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RESUMO

REIS, E. C. Caracterizacdo genética e funcional de células dendriticas de individuos HIV-1
estimuladas com flagelina. 2019. 151 f. Tese (Doutorado em Imunologia) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2019.

O inflamassoma NLRP3 desempenha um papel fundamental na ativacdo de células dendriticas (DC)
em resposta a adjuvantes vacinais, no entanto, anteriormente foi demostrado que ndo €
adequadamente ativado em DC de individuos infectados pelo HIV (HIV-DC), explicando, pelo
menos em parte, a fraca resposta a imunizacdo desses individuos. Levando em conta que Varios
receptores citoplasmaticos sdo capazes de ativar o inflamassoma, e que 0s componentes bacterianos
sdo considerados eficientes adjuvantes, postulamos que a flagelina bacteriana (FLG), um ligante
natural do inflamassoma NAIP/NLRC4, poderia resgatar a ativagdo do complexo em HIV-DC. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade da FLG em ativar adequadamente DC, principalmente
HIV-DC, através da estimula¢do do inflamassoma. Para isso, doadores sadios (HD) e individuos
infectados pelo HIV foram recrutados para isolamento de mondcitos do sangue periférico e obtencédo
de DC. A ativacdo de DC pela FLG foi avaliada pelo perfil fenotipico, secrecdo de citocinas e
capacidade de estimular a proliferacdo de linfocitos T CD4+ e a produgéo de IFN-y. A clivagem da
caspase-1, a expressdo génica, a formagao de “specks” NLRP3 e NLRC4 foram analisadas para
verificar a ativacdo do inflamassoma. A FLG ativou adequadamente HD-DC e HIV-DC, e foi capaz
de estimular a ativacdo do inflamassoma em células de ambos os grupos. De fato, FLG induziu uma
maior producéo de IL-1p em HIV-DC em comparacdo com LPS. Curiosamente, enquanto que em
HD-DC a FLG ativou specks de NLRC4 e NLRP3, em HIV-DC specks de NLRP3 resultaram
significativamente reduzidos. Além disso, NLRC4 e NLRP3 parecem estar co-localizados no
complexo. Em conclusdo, a FLG ultrapasssa o defeito NLRP3-inflamassoma em HIV-DC, através da
ativacdo de NAIP / NLRC4, indicando um possivel uso futuro do componente bacteriano como um

eficiente adjuvante para individuos imunocomprometidos

Palavras-chave; HIV-1. Células dendriticas. Inflamassoma. Flagelina.



ABSTRACT

REIS, E. C. Functional and genetic characterization of dendritic cells from HIV-1 patients
stimulated with flagellin. 2019. 151 p. Thesis (Immunology) - Instituto de Ciéncias Biomedicas,
Universidade de Sdo Paulo, Séo Paulo, 2019.

NLRP3 inflammasome plays a key role in dendritic cells (DC) activation in response to vaccine
adjuvants, however we previously showed that it is not properly activated in DC of HIV+ patients
(HIV-DC), explaining, at least in part, the poor response to immunization of these patients. Taking
in account that several cytoplasmic receptors are able to activate inflammasome, and that bacterial
components are considered as a novel and efficient adjuvant, we postulated that bacterial flagellin
(FLG), a natural ligand of NAIP/NLRC4 inflammasome, could rescue the activation of the complex
in HIV-DC. The aim of this work was evaluate the capacity of FLG to properly activate DC,
especially HIV-DC, through the stimulation of inflammasome. For this, healthy donors (HD) and
HIV+ patients were recruited for peripheral blood monocytes isolation and DC obtainment. DC
activation by FLG was evaluated by the meaning of phenotypic profile, cytokines secretion and ability
to stimulate CD4+ T lymphocytes proliferation and IFN-y production. Caspase-1 cleavage, genes
expression, NLRP3 and NLRC4 “specks” formation were analysed to verify inflammasome
activation. FLG properly activated HD-DC and HIV-DC, and it was able to stimulate inflammasome
activation in both types of cells. Of note FLG induced a higher IL-1p production in HIV-DC
compared to LPS. Interestingly, while in HD-DC FLG activated both NLRC4 and NLRP3 specks, in
HIV-DC NLRP3 specks resulted significantly diminished reduced. Moreover, NLRC4 and NLRP3
appeared to co-localized in the complex. In conclusion, FLG by-passes NLRP3-inflammasome defect
in HIV-DC, through the activation of NAIP/NLRC4, indicating a possible future use of the bacterial

component as an efficient adjuvant in immunocompromised individuals

Keywords; HIV-1. Dendritic cells. Inflammasome. Flagellin.
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1.1 HIV e Aids

Desde que os primeiros casos de Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Aids, do
inglés “Acquired Immunodeficiency Syndrome ”) foram relatados hd mais de 38 anos, iniciou-
se um grande problema de satde publica mundial.

A Aids tornou-se conhecida ap6s levar um numero elevado de pacientes do sexo
masculino a desenvolver sarcoma de Kaposi e pneumonias fungicas recorrentes nos Estados
Unidos. No entanto o agente etioldgico s6 foi descrito trés anos depois, ap6s o isolamento de
um retrovirus linfotropico de um linfonodo, denominado posteriormente de Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV, do inglés “Human Immunodeficiency Virus”™) revisto por
(LAURINDO-TEODORESCU L, 2015).

O HIV pertence a Familia Retroviridae, género Lentivirus, um grupo de virus associado
a infeccdes persistentes, sendo constituido por duas fitas simples idénticas de RNA, um
invélucro formado por bicamada lipidica e um capsideo. E classificado em dois tipos: HIV-1 E
HIV-2, sendo o HIV-1 o principal responsavel pela pandemia (SALEMI et al., 2001). Nove
genes constituem o genoma completo do HIV-1. Desses genes, trés desempenham funcdes
primordiais, como: gag que codifica proteinas estruturais internas (matriz, capsideo,
nucleocapsideo e p6); o gene pol que codifica enzimas relacionadas a replicacdo e a integracéo
do virus (protease, transcriptase reversa e integrase); e o gene env que codifica a glicoproteina
precursora do envelope gp160, a qual é clivada em gp120 e gp41. Entre 0s outros seis genes,
tat e rev tém funcbes reguladoras essenciais para a replicacdo viral e nef, vif, vpr e vpu sdo
requeridos para a producdo de particulas virais (ENGELMAN; CHEREPANOV, 2012;
SIERRA; KUPFER; KAISER, 2005). A estrutura da particula viral esta representada na figura
1.
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Figura 1- Estrutura do HIV-1
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O HIV é constituido de um envelope de membrana lipidica derivada da célula hospedeira. Vinculadas a ele estdo
as glicoproteinas gp41 e gp120. O envelope envolve a matrix que circunda o ndcleo em forma de cone, composto
pela proteina do capsideo p24, no interior do qual estdo localizadas as enzimas transcriptase reversa, integrase,
protease, assim como o genoma viral. Fonte: autoria propria, REIS (2019). O modelo do virus é do banco de dados

de ilustragdes disponibilizados pela Servier em: https://smart.servier.com. Acessado em fevereiro de 2019.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS, do inglés “World Health Organization”)
estima que atualmente ha aproximadamente 36,9 milhdes de pessoas vivendo com o HIV ou
Aids em todo o mundo. Dessas pessoas, 35,1 milhdes séo adultos e 1,8 milhdes séo criancas
(menores de 15 anos) (UNAIDS/WHO, 2018).

Os dados regionais mostram que a maioria das pessoas que vive com HIV esta na Africa
Oriental e Austral- 19,6 milhdes, sequido da Asia e Pacifico com 5,2 milhes de infectados
(UNAIDS/WHO, 2018). No Brasil, de acordo com o boletim epidemioldgico de 2018, até o
momento foram identificados 982.129 mil casos de Aids (BRASIL, 2018).

As populagOes-chave e seus parceiros sexuais constituem 47% das novas infeccdes pelo
HIV em todo o mundo. E o maior risco de infeccdo pelo HIV ocorre entre homens que fazem
sexo com homens; pessoas que usam drogas injetaveis; profissionais do sexo e mulheres trans
(UNAIDS/WHO, 2018).
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1.2 NOVOS DESAFIOS NA ERA DA INFECCAO CRONICA POR HIV

Desde a descricdo do HIV em 1983 (BARRE-SINOUSSI et al., 1983; GALLO et al.,
1983) grandes avangos foram feitos no conhecimento da interacdo virus/hospedeiro e no
tratamento da infeccdo, com a introducdo da terapia antirretroviral (ART, do inglés “Active
Antiretroviral Therapy”), de modo que, pelo menos nos paises onde os medicamentos sdo
acessiveis a populacdo (cerca de 21,7 milhdes; UNAIDS/WHO, 2018) (incluindo o Brasil), a
letalidade por HIV/Aids reduziu drasticamente. Por outro lado, e apesar de fortes investimentos
na pesquisa, ainda ndo existe uma cura definitiva (esterilizacdo) nem uma vacina profilatica
eficaz.

Deeks e colaboradores (DEEKS, STEVEN G. et al., 2013) alertaram sobre 0s novos
problemas de salde relacionados a infecgdo cronica por HIV-1, em parte, como consequéncia
do uso continuado da terapia antirretroviral. O individuos infectados pelo HIV apresenta
inflamacdo cronica e exaustdo do sistema imune que, por um lado, levam a uma maior
susceptibilidade a outras infecgbes (comuns ou oportunistas) e, por outro, a doencas
relacionadas a inflamacéo cronica (doencas metabolicas, neurologicas, cancer). Além disso, 0s
pacientes tendem a ter uma baixa resposta a vacinas tanto profilaticas (BONGIOVANNI;
CASANA, 2008), o que pode elevar o risco de co-infec¢des, quanto vacinas terapéuticas,
testadas como alternativa ou complemento da terapia antirretroviral convencional (GARCIA,
ROUTY, 2011). Representando uma populacao de risco (e em forte crescimento, de acordo
com os dados da OMS), novas estratégias devem ser cogitadas para limitar a vulnerabilidade
dos individuos infectados pelo HIV a novas infecg¢Bes, por exemplo tentando aprimorar as

vacinas existentes no mercado.

1.3 PATOGENESE DA INFECCAO PELO HIV

O HIV utiliza-se de estratégias para infectar as células do hospedeiro, sendo uma delas
0 uso de receptores e correceptores presentes principalmente na superficie de linfécitos T,
macrofagos e células dendriticas para que ocorra a ligagdo e a adsorcdo viral. 1sso ocorre através
da interacdo da proteina do envelope gp120 com a molécula CD4. A proteina gp120 deve sofrer
mudancas conformacionais para também ligar-se a receptores de quimiocinas, como o CCR5 e

0 CXCR4. Apos essa ligagéo, a gp41 do HIV medeia a fusdo do envelope viral com a membrana
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citoplasmatica, permitindo que o genoma e as proteinas virais associadas penetrem no
citoplasma da célula hospedeira (ENGELMAN; CHEREPANOV, 2012; SIERRA etal., 2005).

Figura 2 - Ciclo de Replicacdo do HIV-1
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A infeccdo ¢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
liberagdo do nucleocapsideo viral no interior da célula (etapa 3). Uma vez no citoplasma ocorre o desnudamento
do material genético e a transcricdo reversa do RNA viral no citoplasma da célula (etapa 4) seguida da entrada do
DNA proviral no nucleo (etapa 5), onde o material genético do virus é integrado ao DNA da célula formando o
provirus (etapa 6). A transcri¢do proviral (etapa 7) mediada pela RNA polimerase 11 do hospedeiro gera novos
mRNAS que ao sairem do ndcleo da célula (etapa 8) sdo utilizados como fitas molde para a producdo 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 maturacdo por protease especifica quando
fora da célula, gerando a particula viral infecciosa. Fonte: autoria propria, REIS (2019) com inspiragdo em:
(Elgelman A e Cherepanov P, 2012). Os modelos de célula e virus sdo do banco de dados de ilustragdes
disponibilizados pela Servier em: https://smart.servier.com. Acessado em fevereiro de 2019.

Os processos subsequentes a entrada do capsideo viral no citoplasma até a integracdo
do genoma viral incluem a conversao do RNA do virus em DNA viral pela transcriptase reversa
viral, o qual se integra a0 genoma da célula devido a acdo da integrase. Dessa forma, a
maquinaria celular é utilizada para a replicacdo e o genoma viral € transcrito em RNA
mensageiro (RNAm) para a sintese de proteinas e, posteriormente, para producdo de novas
particulas virais que séo liberadas por brotamento através da membrana plasmatica da célula.

Os linfocitos T CD4+ séo as células mais susceptiveis a infeccdo e a replicagdo viral, enquanto
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que DC e macrofagos sdo sabidamente mais resistentes, (COLEMAN; WU, 2009) devido a

presenca de proteinas celulares importantes, como fatores de restricéo.

1.4 RESPOSTA IMUNE AO HIV

O HIV entra no organismo através das membranas mucosas, na maioria dos casos, do
trato genital ou retal por exposicéo sexual. Nesse primeiro contato barreiras fisicas (integridade
do epitélio da mucosa) e barreiras quimicas presentes nas mucosas (moléculas e peptideos
antimicrobianos, tais como pH, as B-defensinas e mucinas) exemplificam a primeira defesa do
sistema imune inato. As primeiras células que encontram o virus sdo as células tecido-
residentes, como macrofagos teciduais, linfécitos T residentes e células dendriticas da mucosa.
Essas células reconhecem o virus através de seus receptores de reconhecimento de padrbes
(PRRs, do inglés “Pattern Recognition Receptors”) (ESPINDOLA et al., 2016). Dentre os
receptores, destacam-se os receptores do tipo Toll (TLR, do inglés “Toll Like Receptor”) 2 e 4,
(NAZLI et al., 2013) e o receptor de lectina DC-SIGN (do inglés, “Dendritic Cell-Specific
Intercellular Adhesion Molecule-3-Grabbing Non-integrin®) que estdo presentes na superficie
celular e reconhecem a glicoproteina do envelope viral gp120 (GEIJTENBEEK et al., 2000);
0s TLR-7 e 8, que reconhecem o RNA viral no compartimento endossémico (HEIL et al., 2004);
0s receptores citoplasmaticos RIG-I (do inglés, “Retinoic Acid-Inducible Gene 1) e TF116 (do
inglés, “Interferon Inducible Protein 16”’) que reconhecem no citosol o RNA viral e o genoma
viral apds retrotranscricdo (cDNA), respectivamente (BERG et al., 2012; JAKOBSEN et al.,
2013), o receptor do inflamassoma NLRP3 (do inglés “NACHT- and LRR Receptor containing
a pyrin domain/PYD-3”) (GUO, HAITAO et al., 2014). Existem também moléculas de
reconhecimento de padrBes sollveis, tais como Lectina Ligadora de Manose 2 (MBL2, do
inglés “Mannose Binding Lectin 2””) (SAIFUDDIN et al., 2000).

Ap0s reconhecer o virus através desses PRRs, inicia-se uma sinalizacdo intracelular que
culmina na ativacdo de fatores de transcri¢do, tais como fator nuclear kappa B (NF-xB, do
inglés “Factor Nuclear Kappa B”) e/ou fatores reguladores de interferon (IRFs, do inglés
“Interferon Regulatory Factors™). Esses fatores sdo responsaveis pela transcrigdo de genes de
citocinas pro-inflamatoérias, tais como a interleucina (IL, do inglés “Interleukin’) -1p, IL-6, IL-
8, o fator de necrose tumoral (TNF, do inglés “Tumor Necrosis Factor’), das quimiocinas MIP

(do inglés “Macrophage Inflammatory Protein”) -1a, MIP-1b, RANTES (do inglés “Regulated
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on Activation Normal T Cell Expressed and Secreted”), CXCL10 (ou IP-10, do inglés
“Interferon Inducible Protein”), interferons de tipo I: IFN-o (do inglés “interferon alpha”) e
IFN-B. Esses dois ultimos levam a inducéo de genes estimulados por interferon (1ISGs, do inglés
“Interferon-Stimulated Genes”), como, SAMDHI (do inglés “SAM domain and HD domain-
containing protein 1”), APOBEC3 (do inglés “Apolipoprotein B mRNA Editing enzyme
Catalytic-like 3”) e MX2 (do inglés “Human Myxovirus resistance 2”) que constituem
importantes fatores de restricdo (SOPER et al., 2017).

Esse reconhecimento/ativacdo faz com que essas células residentes no tecido iniciem a
resposta imune e liberem citocinas e quimiocinas, o que resulta no recrutamento de novas
células ao tecido, como neutréfilos, células NK (do inglés, “Natural Killer””), mondcitos e
células dendriticas imaturas (WU, L.; KEWALRAMANI, V. N., 2006; ZHANG, Z. et al.,
1999).

