Hottz et al., 2015) and that
platelets represent a main source of plasma IL-1f (E. D. Hottz et al,,
2013), also an increased inflammasome activation in platelets could be
hypothesized as co-factor of atherosclerosis and cardiovascular diseases
in HIV-infected patients. At that moment, only one study reported that
an inflammasome dysregulation could represent a risk factor for the
development of this class of diseases. In fact, IL-18 levels resulted in-
creased in ART-treated HIV-infected patients with coronary athero-
sclerotic plaque compared to those with no atherosclerotic plaque
(Kearns et al., 2019).

Inflammasome activation has been implicated in multiple infectious
and immune diseases involving the brain (largely reviewed by (Walsh
et al., 2014a), therefore it will not surprising that may be involved also
in neurologic impairment and AIDS dementia experimented by HIV-
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infected patients patients. Brain tissues from HIV-infected patients died
for HIV-related encephalitis (HIVE) resulted highly positive for caspase-
1 and TL-183 staining (M. L. Zhao et al., 2001), corroborating this hy-
pothesis.

It has been reported that neurologic complications in ART-treated
HIV-infected patients are less severe than in ART-naive individuals, but
remain highly prevalent (Kolson, 2017) and possibly related to the still
present systemic chronic inflammation.

Indeed, the neurcinflammation can be aggravated by substance
abuse (i.e.: aleohol and drugs). Atluri et al. showed that cocaine abuse
contribute to neurologic disorders in HIV-infected patients through the
up-regulation of AIM2 and NLRP3, and the concomitant inhibition of
inflammasome negative regulators (Atluri et al., 2016).

Although much is known about comorbidities such as diabetes,
cancer, coagulopathies, bone loss in HIV-infected patients, little is
known about its association with the activation of inflammasome. Thus,
there are many fields of study to be elucidated.

5. Concluding remarks

The description of inflammasome role in HIV-1 pathogenesis ac-
companies the different areas of HIV studies, first the investigation of
the host/virus contact and innate immune response, including in-
flammasome receptors among possible cytosolic sensors, and later the
attempts to describe the events leading to chronic inflammation and
immune system exhaustion in established infection, where inflamma-
some-related cytokines IL-1 and especially IL-18 significantly con-
tribute to the chronic condition. Besides the importance of deeply
characterize both susceptibility to HIV-1 and/or prognosis, and immune
dysfunction in chronic infection, the interest about inflammasome
biology within HIV-1 pathogenesis derived from the possibility to use
inflammasome components as blood markers for differential prognosis
and/or ART response, and over all from the great chance to imply
commercially available inflammasome inhibitors as supportive therapy
to prevents co-morbities. Moreover the rescue of correct inflammasome
activation in HIV-infected patients could also contribute to a better
response towards vaccination.
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A Comissdo de Etica em Pesquisas em Seres Humanos do
ICB, nesta data, APROVOU o projeto intitulado: "Caracterizagdo genética e funcional
de células dendriticas de pacientes HIV+ estimuladas com flagelina"” da pesquisadora
Profa. Dra. Alessandra Pontillo..

Cabe & pesquisadora elaborar e apresentar a este Comité,
relatérios anuais (parciais e final) de acordo com a Resolugdo n® 466/12, item I,
[1.19 e 11.20, do Conselho Nacional de Saude, conforme modelo constante no site:
www.ich.usp.br.

A pesquisadora cabe também finalizar o processo junto a
Plataforma Brasil quando do encerramento deste.

O primeiro relatério deverd ser encaminhado a Secretaria
deste CEP em 11.12.2016, bem como anexado uma cépia a Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

rof. Dr. Lo M. A. TTO
Coordenador da Comissio de Etica em
Pesquisas com Seres Humanos - [CB/USP

Comisséo de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto de Ciéncias Biomédicas / USP
Aprovada pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, em 10 de fevereiro de 1998.
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Autorizamos o fornecimento gratuito de parte do kit descartavel de aférese
(camara LRS), contendo o sangue residual rico em leucdcitos dos doadores
voluntérios de sangue, para o laboratério de Imunogenetica (responsavel:
Profa.Dra. Alessandra Pontillo) do Departamento de Imunologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo para fins de pesquisa
académica, de acordo com o TCLE aplicado aos voluntérios antes do procedimento.

Sao Paulo, 11 de Janeiro de 2019
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DR. JOSELITO BOMFIM BRANDAO
CRM-5P 69.429

Instituto HOC de Hemoterapia
RuaJoao Juli idn, 331 = Sata 1 « Paraiso
580 Paulo » SP » CEP 01323 903

Fone: 11 3286 7372 = Fax: 11 3286 7370
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ATIVACAO PATOLOGICA DO INFLAMASSOMA EM PACIENTES CRONICAMENTE
INFECTADOS PELO VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA (HIV)

Pesquisador: ALESSANDRA PONTILLO

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Verséo: 1

CAAE: 33847020.5.0000.5467

Instituicdo Proponente: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo - ICB/USP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 4.156.490

Apresentacédo do Projeto:

Para o estudo serdo utilizados leucdcitos de pacientes infectados pelo HIV cujas respostas seréo
comparadas a de participantes saudaveis (HIV negativos). A analise prevé duas abordagens:

- genética: estudo de distribuicao de variantes polimérficas em genes do inflamassoma em uma casuistica
de pacientes com HIV de acordo com estado clinico e comorbidades. A genotipagem serd efetuada com
ensaios alelo-especificos;

- celular: estudo da ativacdo do inflamassoma e a caracterizacdo das vias de ativacdo em leucécitos
isolados de sangue periférico de pacientes com HIV. A ativagdo do complexo sera medida através de
producao de citocinas (ELISA), expressdo génica, ativacdo da caspase-1.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo do projeto é investigar os diversos mecanismos (transcricionais e pos-transcricionais) que
contribuem para o controle da ativag¢é@o do inflamassoma em pacientes HIV.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: minimos, com exce¢do daqueles associados a coleta de sangue, porém este procedimento ndo trara
nenhum risco a salde dos voluntarios. Todos os materiais utilizados serdo descartaveis.

Beneficios: Nao havera beneficios diretos aos participantes, mas o participante estara colaborando

Endereco: Av. Prof® Lineu Prestes, 2415

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 05.508-000
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para o entendimento da infeccdo cronica pelo HIV e para o possivel desenvolvimento de novas terapias e
ferramentas de acompanhamento clinico.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O projeto justifica-se pela importancia do tema: entender melhor a infecgao crénica pelo HIV. O projeto esta
bem apresentado e planejado. A hipotese é viavel. Os objetivos estdo claramente definidos e sdo relevantes
para o melhor entendimento da infeccdo cronica pelo HIV. Os métodos de andlise propostos sdo adequados
para atingir os objetivos e sdo de dominio do grupo, que tem tradi¢cdo e reconhecimento na area do estudo.
Os critérios de inclusdo e exclusao dos infectados por HIV estao explicitados, entretanto ndo ha referéncia
ao modo e onde serao recrutados os voluntarios do grupo controle nem os critérios de inclusédo e excluséo
dos mesmos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatéria:

Os termos de apresentacao obrigatoria foram anexados como as cartas de anuéncia do SEAP e dos
colaboradores.

A linguagem dos TCLEs é adequada ao publico a que se destina. Sugiro entretanto, em ambos TCLEs para
Controle e HIV,

1- incluir a informacéo que pode aparecer mancha arroxeada e dor no local da retirada de sangue;

2 - incluir o endere¢o completo da CEP-SH do ICB, no item correspondente;

Recomendacgdes:

Recomendo que nos TCLEs (Controle e HIV )seja

1- incluida a informacédo que pode aparecer mancha arroxeada e dor no local da retirada de sangue;
2- incluido o enderego completo da CEP-SH do ICB, no item correspondente.

Deve ser corrigida a inconsisténcia em Informa¢des Bésicas onde declara que ndo havera retencao de
amostra pois ha pedido de cadastramento de biorrepositério na relagdo de documentos anexa.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Concluo por manter o projeto pendente até que sejam resolvidas as pendéncias apresentadas no item
Recomendacgdes.

Considerac¢des Finais a critério do CEP:

O Colegiado do CEP - ICB concorda com o parecer do relator em aprovar o projeto. Cabe aos
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pesquisadores executantes elaborar e apresentar a este comité relatérios anuais (parciais ou final) de
acordo com o item I, 11.19 e 11.20 da resolucdo 466/12 do Conselho Nacional da Saude. Com relacdo “as
amostras bioldgicas, em ndo havendo ainda um biorepositdrio e se houver retencao de material devera ser
solicitado o devido cadastro conforme modelo constante no "site" do ICB. Ao pesquisador cabe também
finalizar o processo junto "a plataforma Brasil quando do encerramento deste.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 16/06/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1541563.pdf 18:24:55
Outros resposta_a_pendencias.pdf 16/06/2020 | ALESSANDRA Aceito
18:24:32 | PONTILLO

Declaracéo de CartaAnuenciaVinicius.pdf 16/06/2020 |ALESSANDRA Aceito

Pesquisadores 18:17:46 | PONTILLO

Declaracéo de cartaanuenciaMariela.pdf 16/06/2020 | ALESSANDRA Aceito

Pesquisadores 18:17:30 |PONTILLO

Projeto Detalhado / | Projeto_HIV.pdf 15/05/2020 | ALESSANDRA Aceito

Brochura 18:39:17 |PONTILLO

Investigador

Folha de Rosto folhaDeRosto_CEP_HIV_assinado.pdf 15/05/2020 |ALESSANDRA Aceito
18:38:44 | PONTILLO

Declaracéo de anuencia_SEAP.pdf 15/05/2020 |ALESSANDRA Aceito

Instituicdo e 18:38:01 |PONTILLO

Infraestrutura

Declaracéo de Cadastramento_de_Biorrepositorio.pdf 15/05/2020 |ALESSANDRA Aceito

Manuseio Material 18:37:30 |[PONTILLO

Bioldgico /

Biorepositorio /

Biobanco

Outros anuencia_uso_prontuarios.pdf 15/05/2020 |ALESSANDRA Aceito
18:36:01 | PONTILLO

Outros Anexo_2.pdf 16/04/2020 |ALESSANDRA Aceito
18:37:36 | PONTILLO

Outros Anexo_1.pdf 16/04/2020 |ALESSANDRA Aceito
18:37:15 | PONTILLO

TCLE / Termos de | TCLE_controle_2020.pdf 16/04/2020 | ALESSANDRA Aceito

Assentimento / 18:33:52 | PONTILLO

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termos de |TCLE_HIV_2020.pdf 16/04/2020 |ALESSANDRA Aceito
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Assentimento / TCLE_HIV_2020.pdf 18:33:33 |PONTILLO Aceito
Justificativa de
Auséncia

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

SAO PAULO, 15 de Julho de 2020

Assinado por:
Camila Squarzoni Dale

(Coordenador(a))
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