Em tecidos periféricos, DC imaturas sdo especializadas em capturar e processar
antigenos através do MHC (do inglés, “Major Histocompatibility Complex ). Apos a captura
do antigeno, as células dendriticas se maturam. Esse processo € fortemente aumentado por
citocinas inflamatérias (MELLMAN; STEINMAN, 2001) e mediadores inflamatérios. No
contexto da infeccdo pelo HIV, as células dendriticas imaturas endocitam o microrganismo,
resultando em sua ativacdo e migracdo para os 6rgaos linfoides secundarios. Nos linfonodos,
as células dendriticas ja estdo maduras e apresentam os epitopos derivados da internalizacédo do
virus aos linfocitos T CD4" e T CD8", os quais sdo ativados para desempenhar uma resposta
imune (IZQUIERDO-USEROS et al., 2010). No entanto, o virus se espalha para outros tecidos
linfoides, particularmente para o tecido linfoide associado ao intestino (GALT, do inglés, “Gut
— Associated Lymphoid Tissue ), onde infecta cerca de 20% dos linfcitos T CD4™ ali presentes.
Além disso cerca de 60% das células que ndo se infectaram sdo ativadas e morrem por apoptose,
0 que leva a uma profunda deplecao de células T CD4 no GALT (MCMICHAEL et al., 2010).
Somado a isso, ocorre morte ou disfungédo de enterdcitos, o que pode aumentar a permeabilidade
do trato gastrointestinal e, consequentemente, a passagem de produtos microbianos, como
lipopolissacarideos (LPS), do lumen intestinal para os tecidos/ sangue (BRENCHLEY et al.,
2006). Adicionalmente ocorre uma profunda mudanca nas subpopulacdes de células T,
incluindo uma perda preferencial de células T de memoria da mucosa intestinal,
preferencialmente de linfécitos T helper 17 (Th17) (PRENDERGAST et al., 2010) e células T
invariantes associadas a mucosa, as quais sdo cruciais para a defesa contra bactérias
(COSGROVE et al., 2013).
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Enquanto o virus replica no GALT e outros tecidos linfoides, a viremia sobe
exponencialmente. A partir disso, o virus livre circulante pode ser capturado e infectar
diretamente eosindfilos, mondcitos e neutréfilos, podendo atingir a medula 6ssea e infectar as
celulas progenitoras, estabelecendo um novo reservatorio viral (GEIJTENBEEK et al., 2000).

Existem evidéncias de que as respostas imunes dos linfocitos T CD8", através da a¢édo
citotdxica de linfdcitos T citotoxicos (CTLs- do inglés “Cytotoxic T cells ) contribuam para o
declinio da viremia na infec¢do aguda. Isso ocorre porque ha uma elevacao e expansdo de
linfécitos T CD8* o que contribui para um controle parcial da carga viral plasmética (CVP)
(GOONETILLEKE et al., 2009; STREECK et al., 2014).

No entanto essa potente resposta imune adaptativa seleciona mutagdes do epitopos
virais, levando a um escape imune (GOONETILLEKE et al., 2009). Essa expanséo e elevacao
de linfécitos T CD8" persiste durante toda a infeccdo pelo HIV-1. Enquanto que subpopulacdes
de linfécitos CD8" diferenciadas estdo dramaticamente elevadas, linfocitos T CD8" naive e de
memoria central diminuem progressivamente (ROEDERER et al., 1995)

Os linfécitos B ndo sdo depletados durante a infec¢cdo aguda pelo HIV. No entanto, a
resposta imune humoral € comprometida devido a ativacao policlonal e exaustdo dos linfécitos
B com mudanca no perfil das subpopula¢Ges de memdria e a destrui¢éo de outros tipos celulares
que séo importantes para o desenvolvimento dos centros germinativos (LEVESQUE et al.,
2009), principalmente aqueles localizados no intestino (BRENNAN et al., 2009). Isso implica
no atraso da inducdo de anticorpos neutralizantes autologos, levando cerca de 12 semanas até
serem produzidos.

Na evoluc¢do natural da infeccdo, de 12 a 20 semanas apdés a infeccdo, é esperado que a
viremia caia e atinja um nivel estavel, chamado de set point viral. Nesse momento os niveis de
linfocitos T CD4" no sangue atingem um ndmero normal, no entanto o dano no tecidos linféides
periféricos, como o GALT, permanece (MCMICHAEL et al., 2010). Inicia-se, entdo, a fase
cronica da doenca.
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Figura 3 - Etapas da infeccéo natural por HIV-1
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(1) Infecgdo inicial sem alteragdes significativas na contagem de linfécitos T CD4 e Carga Viral Plasmatica (CVP)
e auséncia de deteccéo viral soroldgica; (2) Fase Aguda: Caracterizada por um aumento de CVP e queda de células
T CD4* com marcada resposta de CTL e soroconversao; (3) Fase cronica: Laténcia Clinica com progressiva perda
de linfécitos T CD4* e aumento de CVP; (4) Desenvolvimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Aids)
caracterizada pela redugdo de linfécitos T CD4* abaixo de 200 células/mmg, elevados niveis de CVP e surgimento
de infeccBes oportunistas e complicagdes oncoldgicas.

Fonte: adaptado de Pantaleo, 1993 (PANTALEO; GRAZIOSI; FAUCI, 1993).

Com o passar de alguns anos, pode ocorrer a fase de progressdo para a Aids na qual
observa-se uma elevacdo na viremia plasmatica, que culmina numa continua deplecdo de
linfocitos T CD4" (< 200 células/uL) juntamente com o aparecimento de doencgas oportunistas
gue podem levar o paciente ao 6bito (MINDEL; TENANT-FLOWERS, 2001).

Visto esses eventos, o andamento natural da infec¢do pelo HIV pode ser dividido
resumidamente em trés partes: fase aguda, que é marcada por uma reducdo da contagem de
linfécitos T CD4" acompanhada pelo aumento da CVP. Esta fase pode ser assintomatica ou
apresentar sintomas inespecificos. Apos isso, inicia-se uma resposta de CTLs e a producéao de
anticorpos que, em resposta, levam a reducao da CVP e aumento da contagem de linfécitos T
CD4*, podendo levar a fase de laténcia e cronificacdo da infeccdo. Na fase de progressao para
a Aids observa-se uma elevagdo na viremia plasmatica, uma nova deplegdo de linfécitos T CD4*
e aparecimento de doencas oportunistas (Figura 3).

Curiosamente, sabe-se que entre os individuos que entram em contato com o virus,
alguns ndo contraem a infec¢do ou conseguem montar uma resposta eficaz com eliminacgéo do

virus, enquanto outros sdo mais susceptiveis a infeccdo com diferentes perfis de controle da
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replicacéo viral e progressédo da doenca. Levando em consideragdo o perfil de resposta na
auséncia de ART, existem as seguintes classificacdes: (1) N&do progressores a longo prazo
(LNTP, do inglés “Long Term Non Progressors ”): individuos assintomaticos com contagens
de linfécitos T CD4" > 500 células/mm? de sangue por um periodo prolongado (>10 anos) ¢
baixa viremia; (2) Controladores de elite (EC, do inglés “Elite Controlers”): mantém a
contagem de linfocitos T CD4* estavel e apresentam viremia indetectavel; (3) Progressores
Rapidos (RP, do inglés “Rapid Progressors”): apresentam contagem de linfécitos T CD4*
menor que 300 células/mm3 no periodo de 3 anos ap06s o0 primeiro teste soropositivo e (4) Ndo
controladores (NC, do inglés, “Noncontrolers”): mantém a CVP acima de 10000 copias/mm3
(GURDASANI et al., 2014).

Essa heterogeneidade de resposta ao HIV-1 pode estar associada tanto a fatores
geneéticos do hospedeiro, como delegao do CCRS5, A32; presenca do HLA B27, presenca de
variantes polimérficas em genes da resposta imune, quanto as particularidades do virus. De
fato, o estabelecimento de uma infecgdo crdnica muito se deve ao escape imunoldgico viral, o
qual pode ocorrer devido a elevada taxa de mutagénese do HIV-1 e, consequente, interferéncia
no reconhecimento especifico dos receptores linfocitarios, quanto ao fato de existir proteinas
do HIV-1 capazes de antagonizar os fatores de restricdo viral (DEEKS, S. G. et al., 2015) (ex.:
o fator de infectividade viral/Vif) (SOPER et al., 2017).

1.5 TRATAMENTO

Nessas Ultimas trés décadas de epidemia, avancos cientificos contribuiram para um
melhor entendimento da interacdo patdgeno/hospedeiro, fornecendo subsidios para o
desenvolvimento de potentes agentes antirretrovirais (YOUNAI, 2013). E, mesmo que 0
nimero de individuos infectados tenha permanecido elevado, o advento da terapia
antirretroviral levou a uma diminuicdo da mortalidade e morbidade da doenca (LUNDGREN;
BABIKER; NEATON, 2016).

Atualmente, estima-se que 21,7 milhdes de individuos infectados pelo HIV tenham
acesso a terapia antirretroviral (ART, do inglés “Active Antiretroviral Therapy”)
(UNAIDS/WHO, 2018).

Os antirretrovirais aprovados e comercialmente disponiveis agem em estagios da

replicagdo do HIV e consistem em: inibidores nucleosideos e nucleotideos para transcriptase
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reversa, como acabacavir (ABC), lamivudina (3TC), tenofovir (TDF) e Zidovudina (AZT);
inibidores ndo-nucleosideos da transcriptase reversa, como efavirenz (EFZ) e Nevirapina
(NVP) ; inibidores de protease , como Atazanavir (ATV), Darunavir (DRV), Lopinavir (LPV),
Nelfinavir (NFV); inibidores de fusdo, como Enfuvirtida (T20); inibidores de integrase, como
Dolutegravir (DTG) e Raltegravir (RAL); inibidores de entrada, Maraviroc (MR) e combinacéo
de medicamentos de classes diferentes (CHEN; HOY; LEWIN, 2007; YOUNAI, 2013). No
Brasil em 1996 foi introduzida a terapia antirretroviral de alta poténcia (HAART, do
inglés “Highly Active Antiretroviral Therapy ), na qual é utilizada uma combinagdo de trés ou
mais drogas. Essa estratégia € utilizada amplamente pelo mundo.

Na maioria dos individuos infectados pelo HIV-1, a administracdo de ART resulta no
aumento da contagem de linfécitos T CD4" e na reducéo da viremia plasmatica, que pode ser
mantida durante anos (CHEN et al., 2007; FINZI; SILICIANO, 1998). Nesse cenario, a
infeccdo pelo HIV passou a ser considerada uma situacéo cronica e controlavel.

Entretanto, clinicamente, a ART ndo previne a patologia ou restaura a qualidade de vida.
Isso se considerarmos que o0 sucesso da terapia antirretroviral € limitado pelo desenvolvimento
de resisténcia, pelos efeitos colaterais associados a interagcbes com outros medicamentos e pelo
tempo de uso prolongado, que pode levar a complicacbes metabolicas (hiperglicemia,
resisténcia insulinica, hiperlipidemia) e doencas cardiovasculares (CHEN et al., 2007;
MURATA; HRUZ; MUECKLER, 2000).

Além disso ocorre uma supressdo viral incompleta devido a permanéncia do genoma
viral integrado ao DNA de células hospedeiras, particularmente em santuarios anatomicos
virais (CORY et al., 2013). Dessa forma, em poucas semanas, a interrupc¢éo do tratamento leva
areplicacdo do HIV e aumento da CVP em células latentes como linfécitos T CD4" de meméria
(PALMER; JOSEFSSON; COFFIN, 2011).

Do ponto de vista imunologico, mesmo sob o uso da terapia combinada, a resposta
inflamatdria e a ativagdo imune celular persistem (REGIDOR et al., 2011). Ha evidéncias de
que pacientes tratados e com niveis adequados de linfécitos T CD4" ainda apresentem uma

inflamacdo residual, o que é exemplificado pela figura 4.
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Figura 4 - Infeccdo pelo HIV e mudancas apds terapia antirretroviral
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Com a reducdo do RNA e antigenos virais, os linfocitos T diminuem apds terapia antirretroviral, enquanto 0s
anticorpos persistem em todos pacientes. A ativacdo imune diminui apds a terapia, mas na maioria dos pacientes,
permanece significantemente aumentada quando comparada com individuos controle.

Fonte: adaptado de Maartens, 2014 (MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014).

Mesmo a infeccdo pelo HIV constituindo uma situacdo crénica e controlavel, ainda séo
necessarios muitos esforgos para elucidar essa questao.

Nesse contexto de tratamento, alguns estudos sugerem que vacinas terapéuticas
baseadas em células dendriticas fornecem resultados promissores no controle da infecgéo pelo
HIV, embora ainda seja necessario aprofundar os conhecimentos sobre os mecanismos de
protecdo induzidos por essas vacinas (GARCIA et al., 2012). Foram publicados varios ensaios
clinicos utilizando imunoterapia com DC em individuos infectados pelo HIV. A maioria
mostrou algum grau de resposta imune relacionada com o controle da CVVP, apesar da grande
variabilidade individual na resposta (GARCIA; ROUTY, 2011).
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1.6 ATIVACAO IMUNOLOGICA CRONICA E EXAUSTAO IMUNE

Uma das caracteristicas mais marcantes na fase cronica da infeccdo pelo HIV-1 é
ativacdo imunolégica generalizada.

Desde o surgimento dos primeiros casos, Lane e colaboradores (LANE et al., 1983)
descreveram anormalidades em linfocitos B, como a hiperativacdo. Apds isso, a descri¢do de
disfuncdes em células de individuos infectados pelo HIV tornaram-se comuns e inumeros
trabalhos caracterizaram o fenémeno, no qual ocorre a inducédo de citocinas proinflamatérias e
quimiocinas e acarreta a disfuncdo de linfocitos, exaustdo celular e senescéncia (MOIR,
SUSAN; CHUN; FAUCI, 2011). A persisténcia da ativacdo imunologica cronica na infeccéo
pelo HIV, tanto na resposta adaptativa quanto inata, também é agravada por anormalidades na
coagulacdo (LICHTFUSS et al., 2011).

Dentre as ocorréncias mais bem caracterizadas desse fendmeno esta a enteropatia
decorrente da perda de linfocitos T CD4" na mucosa intestinal e aumento da permeabilidade.
Esse conjunto de fatores culmina na translocacdo microbiana, o que € evidenciado pelo aumento
de niveis séricos de LPS e de seu ligante CD14 soltvel. O LPS é um potente ativador de TLR4
e leva producdo de citocinas proinflamatérias, como IL-6, IL-1p e IL-18 e TNF-a
(BRENCHLEY et al., 2006) por mondcitos, células dendriticas e linfdcitos (T e B) ativados
(DEEKS, STEVEN G.; TRACY; DOUEK, 2013).

Além disso, a perda de regulacao do sistema imunologico, com a reducdo de linfdcitos
Th17 e células T regulatérias, (PRENDERGAST et al., 2010) pode estar associada ao aumento
de translocacdo microbiana. Igualmente, algumas coinfecgbes, como a citomegalovirose e
hepatite C, podem induzir uma profunda expansdo de linfécitos T ativadas (HSUE et al., 2006),
falseando a contagem de linfocitos T ao elevar seu nimero, mas ndo restaurando sua funcéo
imune. E importante ressaltar que o tratamento para as coinfeccdes pode reduzir o nivel de
ativacdo de linfocitos T (GONZALEZ et al., 2009; HUNT et al., 2011).

Com a ativagdo imunoldgica cronica, € vista também uma particular reducdo dos
linfécitos B de memdria em repouso e aumento de linfocitos B de memoria ativadas (MOIR, S.
etal., 2010).

Outra ocorréncia relevante nesse cenario é que o HIV pode ter um efeito direto nos
receptores TLR -7 e -8 expressos em células dendriticas plasmacitdides, levando a producéo de
interferon-o. (MEIER et al., 2009).
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Uma vez que esses marcadores de inflamagéo residual estejam aumentados, tem sido
feitas inUmeras associa¢Ges com o progndstico, como, por exemplo, um indice aumentado de
mortalidade (KULLER et al., 2008), doencas cardiovasculares (HSUE et al., 2006), cancer
(MARKS et al., 2013), doencas neurolégicas (ANCUTA et al., 2008) e hepaticas (ANDRADE
etal., 2013).

Outra caracteristica marcante da fase cronica da infecgdo pelo HIV-1 é a exaustdo
imune, a qual é definida como a reducdo da funcao efetora celular sustentada pela expressao de
moléculas supressoras como receptores PD-1 (SAUCE et al., 2007; TRAUTMANN et al.,
2006), CTLA-4 (KAUFMANN et al., 2007), TIM3 (CHEW et al., 2016) e LAG3 (TIAN etal.,
2015), em ambos os linfocitos T CD4"e T CD8". A expressdo dessas moléculas é aumentada,
sobretudo em individuos infectados ndo-tratados, no entanto, mesmo em ART, a expressdo
declina, mas continua aumentada em comparacdo com individuos ndo-infectados (WYKES;
LEWIN, 2017).

A expressdo aumentada de PD1 é vista predominantemente em linfdcitos T de memdria
central (ZHANG, J. Y. et al., 2007), enquanto que ambas PD1 e CTLA-4 sdo expressas por
células Treg, e LAG3 é expresso por linfécitosT de memdria efetora (TIAN et al., 2015). Além
disso, PD1 ¢ expresso concomitantemente com proteinas que ajudam a promover a ativacao de
linfécitos T, como CD38 e MHC de classe Il (SAUCE et al., 2007).

Por fim, a exaustdo imune vista em individuos infectados pelo HIV pode comprometer
a resposta imune a maioria das vacinas conhecidas (ABZUG, 2009; GERETTI; DOYLE,
2010).

Através de uma metandlise, foi visto que a duracdo da soroprote¢do nos individuos
infectados pelo HIV é mais curta do que em individuos sadios para a maioria das vacinas
licenciadas. Além disso, muito dos vacinados tem perda dos anticorpos de protecdo antes
mesmo do reforgo preconizado (KERNEIS et al., 2014). Além do mais, a resposta vacinal é
enfraquecida, como baixas taxas de resposta as vacina¢des padrées como a HBV em individuos
infectados por virus quando comparados com individuos sadios (YAO; MOORMAN, 2013).

Uma abordagem multidisciplinar e multifacetada, com o desenho de novos imundgenos,
o desenvolvimento de melhores adjuvantes, rotas alternativas e a invencao de novos veiculos

de entrega, € necessaria para a superagédo dessas barreiras.
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1.7 CELULAS DENDRITICAS

O comprometimento na resposta vacinal tem sido associado tanto a uma reduzida
frequéncia de DC (DONAGHY et al., 2003; SABADO et al., 2010), quanto a alteragdes
fenotipicas e funcionais nessas células (CARDONE et al., 2015).

As DC constituem as mais potentes células apresentadoras de antigeno (APC, do inglés,
“Antigen-Presenting Cell ) capazes de ativar linfocitos T naive, sendo responsaveis por iniciar
e manter as respostas imunes contra antigenos (BANCHEREAU; STEINMAN, 1998;
STEINMAN, 1991; WU; DAKIC, 2004). Além disso, essas células, consideradas sentinelas
naturais, desempenham um papel central na regulagcdo imune (BANCHEREAU; STEINMAN,
1998).

Ap0s o reconhecimento de padrdes moleculares associados ao patogeno (PAMPs, do
inglés, “Pathogen Associated Molecular Patterns”) ou dano (DAMPs, do inglés, “Damage
Associated Molecular Patterns ) pelos receptores inatos PRRs, DC sdo ativadas e tornam-se
eficientes APC. A diferenciacao final de uma DC é caracterizada pelo aumento de expressao
de moléculas como MHC de classe 11 e CD86 e CD80 e pela producdo de citocinas importantes
para ativacdo de linfocitos T CD4" na sinapse imunolégica, como I1L-12, IL-18, IL-1pB, IL-4. O
resultado da ativacdo de DC direciona a expansdo clonal dessas células e polariza para os
diferentes tipos de resposta T (por exemplo, Thl, Th2, Thl7, Treg), dependendo do perfil de
citocinas produzido e do microambiente onde se d& a apresentacdo antigénica (STEINMAN,
2007).

Foram descritos varios subtipos de DCs desde a sua descoberta em 1970. Entre as
classificages propostas temos: migratorias e residentes. As DC migratorias estdo presentes no
sangue, expressam baixos niveis de CD11c e altos niveis de MHC Il. As DC residentes
encontram-se nos tecidos e expressam baixos niveis de MHC Il e altos niveis de CD11c (SATO;
FUJITA, 2007).

De forma geral, as DC migratorias podem ser divididas entre DC mielGides e
plasmocitdides. As DC miel6ides mantém os precursores da linhagem miel6ide CD11c, HLA,
CD4 e ndo expressam CD14 (MERAD et al., 2013). As pDC, encontradas em zonas de células
T de 6rgdos linfoides, no timo e no sangue, apresentam os marcadores especificos CD126,
CD303 e CD304 e sdo responsaveis pela producao de interferon de tipo | (HANIFFA; COLLIN;
GINHOUX, 2013; REIZIS etal., 2011).
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Durante anos, esses subtipos foram descritos e amplamente aceitos pela comunidade
cientifica. No entanto, em 2017 foi publicado um trabalho que, através de analises fenotipicas
high throughput, mostrou existir mais subtipos, totalizando seis. Sendo eles: DC1
(CD141/BDCA-3"cDC1); DC2 e DC3  (CDIC/BDCA-1*cDC2); DC4
(CD1C CD141 CD11C* DC); DC5 e DC6 (CD123, CD303/BDCA-2*) (VILLANI; SATUA,
2017).

Desde sua descoberta, as DCs tém sido objeto de investigacdo por varios grupos de
pesquisa (STEINMAN, 2007). Inicialmente, tais estudos eram muito limitados devido ao numero
baixo de DCs circulantes do sangue. A descoberta de que mondcitos poderiam dar origem a DC
revolucionou o campo de pesquisas com DC porque descobriu-se que era possivel derivar DC a
partir de mondcitos in vitro, através da adicdo de fatores de como GM-CSF (do inglés:
“Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor ”) e IL-4 interleucina (IL-4) (SALLUSTO;
LANZAVECCHIA, 1994). A citocina GM-CSF permite a sobrevivéncia e diferenciacdo dos
mondcitos in vitro, enquanto a IL-4 exerce um efeito inibitério na diferenciacdo de mondcitos em
macréfagos (CONTI; GESSANI, 2008). Os protocolos de diferenciacdo dos mondcitos em DC,
em sua maioria, estabelece o tempo de cultivo de 5-7 dias.

Se 0 modelo de derivacgéo utiliza mondcitos, logo as caracteristicas dessas células podem
influenciar a qualidade do produto final. Sabe-se que s&o encontradas trés subpopulagdes, a maior
populacdo dos mondcitos humanos (90%) com CD14"%" e nenhuma expressdo para CD16,
denominados de monacitos classicos. Enquanto a menor populacéo (10%) de mondcitos humanos
¢ subdividida em intermediarios com CD14" e CD16'™ e em ndo classicos com
CD16""CD14' (ZIEGLER-HEITBROCK et al., 2010). Quando foram avaliadas as
caracteristicas dos mondcitos classicos, intermediarios e ndo-classicos através do perfil de
expressao génica notou-se que mondacitos classicos expressam genes proinflamatorios; engquanto
que os monacitos intermediarios tém uma alta expressdo de MHC de classe 1l (WONG et al.,
2011).

Uma vez que foi possivel estabelecer um modelo de DC, essas células foram utilizadas
amplamente por pesquisadores do mundo todo, o que possibilitou muitas descobertas sobre suas
propriedades bioldgicas e moleculares.

Uma dessas descobertas diz a respeito sobre sua maturacao, a qual é fortemente aumentada
por citocinas inflamatérias (MELLMAN; STEINMAN, 2001) e mediadores inflamatdrios,
incluindo ligantes de NLR (do inglés, “Nucleotide-binding oligomerization domain_Leucine rich
repeats Receptors”) e TLR, como LPS (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002; MELLMAN;
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STEINMAN, 2001) e tem como objetivo potencializar a capacidade de apresentagdo antigénica
aos linfécitos T naive.

Voltando ao contexto das DC durante a infeccdo pelo HIV, varios grupos tém observado
alteracGes. Uma delas diz respeito ao reduzido nimero circulante dessas células em pacientes sem
tratatamento (naive), o que correlaciona inversamente ao nivel de CVP (SCHMIDT et al., 2006).
Outros grupo de pesquisa observaram ainda um fenotipo de ativacdo parcial de DC (DILLON et
al., 2008) com producdo espontanea de citocinas inflamatorias (ALMEIDA et al., 2005).

Comparadas as células de individuos-controle, as DC derivadas de individuos infectados
pelo HIV apresentam uma diminuida eficiéncia na estimulacéo de linfécitos T, com expresséo
reduzida de moléculas co-estimuladoras como CD80 e CD86 (WU, LI; KEWALRAMANI,
VINEET N., 2006).

Esse comprometimento em DC visto em individuos infectados pelo HIV pode estar
associado a uma pobre resposta vacinal. E esse cenario pode ser causado por uma resposta
diminuida ou defeituosa a adjuvantes comumente utilizados (LIU; OSTROWSKI, 2017).

Preparacdes vacinais bem-sucedidas ativam adequadamente DC, levando a producéo de
uma imunidade protetora de memoria. Junto com o antigeno do patdgeno, os adjuvantes
contribuem fortemente para a efetividade da vacina. Essa acao € mediada por PRRs, como TLR
e NLR, através da ativacdo de vias intracelulares levando a producdo de importantes citocinas
para ativacdo de células T (MAISONNEUVE et al., 2014). Uma dessas vias intracelulares

chama-se inflamassoma.

1.8 INFLAMASSOMA

O inflamassoma foi descrito como um complexo proteico citosolico de alto peso
molecular que recruta e ativa proteases inflamatorias baseadas em cisteina e acido aspartico
(caspase, do inglés “cysteine-aspartic-acid-proteases”) (caspase-1, -4, -5), levando a producéo
das formas ativas das citocinas pré-inflamatérias IL-18 ¢ IL-18 (MARTINON; BURNS;
TSCHOPP, 2002) e/ou a morte celular fortemente inflamatoria, chamada de piroptose. A
estrutura das moléculas envolvidas na ativacao do inflamassoma esta esquematizada na Figura
5.

O inflamassoma é formado ap0s o reconhecimento de PAMPs ou DAMPS por um sensor

citoplasmatico da familia de receptores que contém os dominios central NACHT e dominio C-
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terminal rico em repeti¢des de leucina (LRR, do inglés, “Leucine- Rich Repeats”’)- NLR, do
inglés “NACHT and LRR containing receptors ” ou da familia de receptores do tipo PYHIN (do
inglés, “PYD and HIN domain-containing protein”). Constituem exemplos de NLRs, o0s
receptores NLRP1 e NLRP3 (que contém o dominio N-terminal de tipo pirinico/PYD), NAIP
(que contém o dominio N-terminal de tipo BIR) e NLRC4 (que contém o dominio N-terminal
para recrutamento de caspases, CARD); e entre os PYHINSs, o AIM2 (do inglés, “Absent In
Melanoma 2”) e IFI16.

Alguns receptores tais como AIM2 (FERNANDES-ALNEMRI et al., 2009;
HORNUNG et al., 2009), IFI16 (UNTERHOLZNER et al., 2010) e NAIP reconhecem
diretamente o DNA ou a flagelina bacteriana (FLG), respectivamente. Enquanto que outros sao
ativados de forma indireta, como no caso do NLRP3 e NLRCA4.

O inflamassoma NLRP3 é um componente crucial da defesa imune do hospedeiro sendo
indispensavel para resposta a varios tipos de microrganismos, ao dano celular, na resposta a
substancias toxicas ou ambientais e a adjuvantes vacinais (ex.: alimem,) desta forma sendo
fundamental para ativacdo de células dendriticas e imunizacdo (EISENBARTH et al., 2008;
KOOL et al., 2008; LI et al., 2008). O NLRP3 responde a um amplo numero de estimulos,
sugerindo ser ativado por modificacgdes citoplasmaticas induzidas pelos PAMPs (de origem tanto
bacteriana quanto viral) e DAMPs, em vez de apenas pela interagdo direta com eles (LAMKANFI;
DIXIT, 2014; TSCHOPP; SCHRODER, 2010).

A ativacdo de NLRP3 ainda ndo esta totalmente estabelecida, porém alguns mecanismos
sdo hoje universalmente aceitos. Entre eles, estd o efluxo de K* causado por toxinas microbianas
que criam poros na membrana plasmatica (ex.: nigericina) ou pela ativagdo do receptor purinérgico
P2X7 ap6s aumento de ATP no meio extracelular, geralmente em consequéncia a dano tecidual e
necrose (MUNOZ-PLANILLO et al., 2013; PETRILLI et al., 2007). Um segundo mecanismo
proposto envolve a liberacdo de catepsinas lisossomais, em consequéncia a mecanismos de escape
de patdgenos fagocitados/endocitados ou por desestabilizacdo do fagossomo por cristais ou
particulas inorganicas, seguido da ruptura lisossoma e liberacéo de catepsinas (HORNUNG et al.,
2008; LAGE, S. L. etal., 2013). O terceiro evento reconhecido por ser capaz de ativar o receptor
é a liberacao de espécies reativas de oxigénio (HANEKLAUS; O'NEILL; COLL, 2013) e proteinas
mitocondriais (SHIMADA et al., 2012) no citosol, em consequéncia ao dano microcondrial
causado tanto por toxinas microbinas quanto por substancias toxicas. Como um quarto mecanismo
proposto temos o estresse do reticulo endoplasmatico e mudancas nos niveis de Ca?* citosélico
(HANEKLAUS et al., 2013; MURAKAMI et al., 2012).
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Figura 5 - Estrutura das moléculas envolvidas na ativacdo do inflamassoma NLRP3 e
NAIP/NLRC4
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(A) Proteinas que compdem os inflamassomas: NLRP3 - contém o dominio N-terminal de tipo pirinico/PYD,
dominio NACHT de oligomerizacdo (NBD), regido de repeticdes ricas em leucina (LRR) ativado apos
reconhecimento de PAMPs e DAMPs como LPS+ATP e nigericina; NLRC4 - contém o dominio N-terminal de
tipo CARD, NBD e LRR; NAIP contém o dominio N-terminal de tipo BIR ativado ap6s reconhecimento de
PAMPs como a flagelina bacteriana (FLG); ASC= molécula adaptadora; Pro-caspase-1 — Enzima contendo
dominio CARD e duas subunidades (P10 e p20). (B) Na ativacdo por via ndo candnica, o LPS liberado no
citoplasma liga-se as caspases -4 e -5 em humanos e -11 em camundongos. Essas caspases clivam a gasdermina D
(GSDMD) e o fragmento N-terminal inicia a ativacdo do inflamassoma NLRP3, a maturacédo da citocinas IL-1B e
IL-18 dependente de caspase-1 e piroptose. (C) Na ativagdo candnica do inflamassoma NLRP3, o primeiro sinal
(priming) é fornecido pela ativacdo de PRRs em resposta a PAMPs ou DAMPs ou por receptores de citocinas
como IL-1R ou TNFR, o que leva a transcricdo de NLRP3, e das formas inativas de IL-1p e IL-18. O segundo
sinal é induzido por agonistas de NLRP3 que alteram a homeostase celular, como producdo de espécies reativas
de oxigéncio (ROS), efluxo de K* e ruptura lisossomal. O segundo sinal desencadeia a oligomerizacdo desse
sensor, o recrutramento de ASC e de pro-caspase. (D) A ativacdo do inflamassoma NLRC4 é iniciada apés o
reconhecimento da FLG pelo NAIP, o que induz uma alteragcdo conformacional em NAIP e permite o recrutamento
e olimerizacdo de NLRC4, o qual pode recruta pro-caspase de forma direta ou sem a necessidade da molécula
adaptadora ASC. A ativagdo dos inflamassomas leva a clivagem das formas pro-1L-1p e pré- I1L-18 e de GSDMD,
resultando na secrecdo de IL-1p, IL-18 e piroptose, respectivamente.

Fonte: autoria propria, REIS (2019) com inspiracdo em: (AWAD et al., 2018).

Por sua vez, o NLRC4, inicialmente descrito como o receptor citosolico da FLG,
(FRANCHI et al., 2006; MARIATHASAN et al., 2004; MIAO et al., 2006), foi demonstrado ser
o receptor do complexo NAIP: FLG (KOFOED; VANCE, 2011; LIGHTFIELD et al., 2011,
ZHAO et al., 2011). A FLG, componente estrutural do flagelo, é uma proteina expressa por uma
variedade de bactérias flageladas (Salmonella typhimurium, por exemplo) assim como bactérias
nédo flageladas (como, Escherichia coli). Quando levada ao citosol celular, através de sistemas de

secrecdo do tipo Il e 1V, presentes em bactérias como S. typhimurium e L. pneumophila,
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respectivamente, a FLG é reconhecida pelo receptor de tipo NLR, Naip5, e induz a ativacéo
inflamassoma NAIP/NLRC4 (KOFOED; VANCE, 2011; LIGHTFIELD etal., 2011; ZHAO et
al., 2011) em camundongos, com consequente ativacdo da caspase-1, liberacdo das citocinas pro-
inflamatorias IL-1B e 1L-18 e piroptose (FRANCHI; MUNOZ-PLANILLO; NUNEZ, 2012). E
importante ressaltar que as células humanas possuem apenas um tipo de NAIP, o qual é capaz de
ativar o inflamassoma NAIP/NLRC4 (KORTMANN; BRUBAKER; MONACK, 2015).

Enquanto NAIP liga-se diretamente a FLG, NLRC4 reconhece o complexo NAIP: FLG e
ativa o inflamassoma NAIP/NLRC4, resultando na produgéo de IL-1p e IL-18 (DIEBOLDER et
al., 2015; HU etal., 2015; ZHANG, L. et al., 2015).

Uma vez que o receptor é ativado pelos PAMPS/DAMPs, ele recruta diretamente (se
possuir um dominio CARD, como o NLRC4) ou indiretamente (pela interacdo de dominios
PYD) através da proteina adaptadora chamada ASC (do inglés, “apoptosis-associated speck-
like protein containing a carboxy-terminal CARD”) ou PYCARD (proteina que contém
dominio PYD e dominio CARD), a caspase inflamatoria, geralmente a caspase-1
(MARTINON; TSCHOPP, 2004). Sabe-se que ASC esta envolvida na nucleacdo dos
inflamassomas, sendo de fundamental importancia para a formacao “punctas” ou “specks”, que
séo agregados citoplasmaticos visualizados por microscopia Optica e que indicam ativacdo do
complexo (STUTZ et al., 2013). Apos a ativacdo desses receptores, a caspase inflamatoria é
recrutada, induzindo assim a ativagdo da via canbnica do complexo inflamassoma
(MARTINON et al., 2002).

O complexo assim formado ativa a caspase-1, que cliva a pro-IL-1B e/ou pro-I1L-18 nas
suas formas biologicamente ativas (IL-1p e IL-18) e a gasdermina D, molécula cujo fragmento
de 30 kDa se insere na membrana plasmatica formando poros e levando a liberagdo das
citocinas e/ou a morte celular altamente inflamatoria, conhecida como piroptose (BROZ;
DIXIT, 2016; SHI, J. etal., 2015).

As vias alternativas e ndo canonicas para a ativagao do inflamassoma foram descritas
posteriormente. Nesse caso 0 LPS citosdlico ativa diretamente as caspases inflamatorias -4 e -
5 (-11 em camundongo), que podem clivar a gasdermina D ou ativar NLRP3 e/ou a caspase-1
(via ndo canénica de NLRP3). Por outro lado, a sinalizacdo mediada por PRRs (tais como,
TLRs e dectin-1) induz a ativacdo de caspase-8 podendo clivar a pro-IL-1p diretamente ou
ativar NLRP3 e/ou NLRC4 e/ou a caspase-1 (via alternativa de ativacdo do inflamassoma)
(LATZ; XIAO; STUTZ, 2013).

Os componentes do inflamassoma sdo expressos em células do sistema imune inato, tais

como mondcitos e DC, mas também em linfécitos, assim como em células ndo leucocitarias,
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como células epiteliais, endoteliais ou neurdnios de forma constitutiva ou induzida através das
vias de sinalizacdo ativadas por PRRs e receptores para citocinas (ex.: IL-1R e TNFR) que
culminam na acdo dos fatores de transcricdo NF-xB ou IRFs (MANGAN et al., 2018). Por
exemplo, o LPS é reconhecido pelo TLR4 que induz a transcricdo de NLRP3 através do NF-
kB, enquanto que a FLG é reconhecida pelo TLR5 que promove a transcricdo de NAIP e
NLRC4 (HAYASHI et al., 2001; YOON et al., 2012).

Além dessa regulacdo a nivel transcricional existem outros mecanismos que regulam a
ativacdo do inflamassoma, tais como 0 miR-223 que inibe a traducdo do mRNA do NLRP3
(BAUERNFEIND et al., 2012); modifica¢fes pds-transcricionais, tais como a deubiquitinacao
de NLRP3 e ASC, a nitrosilacdo de NLRP3 (LATZ et al., 2013), a fosforilacdo de NLRP3 por
NEK (XU; LU; LI, 2016) e de NLRC4; a interacdo dos componentes do complexo com
proteinas inibitdrias, tais como CARDS, inibidor de NLRP3 (YANG, JIE; LIU; XIAO, 2016).
A sinalizacdo via IFNR1/2 inibe a expressédo dos componentes do inflamassoma, em particular
0 NLRP3, e interfere com a ativacdo do complexo (GUARDA et al., 2011). Além disso, um
trabalho demonstrou que IRF8 é uma regulador transcricional de Naips em camundongos
(KARKI et al., 2018).

A importancia da regulacédo da ativacgdo do inflamassoma pela homeostasia do individuo
é destacada por patologias caraterizadas por inflamacao estéril constitutiva e niveis elevados de
IL-1B e IL-18, como as assim chamadas sindromes auto-inflamatorias; multifatoriais como
gota, artrite reumatdide, aterosclerose e obesidade (MANGAN et al., 2018) ou monogénicas,
como a sindrome periddica associada a crioporina (CAPS, OMIM: #120100) e a febre periddica
autoinflamatoria com enterocolite (AIFEC, OMIM: #616050), causadas por mutacdes

autossdmicas dominantes nos genes NLRP3 e NLRC4, respectivamente.

1.9 DESREGULACAO DO INFLAMASSOMA NOS INDIVIDUOS INFECTADOS PELO
HIV

Recentes descobertas apontaram para um papel importante do inflamassoma na
patogénese do HIV-1. Como mencionado anteriormente na secdo de resposta imune, 0
inflamassoma esta intimamente ligado a patogénese do HIV, desde o reconhecimento por
receptores do inflamassoma, como IFI16 e NLRP3, até a instalagdo da infeccdo cronica e
progressao para Aids.
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Inicialmente, foi demonstrado por nosso grupo uma associagdo entre a variante
polimorfica na regido 3’UTR do gene NLRP3, que esta associada a um aumento de estabilidade
do RNA mensageiro (MRNA) do receptor (HITOMI et al., 2009), com protecéo a infeccéo pelo
HIV-1 (PONTILLO etal., 2010). Esse dado sugeriu que uma maior disponibilidade do NLRP3
resultaria em uma melhor resposta contra o virus no momento da infec¢do, aumentando assim
a chance de eliminacéo do virus e diminuindo o risco de contrair a infeccéo.

Posteriormente, foi evidenciado que o HIV-1 é capaz de induzir a ativacdo do
inflamassoma NLRP3 e a producdo de IL-1B em células dendriticas (PONTILLO; SILVA; et
al.,, 2012). Além disso, foi demonstrado por outro trabalho que, em macrofagos, o
reconhecimento do RNA viral aconteceria através de TRLS8, que por sua vez ativaria 0 NLRP3
(GUO, H. et al., 2014).

Desta forma, o inflamassoma NLRP3 parece desempenhar uma das primeiras respostas
ao HIV, assim como reconhecimento via TLR, contribuindo para a resposta imune de uma
maneira benéfica no inicio da infeccdo (ESPINDOLA et al., 2016). Por outro lado, o papel do
complexo apos o estabelecimento da infec¢do ainda ndo esta totalmente esclarecido.

Foi observado um aumento dos niveis basais de ativacdo de caspase-1 nas células
mononucleadas de sangue periférico (PBMC, do inglés “Peripheral Blood Mononuclear
Cells”) em individuos cronicamente infectados pelo HIV-1 (FERIA; TABORDA, 2018).
Acredita-se que DAMPs e outros fatores produzidos durante fase crénica da infecgdo, e ndo
apenas o virus, possam ativar o inflamassoma e contribuir para a sustentacdao da inflamacéo,
representando um notavel papel na patogénese das doencas inflamatdrias associadas a infecgéo,
mesmo na presenca de ART (HERNANDEZ; LATZ; URCUQUI-INCHIMA, 2014).

Além do envolvimento na inflamacéo cronica, o inflamassoma foi apontado também
como fator contribuidor da perda de linfocitos durante a infeccdo pelo HIV, contribuindo assim
para a progressdo para Aids. Foi demonstrado que a acUmulo de transcritos reversos
incompletos durante a replicacdo do HIV-1 no citosol de linfocitos T CD4™ nos 6rgéos linféides
secundarios ("infec¢do abortiva") ativa a caspase-1 através de um outro receptor, 0 sensor
citoplasmatico de DNA, IFI16, consequentemente causando a morte dos linfocitos por
piroptose (MONROE et al., 2014).

Por outro lado foi demonstrado que, em monaocitos e células dendriticas de individuos
infectados pelo HIV, o inflamassoma NLRP3 esta constitutivamente ativado. No entanto,
guando esse inflamassoma é requerido na resposta a PAMPs (ex. LPS) e DAMPs (ex.: ATP) é
vista uma falha nessa ativacdo (INCALCATERRA et al., 2010; PONTILLO et al., 2010;
PONTILLO; OSHIRO; et al., 2012).Vale lembrar que os individuos infectados pelo HIV
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apresentam niveis de IL-18 alterados quando comparados com individuos ndo-infectados,
sugerindo assim uma desregulacdo na ativacdo do inflamassoma (AHMAD et al., 2002;
SAMARANI et al., 2016). Esses achados sugerem que a exaustdo imune observada nos
individuos infectados pelo HIV possa envolver a resposta inata também e, dessa forma, afetar
a suscetibilidade a infec¢fes assim como a resposta aos desafios vacinais.

Levando em consideracdo que variantes polimdrficas nos genes do inflamassoma estéo
associadas a diferentes niveis de ativacdo constitutiva do complexo (ganho ou perda de fungéo)
e a heterogeneidade na progressao vista nos individuos infectados pelo HIV, acredita-se que o
background genético possa contribuir para a evolugdo clinica. Nesse contexto, algumas
variantes nos genes do inflamassoma j& foram associadas a susceptibilidade & infeccdo pelo
HIV-1 e a progressdo a Aids (INCALCATERRA et al., 2010; PONTILLO et al., 2010;
PONTILLO; OSHIRO; et al., 2012).
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2. HIPOTESE DE TRABALHO
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Desde 2012, foi nos dada a oportunidade de acompanhar um ensaio clinico de vacina
terapéutica baseada em células dendriticas para individuos cronicamente infectados pelo HIV,
desenvolvido pelo grupo da Dra. Telma Oshiro e Prof. Alberto JS Duarte da Faculdade de
Medicina da USP. O objetivo desse ensaio de fase I/11 era primordialmente verificar a seguranga
do protocolo e concomitantemente tentar reproduzir os resultados obtidos em 2004 numa coorte
de individuos infectados pelo HIV de Recife (PE) por um grupo franco-brasileiro (LU et al.,
2004). Esse ensaio clinico anterior resultou em uma resposta positiva de 8 dos 18 tratados, ou
seja, quase a metade dos individuos tratados com DC autdlogas pulsadas com virus inativado
conseguiram controlar a CVP por mais de um ano, na auséncia de outro tipo de terapia.

Essa resposta parcial dos individuos infectados pelo HIV e tratados despertou o interesse
do nosso grupo de pesquisa que comecou a indagar os possiveis fatores relacionados a essa
diferente resposta a imunizacdo, entre eles a genética do hospedeiro e a qualidade das DC
utilizadas para imunoterapia.

Dessa forma, ja foi visto que a genética do hospedeiro pode associar-se com uma
resisténcia a infeccdo por HIV-1, e/ou a um menor risco de desenvolver Aids, como, por
exemplo, variantes em PARD3B, CCL5, CCR2, RANTES, HLA-B27 e -B57 (AN; WINKLER,
2010; O'BRIEN; GAO; CARRINGTON, 2001; TROYER et al., 2011) poderiam estar
afetando também a resposta a imunoterapia. Além disso, variantes nos genes do inflamassoma
previamente associadas a suscetibilidade a infec¢do pelo HIV-1 como rs10754558 em NLRP3
(PONTILLO et al., 2010) ou risco de desenvolver Aids como rs1417806 em IFI16
(BOOIMAN; KOOTSTRA, 2014) poderiam afetar também a resposta a vacina terapéutica.

Por outro lado, a parcialidade de resposta exibida pelo individuos infectados pelo HIV
e tratados com a imunoterapia poderia ser resultado do comprometimento das proprias DC
utilizadas no tratamento, como amplamente discutido por varios autores (GARCIA; ROUTY,
2011; WU, LI; KEWALRAMANI, VINEET N., 2006).

De acordo com os estudos que demonstraram que o inflamassoma NLRP3 esta envolvido
na completa ativacdo de DC por adjuvantes vacinais (KOOL et al., 2008; LI et al., 2008), nosso
grupo demonstrou que DC de individuos infectados pelo HIV apresentam uma insuficiente
ativacdo do inflamassoma NLRP3 (PONTILLO; SILVA,; et al., 2012). Isso sugere que o defeito
em NLRP3 poderia, pelo menos em parte, explicar a incapacidade das DC em induzir uma
resposta eficiente nos individuos infectados pelo HIV que foram tratados com a imunoterapia
de DC.

Partindo dessa observacao percebemos a necessidade de implementar novas estratégias

para tentar reverter o baixo nivel de ativacdo do inflamassoma e melhorar o estado de ativacéo
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das DC de individuos infectados pelo HIV. Dessa forma, essa estratégia poderia auxiliar tanto
a resposta desses individuos quanto o desenvolvimento de imunoterapias e imunizacdes
profilaticas comuns.

Para melhorar o desenvolvimento de vacinas, novas estratégias tém sido propostas,
como o uso de agonistas PRRs, como LPS ou FLG, como adjuvantes vacinais, como foi
amplamente revisado por HAJAM e colaboradores (HAJAM et al., 2017). A FLG ja foi
estudada como possivel adjuvante em diversos estudos de imunoterapia (HULEATT et al.,
2007; MCDONALD etal.,2007; MCEWEN etal., 1992) e utilizada como adjuvante em varios
ensaios clinicos (TREANOR et al., 2010; TURLEY et al., 2011). No entanto, até onde se sabe,
ndo existem dados disponiveis sobre a sua capacidade de ativar DC em individuos infectados
pelo HIV.

Como ¢ conhecido na literatura e detalhado na secdo anterior desse trabalho,
diferentemente do LPS ou outros PAMPSs que sdo capazes de ativar o NLRP3, a FLG ativa o
inflamassoma através de NAIP/NLRC4. Logo, levantou-se a hip6tese de que a FLG poderia ser
uma opcao promissora na tentativa de contornar o defeito de NLRP3 e restabeler a ativacéo do
inflamassoma das DC de individuos infectados pelo HIV e, desta forma, melhorar a resposta a
imunizacdo desses pacientes.

Além disso, considerando que variantes genéticas ja foram associadas com a resposta a
imunizacdo em individuos infectados pelo HIV (PONTILLO et al., 2014; REIS et al., 2018) e
que individuos com maior expressao de TRL5, o que favorece a resposta a FLG, respondem
melhor a vacina profilatica, como a de influenza, (NAKAYA et al., 2011; OH et al., 2014),
levantamos a hipotese que variantes genéticas nas vias do inflamassoma envolvidas com a
resposta a FLG poderiam estar associadas com a resposta a imunoterapia baseada em DC e com
uma melhor apresentacdo clinica em individuos infectados pelo HIV.

Nesse contexto, o desenvolvimento desse projeto visou compreender como a FLG ativa
o inflamassoma em células humanas, especificamente em DC derivadas de mondcitos, e
fornecer evidéncias sobre o uso da FLG como adjuvante, abrindo caminhos para o
aperfeicoamente da vacina terapéutica em individuos infectados pelo HIV e como o background

genético pode influenciar nessa resposta.
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Figura 6 - Desenho esquematico da hipotese de trabalho
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Individuos infectados pelo HIV possuem ativacdo constitutiva do inflamassoma e produzem altos niveis de I1L-1p.
Células dendriticas desses individuos ndo se ativam corretamente frente a agonistas como LPS. Essa diminuida
ativacdo de NLRP3 frente a seus agonistas pode estar associada com a inflamacgéo crénica e consequente exaustao
imune vista nesses individuos. Nossa hipdtese é que a flagelina pode resgatar a ativacdo do inflamassoma em
células dendriticas através dos receptores NAIP/NLRCA4.

Fonte: autoria prépria, REIS (2019).
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3. OBJETIVO
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3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar células dendriticas derivadas de mondcitos (DC) de individuos infectados
pelo HIV-1 frente a flagelina (FLG) com relagéo a aspectos fenotipicos e funcionais e avaliar

se essas células sdo capazes de ativar o inflamassoma.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudar o mecanismo de ac¢do da FLG em DC humanas;
2. Avaliar o efeito da FLG em DC de individuos infectados pelo HIV;

3. Avaliar a capacidade de DC estimuladas com FLG em induzir resposta especifica de
linfocitos in vitro;

4. Auvaliar o perfil geneético e epigenético de DC desafiadas com FLG;

5. Genotipar genes de resposta a FLG em individuos infectados pelo HIV, como NLRC4
e NLRP3;

6. Comparar a capacidade adjuvante da FLG em DC obtidas de doadores sadios e
individuos infectados pelo HIV e relaciona-la com marcadores genéticos ou
epigenéticos.
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 DESENHO DO ESTUDO

No desenho do estudo geral (Figura 7), os focos de andlises consistem tanto na parte
genética quanto funcional de células estimuladas com FLG e LPS de individuos infectados pelo

HIV, e eventualmente, a comparac¢do com individuos sadios (controle).

Figura 7 - Representacdo esquematica do trabalho
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Na figura estéo representados os individuos sadioss e infectados pelo HIV. Células mononucleares de sangue
periférico foram isoladas por meio de um gradiente de densidade e monécitos isolados pelo método de adesdo em
plastico. Os mondcitos foram diferenciados em células dendriticas utilizando GM-CSF e IL-4 por 5 dias. Apés
isso, essas células foram estimuladas com LPS ou flagelina (FLG) ou LPS+ATP. Essas células foram utilizadas
para avaliacdo do perfil fenotipico por citometria de fluxo, avaliagdo da clivagem da caspase-1 por FAM-FLICA,
imunofluorescéncia para os receptores do inflamassoma ou lisadas para extragdo de RNA e expressdo génica. Os
sobrenadantes foram utilizados para dosagem de citocinas. Além disso, essas células foram utilizadas para ensaios
de co-cultivo com linfécitos autélogos para avaliacdo da producdo de IFN-y e proliferagdo e silenciadas para
comprovar a participacdo dos receptores na resposta imune. Dos individuos também foram separadas amostras

para extracdo de DNA e genotipagem.
Fonte: autoria prépria, REIS (2019).



56

4.2 INDIVIDUOS INFECTADOS PELO HIV

300 individuos cronicamente infectados por HIV-1 (187 homens /113 mulheres)
procedentes da area metropolitana da regido de Séo Paulo, foram recrutados na Casa da Aids
(SEAP - Servico de Extensdo ao Atendimento de Pessoas que vivem com HIV/Aids), apos
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido aprovado pela CAPPesq e pelo Comité
de Etica em Pesquisas em Seres humanos do ICB (parecer no 1263/CEPSH; 11/12/2015).

Foram coletadas amostras por conveniéncia em dias e periodos variados, tanto para 0s
ensaios genéticos (4 mL em tubos com EDTA) quanto para os funcionais (50 mL em tubos com
heparina).

Os critérios de inclusdo compreendiam idade minima de 18 anos (52,22 anos + 10,95);
soropositividade para o HIV-1 de pelo menos 1 ano (19,43 anos + 5,74).

Para os estudos funcionais os critérios de inclusdo compreendiam também contagem de
linfocitos T CD4* de no minimo 200 células/mm3 (403,9 células/mm?® + 229,5), auséncia de
sinais clinicos de Aids, e presenca de quaisquer doencas cronicas (autoimunidade,
cardiovascular, renal, obesidade, cancer) e auséncia de coinfeccdes, tais como HTLV, Hepatite
C, Hepatite B, Herpes, Citomegalovirus, Sifilis.

Outros dados desses individuos incluiam: uma meédia de tratamento com ART de 0,85
anos + 1,94; uma contagem de linfocitos T CD4" antes do tratamento de 322,5 células/mm?®
+278,3; uma CVP antes do tratamento de 4,55 logio copias/mm?3+ 1,10 e CVP ap6s o tratamento
de <1,7 logio cOpias/mm?®.

A partir dos prontudrios dos pacientes, dados sdcio-demogréficos (idade, sexo) e
clinicos (nivel de linfécitos T CD4" no sangue periférico e CVP antes e ap06s introducdo da
terapia antirretroviral; presenca de coinfec¢des, tais como HTLV, Hepatite C, Hepatite B,
Herpes, Citomegalovirus, Sifilis; ocorréncia de falha terapéutica e eventual genotipagem viral),
foram coletados e incluidos em uma planilha de Excel, e 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 informacdes obtidas dos individuos
incluidos na pesquisa.

No APENDICE A s&o resumidas as principais informacdes demograficas e clinicas dos

30 individuos incluidos no estudo funcional.
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4.3 INDIVIDUOS INFECTADOS PELO HIV SUBMETIDOS A VACINA TERAPEUTICA

Em algumas analises foram utilizadas amostras de DNA genémico e dados de uma
coorte de individuos infectados pelo HIV submetidos & imunoterapia baseada em células
dendriticas (ensaio clinico fase I/1I), NCT02766049 (ClinicalTrials.gov). Os individuos
vacinados eram adultos (34,37 £ 7,97 anos), soropositivos por no minimo 5 anos (8,37 + 2,16),
sem nunca ter realizado tratamento antirretroviral, sem sinais clinicos de Aids ou outras
doencas, com contagem de linfocitos T CD4* > 350 células/ mm?, e CVP > 1000 copias/mm?
de HIV antes do inicio da imunizagdo, procedentes da area metropolitana de So Paulo. Eles
foram vacinados com trés doses de 3-30 x108 células dendriticas pulsadas com o virus aut6logo
intervalo de 2 semanas (em acordo com o ensaio clinico de fase I) (LU et al., 2004) e seguidos
por 1 ano. A imunizacdo se mostrou segura sem efeitos adversos, mas com um modesto efeito
em CVP e contagem de linfocitos T CD4*. E importante ressaltar que esses dados funcionais e
de genotipagem foram obtidos durante meu mestrado e, nesse momento, esses dados foram

reanalisados focando nos objetivos do atual trabalho e corroboracdo da hipotese de trabalho.

4.4 INDIVIDUOS SADIOS

30 adultos individuos (16 homens /14 mulheres; 51,46 + 11,92 anos) foram recrutados
no Instituto de Hemoterapia do Hospital Alemao Oswaldo Cruz e incluidos no estudo.

Os doadores, com idade minima de 18 anos e soronegatividade para HIV, eram
procedentes da area metropolitana da regido de Sdo Paulo (SP, Brasil) e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido aprovado pelo comité de ética do instituto, para doacao do
material bioldgico remanescente do procedimento de plasmaférese (concentrados de leucocitos
obtidos apds o procedimento). Como critérios de exclusao, aplicamos os seguintes: doadores
gue apresentavam sinais aparentes de infec¢Oes virais, bacterianas e fangicas e que estivessem

fazendo uso de medicamentos anti-inflamatorios.
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4.5 OBTENCAO DE CELULAS DENDRITICAS DERIVADAS DE MONOCITOS

As células mononucleares de sangue periférico, as PBMC, foram obtidas a partir da
amostra de sangue total (50 mL diluidas 1:2 em PBS (Sigma-Aldrich, ST-EUA), utilizando o
Ficoll-Pague (GE healthcare, Biosciences, NC-USA) pelo método de gradiente de densidade,
de acordo com as instrucdes do fabricante. As PBMC assim obtidas foram lavadas a 250 x g
por 10 minutos, ressuspendidas em meio de cultura RPMI-1640 (Gibco/Thermo Fisher
Scientific, MA-EUA), quantificadas e avaliadas por microscopia éptica para o calculo da
viabilidade celular em camara de Neubauer utilizando o corante vital azul de Trypan 0,4%
(Sigma-Aldrich).

Os mondcitos foram separados das outras células mononucleadas (prevalentemente
linfocitos) por adesdo em superficie plastica. Logo, 4x10° PBMC/mL foram distribuidas em
placa de cultura (Corning, MA-EUA) de 24 pocos (1 mL/po¢o) ou em placa de 96 pogos (0,2
mL/poco) e incubadas a 37°C e 5% CO; por 2 horas.

Em seguida, as células ndo-aderentes foram retiradas por meio de 3 lavagens com PBS, e
0s monacitos aderidos cultivados por 5 dias em RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal
bovino/SFB (Gibco-Thermo Fisher Scientific) acrescido de 50 ng/mL IL-4 e 50 ng/mL GM-CSF
(Peprotech, NJ-EUA) para obtencdo das células dendriticas (DC). No final do protocolo eram
recuperadas 2x10° células/mL. A anélise dos marcadores de DC por fenotipagem e viabilidade
foram efetuados (como descrito a seguir) para demonstrar a qualidade das células diferenciadas.

O restante de células ndo aderentes, predominantemente linfocitos, foi quantificado.
Aliquotas de 1x10® células/mL foram congeladas em soro fetal bovino (SFB; Gibco/Thermo
Fisher) contendo 10% de dimetil sulfoxido (DMSO; Sigma-Aldrich) para a utilizacdo em ensaios
de co-cultivo com as DC. As celulas foram conservadas em -80° C por até 7 dias.

As DC de individuos sadios foram chamadas de HD-DC e as de individuos infectados
pelo HIV de HIV-DC neste trabalho.

4.6 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS CELULAS DENDRITICAS

Para a analise do perfil morfoldgico das DC as imagens foram capturadas com o auxilio
da camera de microscopia digital Moticam 1000 1.3 M Pixel USB 2.0 conectada a um
computador.
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Para verificar a diferenciagdo monocitos/DC, foram avaliados os marcadores
morfoldgicos nos mondcitos e DC em cultura. Na Figura 8 é reportada a analise morfoldgica
relativa a mondcitos e DC de 1 individuo controle como representativa dos outros experimentos.
E possivel observar o aspecto arredondado dos mondcitos (Figura 8A) e uma morfologia mais
espraiada, com a presenca de dendritos na superficie celular nas DC e estruturas fusiformes
(Figura 8B).

Figura 8 - Anélise morfoldgica das DC

Microscopia 6tica de mondcitos isolados de sangue periférico de individuo-controle (A) e células dendriticas
imaturas do mesmo individuo apds 5 dias de cultivo (B). E mostrado um aumento de 200x.

Com base nas fotografias obtidas foi possivel observar que mondcitos e as DC
apresentam-se arredondadas. Sendo que as DC perdem um pouco essa caracteristica apos 5
dias, tornando-se mais espraiadas, o que é caracteristico da diferenciacdo em células dendriticas

imaturas.

4.7 FENOTIPAGEM DAS CELULAS DENDRITICAS ATRAVES DE CITOMETRIA DE
FLUXO

Para verificar a diferenciagdo monocitos/DC, foram avaliados os marcadores
fenotipicos (CD14, CD11c, HLA-DR, DC-SIGN/CD209) nos mondcitos e DC em cultura
através da marcacdo fluorescente de moléculas de superficie e citometria de fluxo. Da mesma

forma, para avaliar o estado de ativacdo das DC foi medido o nivel de expressdo de marcadores
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de ativacdo (HLA-DR, CD40, CD86). Todos os anticorpos foram titulados previamente como
descrito no APENDICE B.

Portanto, as DC foram coletadas da placa de cultura apds incubacdo com tampéo fosfato
salino (PBS; Sigma-Aldrich) 1% 0,5mM EDTA (solugdo de “Rinse”) a 37°C 5% CO: por 15
minutos, e em seguida lavadas em PBS. 2x10° DC/mL foram marcadas com anticorpos
monoclonais fluorescentes contra as moléculas de superficie selecionadas, de acordo com o
protocolo otimizado no laboratério para esses ensaios, como descrito a seguir. Os anticorpos
utilizados e seus respectivos fluorocromos estéo listados na Tabela 1.

As células foram incubadas com os anticorpos por 20 minutos a 4° C, lavadas por duas

vezes com PBS e ressuspendidas em 200 pL de PBS com 4% Formaldeido.

Tabela 1 - Anticorpos monoclonais utilizados para analise fenotipica das células
dendriticas derivadas de mondcitos

Especificidade Clone Fluorocromo Fabricante
CD14 MEM15 PE Exbio
CD1lc 3.9 FITC Biolegend
CD40 5C3 Horizon 450 BD
CD86 2331 (FUN-1) Pe-Cy7 BD
CD209 DCN46 APC BD
HLA-DR G46-6 V500 BD

Os marcadores identificados (especificidade), os clones do anticorpo monoclonal, o tipo de fluorocromo e o
fabricante sdo reportados. BD= BD Bioscience®.

Em seguida, as células foram analisadas em citdmetro de fluxo BD FACSCanto Il (BD
Bioscience®, CA-EUA) ou eventualmente BD LSR FORTESSA (BD Bioscience®) usando o
software FACSDiva (BD Biosciences).

Para a exclusdo de células mortas, antes de receberem anticorpos monoclonais, as DC
foram primeiramente incubadas com o marcador de viabilidade Live/Dead Fixable Aqua stain
(Life Technologies/Thermo Fisher Scientific, MA-EUA) ou Fixable Green stain
(Invitrogen/Thermo Fisher Scientific), dependendo do painel estudado. Seguindo as
recomendac0es do fabricante, as células foram incubadas por 30 minutos a 4 °C com 0,2 uL do

marcador de viabilidade diluido em 500 pL. de PBS por tubo de células. Em seguida, as amostras
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foram lavadas duas vezes (600 x g por 5 minutos a temperatura ambiente) com 500 uL de PBS.
Finalizada esta etapa, as células receberam os marcadores direcionados a superficie e/ou
intracelulares, como sera mencionado em sec¢des posteriores.

Um minimo de 50000 eventos foi adquirido. Os dados foram analisados usando o
software FlowJo (Tree Star®, OR-EUA) e apresentados como porcentagem de células positivas

(%) ou como mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI).

4.8 CONFIRMAGAO DA DIFERENCIACAO IN VITRO MONOCITOS-DC

Para verificar a diferenciacdo mondcitos/DC, foi avaliada a expressdo dos marcadores
CD14 e CD11c nos mondcitos e DC, como descrito anteriormente.

A andlise fenotipica de marcadores especificos comprova que 0 processo de
diferenciacdo dos mondcitos em DC foi bem-sucedido vista a expressdo de CD11c e diminuicdo
significativa da expressdao do marcador de mondcitos CD14 nas DC imaturas (p=0,003)
(Figura9).

Figura 9 - Anélise fenotipica de mondcitos e DC por citometria de fluxo
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Porcentagem (%) (A) e mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI) (B) de mondcitos e células dendriticas de
3 individuos-controle expressando as moléculas de superficie CD11c e CD14. Comparagdes estatisticas foram

feitas por teste t *p=<0.05.

Os demais marcadores de superficie foram vistos seguindo a estratégia de gate
representada na figura 10. A partir dessa analise, foram estudados os marcadores de interesse

descritos posteriormente na secéo de resultados.
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Figura 10 - Estratégia de gate para definicdo de marcadores fenotipicos e funcionais de
células dendriticas
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Primeiramente, foi utilizada a estratégia de gate PE-Cy7/PE-Cy5/PE versus Time a fim de eliminar possiveis
variacles dos lasers que tenham ocorrido durante a aquisicdo das amostras. A populacdo de dendriticas foi
determinada com base em SSC-A x FSC-A. Em seguida, um gate foi desenhado na populagéo de células vivas
utilizando a estratégia SSC x Live/Dead. Foram definidas as células CD11c+, a partir dai foram definidas as
porcentagens e mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI) dos demais marcadores imunofenotipicos ou
funcionais estudados. A delimitacdo dos gates de dendriticas positivas para cada marcador foi feita com o auxilio

do controle FMO (fluorescéncia menos um, do inglés, “Fluorescence Minus One ).

4.9 ENSAIOS DE ATIVACAO DO INFLAMASSOMA EM CELULAS DENDRITICAS

Para avaliar a ativacdo do NLRP3 e/ou NAIP/NLRC4 inflamassoma, foi medida a
producéo de IL-1B no sobrenadante de cultura das DC ap6s desafios especificos. As DC foram
estimuladas com 1ug/mL LPS (de Escherichia coli cepa 0111: B4; Sigma-Aldrich) por 3, 8, 18
e 24 horas.

Para ativacdo do NAIP/NLRC4 inflamassoma as DC foram estimuladas com 5 pg/mL
flagelina (FLG) da bactéria gram-negativa Salmonella typhimurium em duas diferentes
preparacOes, standard (ST) e ultrapure (ambas da InvivoGen, CA-EUA), de acordo com o
protocolo de ativacdo para mondcitos e macrofagos humanos (CANNA et al., 2014) por 3, 8,
18 e 24 horas. Segundo o fabricante, a diferenca entre as duas formulacdes é o grau de pureza,
sendo a FLA-ST em torno de 10% e a FLA-ST Ultrapure >95%. Enquanto que a standard é
purificada por hidrélise acida, aquecimento e ultrafiltracdo, a ultrapura tem uma etapa adicional
de cromatografia, utilizando anticorpo monoclonal especifico anti-FIiC. Mesmo a pureza da
standard sendo baixa, o fabricante afirma que o nivel de endotoxina é de 1-10 EU/ug (unidade
de endotoxina por micrograma).

Em alguns experimentos:

- as DC foram pré-tratadas (“priming”’) com 1 pg/mL LPS por 4 horas, seguidos de 2
horas de estimulagcdo com 5 pg/mL FLG (CANNA et al., 2014);
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- ImM ATP (Sigma-Aldrich) foi adicionado nos ultimos 15 minutos de tempo de
incubacdo dos estimulos para verificar a participacdo do efluxo de K* dependente de ATP e
mediado por P2X7; de acordo com o protocolo para ativacdo do NLRP3-inflamassoma em
mondcitos humanos (GATTORNO et al., 2007);

- 10 uM Parthenolide (Sigma-Aldrich) foi adicionado 15 minutos antes da estimulagéo
das DC para verificar a participacdo do inflamassoma na estimulagédo com FLG, de acordo com
o0 protocolo proposto por (JULIANA et al., 2010);

- MCC-950 (Invivogen) foi adicionado 1hora antes da estimulacéo das DC para verificar
a participacao do inflamassoma NLRP3 na estimulacédo com FLG, de acordo com o protocolo
proposto por (COLL et al., 2015);

- as DC foram estimuladas em meio contendo 130 mM KCI (Sigma-Aldrich), (elevada
concentracdo de K* extracelular), para verificar a participacdo do efluxo de K dependente de
ATP e mediado por P2X7, de acordo com o protocolo proposto por (MUNOZ-PLANILLO et
al., 2013; PETRILLI etal., 2007; TSCHOPP; SCHRODER, 2010);

- as DC foram estimuladas em meio contendo 130 mM NaCl (Sigma-Aldrich), (elevada
concentracdo de cloreto de sodio extracelular), para verificar se a participacéo o efeito do efluxo
de K* dependente de ATP é especifico, de acordo com o protocolo proposto por (MUNOZ-
PLANILLO et al., 2013);

- as DC foram estimuladas com 4 pg/mL CpG 2395 (InvivoGen), um agonista de TLR9
gue ndo ativa diretamente o inflamassoma, como controle negativo de ativacdo do complexo,
de acordo com (MARTINSON et al., 2007);

- as DC foram estimuladas com 20ug/mL Poly I: C (InvivoGen), um agonista de TLR3
que ndo ativa diretamente o inflamassoma, como controle negativo de ativagdo do complexo,
de acordo com (LUNDBERG et al., 2007) por 48 horas;

- as DC foram estimuladas com lug/mL Poly dA: dT (InvivoGen), um agonista de
AIM2, como controle de especificidade de ativagdo do complexo, de acordo com o fabricante;

- as DC foram estimuladas com Nigericina 10ug/mL (Invivogen), um agonista de
NLRP3, de acordo com o protocolo proposto por (SHI, H.; WANG; LI; ZHAN; TANG,; et al.,
2016);

- as DC foram estimuladas por 18 horas com 1000 Ul/mL de IFN-a-2b (Schering-
Plough, NJ-EUA) um forte indutor de genes estimulados por interferon e com acdo anti-viral e
inibitoria de NLRP3 (GUARDA et al., 2011; SIMMONS et al., 2012);
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- 2,6x10° particulas de HIV-1 inativado com aldrithiol-2 (AT-2) foram adicionadas as
DC em placa de 24 pocos por 4 horas antes dos estimulos com LPS ou FLG, simulando em
parte uma infeccéo aguda por HIV-1 (PONTILLO; SILVA; et al., 2012).

Apos os estimulos, 0s sobrenadantes de cultura das DC foram coletados para a detec¢do
de citocinas; as células marcadas para avaliacdo de clivagem de caspase, imunofluorescéncia,
imunofenotipagem, ensaios de co-cultivo por citometria de fluxo, utilizadas para silenciamento
ou lisadas com 150 pl/poco de Lysis Buffer (Ambion-Thermo Fisher Scientific) e armazenadas

a -80°C para posterior extracdo de RNA e avaliacdo da expressao génica.

4.10 DETECCAO DE CITOCINAS POR ELISA

A concentragdo das citocinas IL-1p, IL-18, IL-18BP, IL-6, TNF-a e IL-12p70 nos
sobrenadantes de cultura obtidos apds a estimulagédo foi determinada por ELISA com os Kits
Human ELISA MAX™ Deluxe (Biolegend, CA-EUA) para IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-18bp;
Human Total IL-18 DuoSet da R&D (R&D, MN-EUA) para IL-18; Ready-SET-Go!-
(eBioscience®/Thermo Fisher Scientific) para I1L-12p70; IFN-a (PBL Assay Science, NJ-

EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante. Os dados foram reportados como pg/mL.

4.11 DETECCAO DA ATIVACAO DE CASPASE-1

Foram marcadas 2 x10° células com FAM-FLICA ap6s a estimulagio por 24 horas com
FLG (5 pg/mL), de acordo com as instrucoes do fabricante (FAM-FLICA KIT;
Immunochemistry Technologies, MN-EUA) por 1 hora a 37°C, 5% CO,. Ap0s isso a clivagem
de caspase-1/ativagdo foi medida no citometro LSRFortessa™ X-20 (BD Biosciences). O
marcador de viabilidade Live/Dead Fixable Cell Stain Kit (Life Technology/Thermo Fisher
Scientific) foi utilizado de acordo com as instru¢cbes do fabricante. Dentro do “gate”
caracteristico de tamanho e granulosidade de DC, cerca de 50000 eventos foram adquiridos
com o software DIVA® (BD Biosciences®). Os dados brutos obtidos foram analisados com o
auxilio do software FlowJo (Tree Star). Os dados analisados foram apresentados como

porcentagem de células positivas (%).
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4.12 AVALIACAO DA PORCENTAGEM DE CITOTOXICIDADE

A quantidade de lactato desidrogenase (LDH) liberada pelas células tratadas com os
estimulos LPS, LPS+ATP e FLG foi avaliada utilizando um kit especifico Pierce™ LDH
Citotoxicidade Assay Kit (Thermo Fisher Scientific), e realizado de acordo com o protocolo do
fabricante. O sinal de leitura medido pela absorbancia foi realizado em espectrofotémetro de
microplacas (SpectraMax, Molecular Device, CA-EUA) utilizando o filtro de 490nm e 680nm.

Os dados analisados foram apresentados como porcentagem de citotoxicidade (%).

4.13 DETECCAQ DE AGREGADOS DE ASC (“SPECKS”) POR
IMUNOFLUORESCENCIA

Cerca de 2 x10° DC foram cultivadas em laminas para imunofluorescéncia do tipo
“chamber slide” (Thermo Fisher Scientific) e estimuladas com 5 pg/mL FLG por 24 horas a
37°C em 5% CO». Depois da incubagdo, as células foram imediatamente fixadas e
permeabilizadas com Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) por 30 minutos a 37°C em 5% COs,.
As amostras foram entdo incubadas overnight a temperatura ambiente com o anticorpo primario
para NLRP3 (1:100 camundongo-anti-NLRP3 humano, Abcam) e/ou para NLRC4 (1:200
coelho-anti-NLRC4 humano; Biolegend); e entdo com 1 pug/mL do anticorpo secundario (IgG1
de cabra anti-camundongo conjugado com Alexa 488; IgG1 cabra anti-coelho conjugado com
Alexa 647, respectivamente) por 1 hora. O corante 4'.6-Diamidine-2'-phenylindole
dihydrochloride (DAPI; Sigma-Aldrich) foi usado para marcacdo do nucleo. A aquisicdo de
imagens foi realizada no Laboratdrio de Biologia Celular do Instituto Butantan (S&o Paulo, SP,
Brasil) pelo microscopio confocal DMi8 equipado com camera digital DFC310 FX (Leica,
Alemanha). O software ImageJ (v1.51) e plugins relacionados (National Institutes of Health,
ML-EUA) foram utilizados para o processamento de imagens e co-localizacdo. A magnitude
da fluorescéncia para cada marcador foi calculada como fluorescéncia total celular corrigida
(CTCF) = densidade integrada - (area da célula selecionada x média da fluorescéncia das
leituras do background) (MCCLOY et al., 2014).
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4.14 1ISOLAMENTO DE RNA E ANALISE DA EXPRESSAO GENICA RELATIVA
ATRAVES DE SONDAS FLUORESCENTES GENE ESPECIFICAS E QPCR

O RNA total foi isolado de 2 x 10° DC usando o kitRNAqueous-Micro (Ambion, Thermo
Fisher Scientific), de acordo com as instrugdes do fabricante, e quantificado usando Nanodrop
N-1000 (Agilent). 0,5 ng de RNA total foi convertido em cDNA usando o kit Superscript I11
One-step (Applied Biosystems, CA-EUA). Os genes GAPDH, NLRP1, NLRP3, NAIP, NLRC4,
CASP1, IL1B, IL18, BRCC3, NEDD8 e CARD8 foram amplificados usando sonda
fluorogénicas do tipo TagMan® (Applied Biosystems) e qPCR no aparelho QuantStudio 3.0
Real-Time PCR (Applied Biosystems). Enquanto que para o gene PYCARD/ASC foram
utilizados primers F: AAGCCAGGCCTGCACTTTAT/R: CTGGTACTGCTCATCCGTCA e
SYBR green (Tabela 2).

Tabela 2- Sondas de expressao génicas utilizadas para analise das células dendriticas

Gene ID sonda de expressdo Localiza¢do no cromossomo
GAPDH hs02758991 Chr.12: 6534405 - 6538375
NLRP1 hs00248187 Chr.17: 5501399 - 5584512
NLRP3 hs00366465 Chr.1: 247416156 - 247449108
NLRC4 hs00368367 Chr.2: 32224449 - 32265743

NAIP hs03037952 Chr.5: 70968483 - 71025114
CASP1 hs00354836 Chr.11: 105025508 - 105035591

IL18 hs01038788 Chr.11: 112143251 - 112164117

IL1B hs01555410 Chr.2: 112829758 - 112836842
BRCC3 hs02386484 Chr.X: 155071403 - 155126766
NEDDS8 hs01921826 Chr.14: 24216851 - 24232370
CARDS8 hs01088221 Chr.19: 48203148 - 48256269
miR-223 hsa-miR-223-3p ChrX :66018870-66018979

O software QuantStudio 3.0 foi usado para obter os valores de cycle threshold (Ct) para
analise de expressdo génica relativa de acordo ao método de Fold Change (FC) (Schmittgen
and Livak, 2008). Os dados brutos (Ct) foram normalizados com a expressdo do gene enddgeno
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase/GAPDH (ACt), e 0 FC foi calculado comparando
as condicBes estimulado e ndo estimulado (NE) (FC=224¢ AACt=ACtestimulado-ACtnE). Alguns
genes foram utilizados para avaliacdo da expressdo basal, como é o caso dos genes NLRP3,
NAIP, ASC (PYCARD), CASP1 NLRC4, IL1B e IL18. Além disso, foram analizadas as
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expressoes basais de reguladores negativos do NLRP3, como miR-223, BRCC3, NEDDS e
CARDS para averiguar se existia uma diferente expressao entre HD-DC e HIV-DC.

No entanto para a avaliacdo da expressao basal do miR-223, o RNA total foi isolado a
partir de 2x10° leucdcitos isolados e lisados em Trizol (Invitrogen), seguindo as instrugdes do
fabricante. De acordo com as instrugdes do fabricante, 10 ng de miRNA foram retrotranscritos
utilizando o kit TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). O
miR-223 foi amplificado por meio da sonda fluorogénica especifica de tipo Tagman (Applied
Biosystems) e gPCR na plataforma QuantStudioR 3 Real Time PCR System (Applied
Biosystems). O software QuantStudio™ Design & Analysis foi utilizado para obten¢do dos
dados brutos (Ct). O U6 snRNA (do inglés “Small Nuclear RNA”) foi utilizado como controle

endogeno para normaliza¢dao dos dados brutos (ACt). Os dados obtidos foram expressos como
2-ACt'

4.15 SILENCIAMENTO GENICO DE NLRP3 E NLRC4

Os plasmideos pVSG-G (do inglés, “Vesicular Stomatitis Virus G Glycoprotein™) e
psPAX-2 (do inglés, “2rd generation lentiviral packaging plasmid ) foram adquiridos do NIH
Aids Reagent Program pela professora Bruna Alencar, do departamento de Imunologia e
gentilmente cedidos para a realizacdo do ensaio. Enquanto que as sequéncias mission
especificadas de ShRNA ou controle universal (shScrambles) de cada gene foram adquiridas na
Sigma-Aldrich. (Tabela 3).

Tabela 3 - Sequéncias mission de shRNA testadas para o silenciamento de NLRP3 e
NLRC4 em células dendriticas

Gene ID da sequéncia
NLRP3 TRCNO0000427726 pLKO.1 (puro)
NLRP3 TRCNO0000431574 pLKO.1 (puro
NLRP3 TRCNO0000419896 pLKO.1 (puro)
NLRP3 TRCNO0000420883 pLKO.1 (puro)
NLRP3 TRCNO0000432208 pLKO.1 (puro)
NLRC4 TRCNO0000162759 pLKO.1 (puro)
NLRC4 TRCNO0000162758 pLKO.1 (puro)
NLRC4 TRCNO0000158998 pLKO.1 (puro)
NLRC4 TRCNO0000159999 pLKO.1 (puro)

NLRC4 TRCN0000160000 pLKO.1 (puro)
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Para avaliacdo da efetividade foram realizados testes com gPCR para os genes NLRP3,
NLRC4 e IL1B para definir qual sequéncia tinha a maior taxa de silenciamento para cada gene,
sendo eleitas duas sequéncias (NLRP3-TRCN0000431574 e NLRC4 -TRCN0000158998).

Para a producéo lentiviral foi utilizada a linhagem HEK293T (ATCC #CTRL 11268).
Apds a aderéncia das células, os plasmideos foram incubados com polietilenoimina (PEI- 2,6 x
a quantidade total de DNA) por 20 minutos e utilizados para transfeccao.

As HEK293T foram transfectadas com diferentes quantidades de psPAX-2 (que contém
as proteinas gag e pol responsaveis pelo empacotamento viral) e pVSV-G (que codifica a
glicoproteina de envelope do virus de estomatite) na propor¢do de psPAX-2: pVSV-G= 2,5.

Dezoito horas depois, 0 meio de cultura foi trocado e as células foram incubadas por
mais 48 horas. Apods a incubacdo, o sobrenadante foi centrifugado a 10000 x g sobre uma
camada de 20% de sacarose em tampédo de TNE (tris NaCl, EDTA) por 2 horas e armazenados
a -80° C para posterior transdugéo.

Para a transducdo, foi necessério produzir também o controle Scramble e SIV-VLP
(particulas semelhantes a virus-VLP do SIV que contém a proteina Vpx) pseudotipado com o
envelope do virus da estomatite (VSV-G). Para isso, as células HEK-293T foram transfectadas
com 20 ug/mL do plasmideo pSIV-3+ e 2 ug/mL de pVSG-G e apés 48 horas o sobrenadante
foi centrifugado como mencionado acima. Uma vez com SIV-VLP, sh para cada sequéncia
mission e Scramble produzidos, os mondcitos foram incubados com 50 ng/mL IL-4 e 50 ng/mL
GM-CSF (Peprotech) para obtencao das células dendriticas e também com SIV-VLP+ sh para
cada sequéncia mission ou sh scramble. Apds 2 dias de incubacdo pos-transducdo, foi
adicionado 1pg/mL de puromicina (Sigma-Aldrich). Nesses experimentos a concentragéo de
IL-1B foi mensurada por ELISA.

4.16 ANALISE FUNCIONAL DAS CELULAS DENDRITICAS: ENSAIOS DE CO-
CULTIVO

A capacidade das DC de induzir a ativacdo de linfocitos T autélogos foi avaliada por
meio de ensaios de co-cultivo DC-linfécitos T autdlogos e determinacdo da inducdo da
producdo de IFN-y nos linfdcitos.

4 x 10° de PBMC autélogos (células ndo-aderentes apds adesdo em placa de cultura,
predominantemente linfocitos) foram co-cultivados com 0,4x 10° DC/pogo em uma placa de

fundo U de 96 pocos, em duplicata por 96 e 120 horas numa proporcdo de 1:10 (1 DC: 10



69

linfocitos) em volume final de 200 uL de meio RPMI suplementado com 10% de SFB (Gibco-
Thermo Fisher).

A avaliacdo dos linfécitos T produtores de IFN-y (IFN*) foi feita através de marcagédo
intracelular com anticorpo fluorogénico e citometria de fluxo. As células foram tratadas com
2ug /ml BrefeldinA (Sigma-Aldrich) nas altimas 5 horas do periodo da cultura, para inibir a
secrecdo proteica, lavadas e incubadas com anticorpos anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8
marcados, respectivamente com APC (Exbio), PE e PE-Cy7 (BD Bioscience®) (Tabela 4). Em
seguida, as células foram permeabilizadas com a solugédo Cytofix/Cytoperm (BD Bioscience®)
e marcadas com o anticorpo anti-IFN-y conjugado com V450 (BD Bioscience®). A avaliagdo
de linfécitos T IFN* foi feita no citdmetro de fluxo BD FACSCanto Il (BD Bioscience®). A
estratégia de gate utilizada para analise esta na Figura 11. O marcador de viabilidade
Live/Dead Fixable Cell Stain Kit (Life Technology, Thermo Fisher Scientific) foi utilizado de
acordo com as instrucGes do fabricante e as células foram adquiridas como mencionado na
secdo analise fenotipica.

A estimulacdo com 10ng/mL (concentracdo final) PMA (Phorbol 12-myristate 13-
acetate) (Sigma-Aldrich) e 1 pg/mL (concentracéo final) de lonomicina (Sigma-Aldrich) por 6
horas antes do término da cultura foi usada como controle positivo. Nos pogos do controle
negativo (basais), os linfocitos permaneceram sem estimulo.

Ap06s 96 e 120 horas em cultura, as células foram marcadas extra- e intracelularmente

com os anticorpos monoclonais listados na tabela 4.

Tabela 4 - Anticorpos monoclonais utilizados para anélise funcional das DC

Anticorpo _
Clone Fluorocromo Fabricante

monoclonal

CD3 MEM-57 APC Exbio

CD4 RPATA4 PE BD

CD8 SK1 PE-CY7 BD

IFN-y B27 V450 BD

A porcentagem de IFN-y produzido pelos linfocitos foi calculada por meio da subtracéo

da producéo espontanea, ou seja, linfdcitos cultivados na auséncia de DC (Figura 11).
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Figura 11 - Estratégia de gate para definigdo de linfocitos T produtores de IFN-y
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Primeiramente, foi utilizada a estratégia de gate PE-Cy7/PE-Cy5/PE versus Time a fim de eliminar possiveis
variagBes dos lasers que tenham ocorrido durante a aquisicdo das amostras. A populacdo de linfocitos foi
determinada com base em SSC-A x FSC-A. Foram definidas as células CD3*. Em seguida, um gate foi desenhado
na populagdo de células vivas utilizando a estratégia SSC x Live/Dead. As populagdes seguintes foram analisadas
de acordo com a expressdo dos marcadores CD4 e CD8. Posteriormente, para cada subpopulacdo de linfdcitos,
foram definidas as células produtoras de IFN-y, versus SSC. Apds a delimitacdo dos gates de linfocitos positivos
para cada marcador foi feita com base em amostras ndo-estimuladas, ou seja, cultivadas na auséncia de DC, com
0 auxilio do controle FMO.

4.17 RESPOSTA LINFOPROLIFERATIVA

O potencial das DC estimuladas com FLG ou LPS em induzir a proliferagdo de linfdcitos

T aut6logos foi avaliado pelo monitoramento da expressdo de Carboxifluoresceina sucinimidil

ester (CFSE Cell Division Tracking Kit, Biolegend®) por citometria de fluxo, visto que o CFSE
possui propriedades de excitacdo e emissdao semelhantes ao FITC.

Para este ensaio, células ndo-aderentes autélogas (predominantemente linfocitos) foram

primeiramente marcadas com CFSE, seguindo as orientagGes do fabricante. Para tanto, 1x10’

linfécitos foram incubados com 2,5 uM de CFSE (concentragdo final) em meio RPMI 1640

aquecido, durante 15 minutos em banho-maria a 37 °C, sob agitacdo. A seguir, 0 excesso do
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corante ndo difundido nas células foi retirado por meio de trés lavagens (800 x g por 7 minutos
a 15 °C) com meio RPMI 1640 contendo 10% de SFB.

Finalmente, 4x10° linfcitos autdlogos marcados com CFSE foram co-cultivados com
0,4x10° DC estimuladas com FLG ou LPS (proporcédo de 1 DC:10 linfocitos), em duplicata
(placa de 96 pogos fundo em U), no volume final de 200 pL. de meio RPMI com 10% de SFB.
A cultura foi mantida em estufa a 37°C e 5% de CO2 por 120 horas.

O controle positivo (C+) foi constituido por linfécitos ativados durante as Gltimas 72
horas em cultura com 5 pg/mL de conA (ConA; Sigma Aldrich) e o controle negativo (basal),
por linfocitos que ndo receberam estimulo.

Apo6s o término do tempo estudado (120 horas) foi realizada a marcagdo extracelular
dos linfécitos utilizando os anticorpos monoclonais CD3 (v450), CD4 (PE) e CD8 (PECY7)
listados na tabela 5 e 0 marcador de viabilidade Aqua Stain (Life Technologies-Thermo Fisher
Scientific). A proliferacdo de linfocitos foi medida pela média da diluicdo de CFSE, de acordo
com as instrugdes do fabricante (Thermo Fisher Scientific). As células foram adquiridas como

mencionado na secdo analise fenotipica.

Tabela 5 - Anticorpos monoclonais utilizados para andlise de proliferacao dos linfocitos

Anticorpo )
Clone Fluorocromo Fabricante

monoclonal

CD3 UCHT1 V450 BD

CD4 RPAT4 PE BD

CD8 SK1 PE-CY7 BD

A porcentagem de proliferagdo linfocitaria foi calculada por meio da subtracdo da
proliferacdo basal, ou seja, linfocitos que proliferaram na auséncia de DC. A estratégia de gate

utilizada para andlise esta na Figura 12,
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Figura 12 - Estratégia de gate para definigdo de linfocitos T que proliferaram
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Primeiramente, foi utilizada a estratégia de gate PE-Cy7/PE-Cy5/PE versus Time a fim de eliminar possiveis
variaces dos lasers que tenham ocorrido durante a aquisicdo das amostras. A populacdo de linfocitos foi
determinada com base em SSC-A x FSC-A. Foram definidas as células CD3*. Em seguida, um gate foi desenhado
na populagdo de células vivas utilizando a estratégia SSC x Live/Dead. As populacfes seguintes foram analisadas
de acordo com a expressdo dos marcadores CD4 e CD8. Posteriormente, para cada subpopulacéo de linfocitos,
foram definidas as que proliferaram (CFSE'™"). A delimitacéo dos gates de linfocitos positivos para cada marcador
foi feita com base em amostras nao-estimuladas, ou seja, cultivadas na auséncia de DC, com o auxilio do controle
FMO.

4.18 MARCACAO DE MOLECULAS DE SUPERFICIE

2x10°/tubo de linfocitos foram marcados com os anticorpos especificos nas quantidades
previamente determinadas por meio da titulaco, referida no APENDICE B.

Para isso, as amostras foram incubadas em 100 pL. de PBS, juntamente com os anticorpos
monoclonais para os marcadores de interesse, durante 20 minutos a 4 °C e ao abrigo da luz. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 600 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente, com
500 pL. do mesmo tampao. Finalmente, ao pellet obtido foram adicionados 200 pL de solucao
isotdnica.

Foram adquiridos 50000 eventos totais para linfocitos provenientes de co-cultivo no
citometro de fluxo BD FACSCanto 11 (BD Bioscience®) com o auxilio do programa DIVA. Os

resultados obtidos foram analisados utilizando o programa FlowJo.
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4.19 MARCACAO DE MOLECULAS INTRACELULARES

Para a analise de citocinas intracelulares, linfcitos ja marcados com anticorpos de
superficie foram permeabilizados utilizando-se 300 pL do reagente Cytofix/Cytoperm (BD
Bioscience®) e incubados por 20 minutos a 4 °C e no escuro. A seguir, as células foram lavadas
duas vezes (600 x g por 5 minutos a temperatura ambiente) com 400 pL do reagente Perm/Wash
(BD Bioscience®). Ao pellet foram adicionados 25 pL da solugdo permeabilizante Perm/Wash
juntamente com os anticorpos especificos para as citocinas intracelulares em quantidades
previamente tituladas.

Finalmente, apds incubacdo de 30 minutos a 4 °C e ao abrigo da luz, as células foram
lavadas mais duas vezes com 200 pL de Perm/Wash e receberam 200 pL de tampao para a

fixacdo dos linfocitos. As células foram adquiridas como relatado anteriormente.

4.20 ISOLAMENTO DE DNA GENOMICO DE INDIVIDUOS INFECTADOS PELO HIV

O DNA genémico foi isolado a partir de 1 ml de sangue periférico em tubo contendo
EDTA utilizando o método de “Salting Out” (MILLER; DYKES; POLESKY, 1988). A
concentracdo (ng/uL) e a pureza do DNA (relagdo 260/280 nm e 260/230 nm) foram avaliadas
por meio do Nanodrop (ThermoScientific). Em seguida, as amostras de DNA na concentragéo
padrdo de 100 ng/ul foram amplificadas por meio de sondas alelo-especifico. O DNA gendmico
purificado foi conservado a -20°C até o momento dos ensaios de genotipagem a serem

realizados posteriormente.

4. 21 SELECAO DOS POLIMORFISMOS DE BASE UNICA NOS GENES DO
INFLAMASSOMA PARA GENOTIPAGEM

Os polimorfismos de base unica (SNPs) nos genes NLRP3 rs10754558 (3°'UTR) e
NLRC4 rs479333 (intron) foram selecionados considerando a frequéncia do alelo menor (MAF
>5%), o impacto funcional e eventuais associagfes com doencgas infecciosas ou inflamatorias

cronica reportadas na literatura Tabela 6.
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Tabela 6 - Selegdo de SNPs candidatos

Goog)  SNPID Variagio  MAF Efeito Ref
functional
€.3745 G Aumento na
NLRP3 rs10754558 C>G (0.36) estabilidade do mMRNA  HITOMI, 2009
(1g44) (3’UTR) ' de NLRP3
NLRC4  rs479333  c.- G Diminuicao da (ZELLER et al.,
(2p22.3) 119+649 (0.31) expressdo de NLRC4; 2015);
C>G Concentracdo sérica (MATTEINI et
(intron) reduzida de I1L-18 al., 2014)

A lista de SNPs candidatos selecionados em genes do inflamassoma é relatada com informacdes basicas, como a
identificacdo de gene (gene ID) e a respectiva posi¢do cromossémica (l6cus), a identificacdo do polimorfismo de
base unica (SNP ID) e a correspondente varia¢do nucleotidica e aminoacidica (quando em uma regido codificante)
ou indicagdo da regido génica (quando em uma regido ndo codificante), frequéncia do alelo menor (MAF) na
populacdo caucasiana (de acordo com o banco publico de dados “HapMap™), o efeito funcional (quando conhecido)

e as préprias referéncias bibliogréficas.

Os SNPs foram avaliados por meio de ensaio alelo especifico do tipo Tagman e PCR
em tempo real na plataforma QuantStudioR 3 Real Time PCR System (Applied Biosystems).
O QuantStudio™ Design & Analysis Software foi utilizado para analise dos resultados de
discriminacdo alélica e obtencdo dos genotipos para cada individuo.

4. 22 ANALISES ESTATISTICAS

Para as analises estatisticas dos dados, foram utilizados os softwares R-project (R
version 3.2.2) e GraphPad Prism verséo 7.0.

Os dados funcionais foram coletados e analisados de no minimo trés experimentos
independentes. O teste de normalidade foi aplicado aos dados e a analise paramétrica e ndo
paramétrica foram utilizadas da seguinte forma: comparacéo de dois (Teste t Student) ou mais
grupos de dados (Two-Way ANOVA ou mdltiplo teste t). O valor de p < 0,05 foi considerado
como estatisticamente significativo. Os calculos foram realizados com o pacote estatistico do
software GraphPad Prism 7.0.

Ja a distribuicdo de frequéncia dos SNPs de genotipagem foi analisada por meio de

analise multivariada e modelo geral linear (GLM, do inglés “General Linear Model”) com



75

auxilio do programa R-project (versdo 3.2.2) e do pacote SNPassoc (versdo 1.5-2). O software
Haploview foi utilizado para investigar o desequilibrio de ligagdo (LD, do inglés “Linkage
Disequilibrium’). Como variaveis confundentes foram incluidas no modelo sexo, idade e tempo
dediagndstico. Foi aplicada a correcdo para comparagfes multiplas independentes de
Bonferroni e ajustamos o nivel de significancia de p=0,05 a p=0,025 (0,05/2).
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5. RESULTADOS
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5.1. MONOCITOS DE INDIVIDUOS INFECTADOES PELO HIV APRESENTAM
DEFEITO DE ATIVACAO DE NLRP3

De acordo com o estudo de Guo e colaboradores, 2014, o HIV-1 induz a expressao de
NF-kB dependente de pro-IL-1p e da ativacdo do inflamassoma NLRP3 em mondcitos de
sangue periférico, o que possivelmente envolve a via de sinalizagdo iniciada por TLR8, e esse
evento contribui para a defesa do hospedeiro contra o virus (GUO, H. et al., 2014). Por outro
lado, a ativagdo constitutiva de caspase-1 observada nos monadcitos de individuos infectados
pelo HIV (NETEA et al., 2009), indica que, uma vez que a infecgdo esteja estabelecida no
hospedeiro, o inflamassoma contribua para a ativacdo inflamatdria crénica nos monacitos, o
que correlaciona diretamente com a patogéneses e progressdo da doenca (DEEKS, STEVEN
G.etal, 2013; ESPINDOLA etal., 2016; WILSON et al., 2014).

Com intuito de caracterizar o estado de ativacdo dos mondcitos isolados do sangue
periférico de individuos infectados pelo HIV e verificar o estado de ativacdo dessas células
antes do processo de diferenciacdo em DC, foi analisado o perfil fenotipico e os niveis de
producdo constitutiva das citocinas TNF-a, IL-6, IL-1p e IL-18 de mondcitos isolados de
PBMC de individuos infectados pelo HIV e doadores sadios. Portanto, foram analisadas a
viabilidade, o perfil de expressdo dos marcadores de ativacdo HLA-DR e CD86 e a
concentracdo das citocinas no sobrenadante de cultura das células.

Os mondcitos de individuos infectados pelo HIV e doadores sadios apresentam um
fenotipo semelhante. Logo a expressdo de HLA-DR e CD86, assim como a viabilidade, nao

mostraram diferencas significativas entre os dois grupos analisados (Figura 13A).
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Figura 13 - Caracterizacao dos mondcitos de individuos cronicamente infectados pelo HIV
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Os monocitos de individuos infectados pelo HIV (HIV; n=5) e doadores sadios (HD; n=5) foram isolados por
adesdo e cultivados em RPMI-1640 + 10% SFB por 24 horas a 37°C e 5% CO». As células foram coletadas ¢
utilizadas para analise da viabilidade e do perfil fenotipico por citometria de fluxo, e o sobrenadante de cultura
para dosagem da citocinas por ELISA. (A) 2 x10° mondcitos foram marcados com CD11c, CD14, HLA-DR e
CD86. A viabilidade e a expressdao dos marcadores de superficie HLA-DR e CD86 foram calculadas dentro da
populacdo de células CD14+ CD11c+, e expressas como porcentagem de células positivas. (B-E) A concentragdo
de citocinas no sobrenadante de cultura é expressa em pg/mL. Os dados sdo reportados como média + desvio
padrdo. Two-Way ANOVA (A) e Teste t Student (B-E) foram aplicados para as comparar as variaveis ou grupos
em HD e HIV (*: p<0,05).
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Nao foram detectadas diferencas estatisticamente significativas entre a producdo
constitutiva de citocinas nos dois grupos de mondcitos, apesar de ser observada uma
concentragao trés vezes maior de IL-1p nos mondcitos HIV+ (4,0 £ 1,4 pg/mL) comparados
com os mondcitos de doadores sadios (1,3 + 0,7 pg/mL) (Figura 13B-E).

Esses resultados revelam que, apesar de acreditarmos num maior nivel de ativagdo basal
das células em individuos infectados pelo HIV, isso ndo foi visto em nossos experimentos. O
que evidencia que as células que tomamos como precursoras sdo bastante homogéneas dentre
os critérios analisados em um estado basal.

Em seguida, para detectar possiveis diferencas na capacidade de resposta, os mondcitos
de ambos os grupos foram estimulados com 1pg/mL LPS+ ImM de ATP ou 5 pg/mL flagelina
(FLG) por 3, 8, 18 e 24 horas para avaliar a produgao de IL-1p. Essa concentracdo de FLG foi
baseada no trabalho de Canna (CANNA et al., 2014), o qual utilizou também mondcitos
humanos. A partir disso, vimos que a producao de IL-1p frente ao LPS+ATP ¢ estatisticamente
diferente em 3, 18 e 24 horas entre os dois grupos (Figura 14A).

No entanto, essa diferenca entre os grupos ndo ¢ vista quando estimulamos mondcitos
com FLG. Para FLG, a produ¢ao média para o grupo controle a 3 horas foi de: 56,6 pg/mL,
enquanto que para o grupo HIV foi: 79,5 pg/mL; a 8 horas foi visto 98,2 pg/mL em HD e 143,3
pg/mL em HIV em 18 horas: 94 pg/mL em HD e 149,3 pg/mL em HIV e em 24 horas 142,1
pg/mL em HD e 176,8 pg/mL em HIV (Figura 14B).

Figura 14 - Mondcitos de individuos infectados pelo HIV e controles estimulados com
LPS+ATP ou FLG
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2 x10° mondcitos de doadores sadios (HD; n=5) e individuos infectados pelo HIV (HIV; n=5) foram estimulados
com 1 pg/mL de LPS (A) ou 5 pg/mL de flagelina (FLG) (B) por 24 horas a 37°C e 5% CO,. Em seguida, 0s
sobrenadantes foram utilizados para a dosagem de IL-1B. Os dados séo reportados como média + erro padrdo.
Two-Way ANOVA foi aplicado para comparar os tempos de estimulo de FLG em HD- e HIV (*: p<0,05).
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Esses resultados mostram que a ativacdo basal nos monocitos em ambos os grupos ¢é
semelhante, no entanto quando € requerida a ativa¢ao do inflamassoma, percebe-se que hd uma
diferente resposta aos estimulos. Esse aspecto sera melhor avaliado nos topicos seguintes a
partir da diferenciagdo dos mondcitos tanto de individuos HIV quanto controles em células

dendriticas.

5.2 AFLG INDUZ A ATIVACAO DE DC

Pouco se sabe sobre a capacidade da FLG em ativar células dendriticas humanas via
inflamassoma. Portanto, padronizamos o protocolo de estimulagédo in vitro das DC tanto em
relacdo ao tempo, ao tipo de FLG (ultrapura ou standard) e a concentracio (APENDICE C-
D). A seguir sdo reportados os dados relativos ao protocolo padronizado escolhido para todos
0s demais experimentos.

As DC de individuos infectados pelo HIV e de individuos sadios foram desafiadas com
FLG por 24 horas. O nivel de ativacdo das DC foi medido atraves da viabilidade celular, do
perfil fenotipico, em particular da expressdo dos marcadores de ativacdo HLA-DR, CD86,
CD40 e CD209, assim como da producdo das citocinas no sobrenadante de cultura.

Na Figura 15A observamos que a FLG ¢ capaz de induzir um aumento de todos os
marcadores de ativagédo tanto nas HD-DC que nas HIV-DC quando comparadas com as DC néo
estimuladas, com excecdo da molécula CD209.

Nas HD-DC, a FLG induz um aumento significativo de CD40 (39,77 + 3,68 %, versus
7,84 + 2,01 % células positivas; p=3x10°) e um aumento, mesmo que nio significativo, de
HLA-DR (95,83 + 0,68, versus 77,5 + 4,42 % células positivas). A expressdo de superficie de
CD86 aparece diminuida em HD-DC comparada com células ndo estimuladas (NE) (62,77 £
4,28 % versus 91,07 + 2,87 % células positivas; p=0,001), no entanto, isso pode ser devido a
um mecanismo de feedback, previamente descrito (BARAVALLE et al., 2011).

Nas HIV-DC observamos um aumento significativo de HLA-DR (83,45 + 6,05 %,
versus 49,23 + 9,49 % células positivas; p=0,006) e CD40 (48,73 + 5,43 %, versus 17,38 + 1,73
% células positivas; p=0,020).

Essa aumentada expressdo de moléculas co-estimuladoras € acompanhada por uma

aumentada producéo de citocinas (Figura 15B-E).
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Figura 15 - FLG ativa celulas dendriticas derivadas de monocitos
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2 x105 DC de doadores sadios (HD-DC; n=5) e individuos infectados pelo HIV (HIV-DC; n=5) foram estimuladas
com 5 pg/mL de flagelina (FLG) por 24 horas por a 37°C e 5% CO,. (A) Andlise do perfil, e (B) dosagem de TNF-
a (C) IL-6 (D) IL-12p70 (E) IL-10 foram realizadas em HD-DC e HIV-DC. Os dados séo reportados como media
+ erro padrdo. Teste t maltiplo (A) e Two-Way ANOVA (B-E) foram aplicados para comparar as condicdes tratado
com FLG e ndo estimulada (NE) em HD- e HIVV-DC dentro do grupo (*: p<0,05) e entre grupos (HIV-DC versus
HD-DC; §: p<0,05)

A FLG estimula um aumento significativo de producdo de TNF-o. em HD-DC e HIV-
DC (p<0,05; Figura 15B), assim como de IL-6 e IL-12p70, pelo menos no grupo HD-DC
(p=0,016 e p=7x10* respectivamente) (Figura 15C-D). A inducdo de IL-6 e 1L-12p70 em
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HIV-DC aparece ser menos pronunciada (IL-6; 63,90 £ 6,94 pg/mL versus 38,18 + 12,14
pg/mL; p>0,05) (Figura 15C-D). Por fim, apesar de ndo terem sido observadas diferencas
estatisticamente significativas na secrecdo da IL-10, as DC estimuladas com FLG produziram
altas quantidades de IL-10 tanto no grupo controle (480,7 £ 199,4 pg/mL, versus 130,6 + 18,75
pg/mL), quanto no grupo HIV+ (314,3 + 172,64 pg/mL, versus 168,8 + 30,79 pg/mL) (Figura
15E).

Considerando a maioria dos parametros escolhidos, podemos afirmar que a FLG ativa
as DC. Nas HIV-DC observamos uma elevada producéo basal de IL-6 e uma menor producéo
de IL-12p70. Considerando que IL-12p70 tem um papel importante na producéo de IFN-y por
linfécitos T e promove a diferenciacdo de linfocitos T CD4" para o perfil Thl, o perfil
observado nas HIV-DC poderia estar propiciando a diferenciacdo para outros perfis em vez de
Thl.

Para aprofundar esse aspecto, decidimos medir a capacidade das DC estimuladas com
FLG de ativar os linfocitos. Portanto, as DC foram estimuladas por 24 horas com FLG e
incubadas com linfécitos autologos por 96 e 120 horas para avaliar a producdo de IFN-y e a
proliferacdo dos linfocitos, respectivamente (Figura 16).

As DC tratadas com FLG induzem um significativo aumento de linfocitos T CD4" IFN-
v+ tanto em doadores sadios (12,9 £ 5,5 versus 1,3 + 0,4 % células positivas; p<0,05) quanto
em individuos infectados pelo HIV (9,6 + 1,8 versus 0,1 + 0,1 % células p<0,05) (Figura 16A).
O efeito observado sobre os linfécitos T CD8" IFN-y* foi ainda mais expressivo tanto no grupo
controle (8,9 + 1,0 versus 1,4 = 0,4 % células positivas; p<0,05) quanto em individuos
infectados pelo HIV (10,6 £ 1,9 versus 0,1 £ 0,1 % células positivas; p<0,05) (Figura 16B).

De modo similar HD-DC e HIV-DC tratadas com FLG foram hébeis em induzir uma
significativa proliferacdo de linfocitos T CD4" e CD8" (Figuras 16C e D).

Apesar da relativa baixa capacidade da FLG de induzir a producdo de IL-12p70 em
HIV-DC, juntos esses resultados indicam que a FLG é habil em induzir a ativacdo de DC de
doadores sadios e individuos infectados pelo HIV.
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Figura 16 - Células dendriticas estimuladas com FLG induzem resposta de linfécitos
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2 x10° DC de doadores sadios (HD-DC; n=5) e individuos infectados pelo HIV (HIV-DC; n=5) foram estimuladas
com 5 pg/mL de flagelina (FLG) por 24 horas a 37°C € 5% CO,. Apos isso, 4 x10° DC tratadas com FLG foram
cultivadas com 4 x103 de linfocitos autdlogos (DC/linfocitos: 1/10) por 96 horas a 37°C e 5% CO». Ao final da
cultura, as células foram marcadas com o marcador de superficie CD3 e CD4 e intracelular IFN-y e analisados por
citometria de fluxo (A e B). Os linfocitos foram marcados com 5 pM CSFE e a proliferacéo foi avaliada pela média
de dilui¢do de CSFEiow apds 120 horas a 37°C e 5% CO» (C e D). Os dados s@o reportados como média + erro
padrdo. Teste t multiplo e Two-Way ANOVA foram aplicados para comparar as condig¢des tratado com FLG e nao
estimulado em HD- ¢ HIV-DC dentro do grupo (*: p<0,05) e entre grupos (HIV-DC versus HD-DC; §: p<0,05)

5.3 A FLG INDUZ A ATIVACAO DO INFLAMASSOMA EM DC DE DOADORES
SADIOS E INDIVIDUOS INFECTADOS PELO HIV DE MODO SEMELHANTE

Resultados publicados pelo nosso grupo de pesquisa demostraram um defeito de
ativacdo do inflamassoma NLRP3 em células dendriticas de individuos infectados por HIV
(HIV-DC) desafiadas com LPS e ATP (PONTILLO; SILVA, et al., 2012). Levando em
consideracao que foi observado o mesmo defeito nos mondcitos de individuos infectados pelo

HIV (Figura 14A), que a FLG induziu melhor a producdo de IL-1B nos mondcitos (Figura
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14B) e é capaz de ativar eficazmente tanto as DC de doadores sadios quanto as de individuos
infectados pelos HIV, o passo seguinte foi utilizar a FLG como possivel ativador do
inflamassoma nas HIV-DC.

No comeco desse trabalho ndo existiam muitos protocolos para avaliar a ativagdo do
inflamassoma em DC humanas tratadas com FLG. Sendo assim, para padronizar 0S nossos
ensaios realizamos experimentos baseados no trabalho de Canna e colaboradores (CANNA et
al., 2014) que previa um pré-tratamento (“priming”’) com LPS por 4 horas antes da estimulagao
com FLG por 2 horas. Levamos em consideracdo também um trabalho anterior que previa a
estimulacdo das DC com LPS por 24 horas (PONTILLO; SILVA,; et al., 2012) e os dados
obtidos com a estimulacdo das DC com FLG por 24 horas (se¢do 5.2). Como o “priming” de
LPS ndo modificou de modo significativo a estimulacdo de FLG, optamos por uma estimulacao
apenas com FLG por 24 horas. Os resultados desses ensaios de padronizacgéo estdo apresentados
no APENDICE E).

A ativagdo do inflamassoma foi medida em HD-DC e HIV-DC tratadas com FLG
através da dosagem de IL-1p e IL-18 no sobrenadante de cultura e da deteccéo da atividade da
caspase-1 ativada. A estimulacdo com LPS e LPS+ATP foi utilizada como controle positivo
para a ativagdo do inflamassoma (via ndo-candnica) e do inflamassoma NLRP3,
respectivamente (GATTORNO et al., 2007).

Nas HD-DC a FLG induziu uma producdo significante de IL-1p em comparacao as
células ndo estimuladas (155,3 + 20,7 versus 4,0 + 1,9 pg/mL; p<i1x10*) e em niveis
semelhantes ao LPS (132,4 + 9,9 pg/mL) (Figura 17A). O tratamento com LPS+ATP resultou
em um aumento significativo na liberagdo de IL-1p comparado ao LPS (p=0,002), indicando
uma resposta apropriada do inflamassoma NLRP3 nessas células (GATTORNO et al., 2007).

De modo semelhante nas HIV-DC, a FLG induziu um aumento significativo de IL-1p
em comparagdo as células ndo estimuladas (121,3 + 9,9 versus 18,3 + 9,3 pg/mL; p=2x10%).
O LPS induziu o aumento de producéo da citocina, mas significativamente menor que nas HD-
DC (p<0,05) (Figura 17A). A adicdo do ATP ndo aumenta significantemente a producéo de
IL-1pB pelas HIV-DC tratadas com LPS, como observado nas HD-DC (Figura 17A).

Né&o existem diferencas significativas na producdo de IL-18 entre HD-DC e HIV-DC
tratadas com FLG ou LPS, porém quando o ATP é adicionado as HIV-DC produzem
significantemente menos 1L-18 do que as HD-DC (Figura 17B). Em acordo, vimos também
em nosso modelo altos niveis do inibidor de IL-18, a IL18BP em HIV-DC ap06s os estimulos, 0
que pode sugerir que essa ndo responsividade de 1L-18 pode ser em funcdo dos altos niveis de
seu inibidor (APENDICE F).
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Foi dosada a concentracdo de IL-1p ap6s o estimulo com outros agonistas do
inflamassoma ou de TLR para verificar se o efeito visto nessa citocina era especifica da FLG.
Esses dados estdo reportados no APENDICE G. O uso desses agonistas ndo induziu um
aumento significativo na ativacdo do inflamassoma e nem mostrou diferencas estatisticas
significantes entre os grupos. Quando tentamos utilizar o LPS para o “priming” dessas células

antes dos estimulos com esses agonistas, novamente ndo vimos diferengas significativas.

Figura 17- FLG induz a ativag&o do inflamassoma em DC humanas
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2 x10° de DC de doadores sadios (HD-DC; n=20) ou individuos infectados pelo HIV (HIV-DC; n=20) foram
estimuladas com 5 pg/ml de flagelina (FLG) por 24 horas ou 1 pug/ml de LPS por 24 horas ou 1 pg/ml LPS por 24
horas seguido de 1mM de ATP por 15 minutos a 37°C e 5% CO,. A concentracdo de IL-1p (A) e IL-18 (B) foi
dosada nos sobrenadantes de cultura. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo NE= ndo estimulado.
Two-Way ANOVA foi aplicado para comparar as condi¢des dentro do grupo (HIV-DC ou HD-DC *: p<0,05;
LPS+ATP versus LPS: #: p<0,05) e entre grupos (HIV-DC versus HD-DC; §: p<0,05).
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Em seguida, medimos a ativacdo da caspase-1 nas células tratadas e observamos um

perfil de ativacdo semelhante na producéo das citocinas (Figura 18).

Figura 18 - FLG induz a ativacéo da caspase-1 em HIV-DC e HD-DC
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2 x10% de DC de doadores sadios (HD-DC; n=3) ou individuos infectados pelo HIV (HIV-DC; n=3) foram
estimuladas com 5 pg/ml de flagelina (FLG) por 24 horas ou 1 pg/ml de LPS por 24 horas ou 1 pug/ml LPS por 24
horas seguido de 1mM de ATP por 15 minutos a 37°C e 5% CO;. A porcentagem de células CD11c+ FLICA+ foi
reportada para as células tratadas com FLG, LPS ou LPS+ATP e ndo estimuladas (NE). Two-Way ANOVA foi
aplicado para comparar as condi¢des tradadas com FLG, LPS, LPS+ATP e ndo estimuladas (NE) em HD- e HIV-
DC (*: p<0,05). O testet Student foi aplicado para comparar HIVV-DC tratadas com FLG ou LPS (*: p< 0,05).
Dados sdo apresentados com média + erro padrao.

Levando em conta que a ativacdo do inflamassoma também pode induzir morte celular
com liberagcdo macica de IL-1p e IL-18 (piroptose) (BROZ; DIXIT, 2016; SHI, J. etal., 2015),
medimos indiretamente a citotoxicidade dos estimulos sobre as DC. Como mostrado na Figura
19, nenhum dos estiimulos levou ao aumento significativo da liberacdo de LDH no
sobrenadante de cultura, segerindo que a producdo das citocinas observada ndo esta

correlacionada a um aumento de piroptose nas células.
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Figura 19 - Determinacgéo da porcentagem de citotoxicidade em HD-DC e HIVV-DC
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2 x10° DC de doadores sadios (HD-DC; n=5) ou individuos infectados pelo HIV (HIV-DC; n=5) foram
estimuladas com 5 pg/ml de flagelina (FLG) por 24 horas ou 1 pg/ml de LPS por 24 horas ou 1 pg/ml LPS por 24
horas seguido de 1mM de ATP por 15 minutos a 37°C e 5% CO,. A quantificacdo de LDH foi realizada a partir
dos sobrenadantes de cultura. Ndo estimuladas (NE). Two-Way ANOVA foi aplicado para comparar as condices.
Os dados sdo reportados como média * erro padréao.

Em conjunto esses dados mostram que a FLG induz a ativacao do inflamassoma nas DC
tanto de individuos sadios quanto de individuos infectados pelo HIV. Vale ressaltar que as HIV -
DC apresentam uma menor resposta ao estimulo de LPS+ATP quando comparadas as HD-DC,
0 que sugere um defeito na via de NLRP3, como previamente demonstrado (PONTILLO;
SILVA; et al., 2012).

5.4 A FLG INDUZ A FORMACAO DE AGREGADOS (“SPECKS”) DE NLRC4 E NLRP3
EM HD-DC

Stutz e colaboradores (STUTZ et al., 2013) propuseram um método para visualizagdo
do inflamassoma através da marcagdo fluorescente dos seus componentes e observacdo ao
microscopio dos agregados perinucleares, chamados de “punctas” ou “specks”, que indicam
ativacdo do complexo.

Para confirmar a ativacdo de NLRC4 em resposta a FLG, avaliamos a formacdo de
“specks” contendo NLRC4 (NLRC4+) nas HD-DC tratadas com esse estimulo. A marcacgao

para o receptor NLRP3 em células nao estimuladas foi utilizada como controle negativo.
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Como esperado, é possivel observar “specks” NLRC4 positivos (NLRC4+) nas DC
tratadas com FLG em comparacdo as células ndo tratadas (Figura 20). Curiosamente,
observamos também a presenca de um ndmero significativo de “specks” NLRP3+ (Figura 20
e 21). E interessante destacar que a marcacio para NLRC4 e NLRP3 encontram-se localizadas
nas mesmas celulas.

Figura 20 - Formag&o de specks de NLRC4 e NLRP3 em HD-DC estimuladas com FLG
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2 x10° DC de doadores sadios (HD-DC; n=5) foram estimuladas com 5 pg/ml FLG ou ndo (NE) por 24 horas.
Em seguida, as células foram permeabilizadas e marcadas para NLRC4 e NLRP3 para posterior analise de
miscroscopia. Painel de imagens obtidas por um microscépio confocal com um aumento de 63x, representativas
de um experimento , mostrando a formacgdo de agregados de NLRC4 e/ou NLRP3 no citoplasma. NLRC4
(vermelho, Alexa-647) e NLRP3 (verde, Alexa-488). DAPI foi usado com marcador de nicleo (azul).

Utilizando o indice de CTCF, a FLG induziu significantemente tanto “specks” de NLRC4
quanto de NLRP3 em HD-DC (FLG versus NE: p<0,0001) (Figura.21).
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Figura 21 - Formacéo de specks de NLRC4 e NLRP3 em HD-DC estimuladas com FLG
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2 x10° DC de doadores sadios (HD-DC; n=5) foram estimuladas com 5 pg/ml FLG ou ndo (NE )por 24 horas.
Em seguida, as células foram permeabilizadas e marcadas para NLRC4 e NLRP3 para posterior analise de
miscroscopia. Quantificagdo da intensidade de fluorescéncia de células com specks positivos para NLRC4 ou
NLRP3. Dados representativos de 3 experimentos independentes. O teste t Student foi aplicado para comparar
as condicOes tratada com FLG e ndo estimulada (NE). *: p< 0,05. Os dados sdo representados com média * erro
padréo

Esses resultados confirmam a participacdo do NLRC4 na ativacao do inflamassoma nas
HD-DC tratadas com FLG, mas por outro lado indicam que o0 mesmo PAMP pode induzir

também ativacdo de NLRP3, o0 que inicialmente ndo era esperado.

5.5 A FLG INDUZ MAIS A FORMACAO DE AGREGADOS (“SPECKS”) DE NLRC4
DO QUE NLRP3 EM HIV-DC

Quando replicamos a marcagdo dos “specks” nas HIV-DC estimuladas com FLG,
observamos uma maior formacdo de “specks” de NLRC4+ em comparacao com as células ndo
tratadas. Por outro lado, a FLG ndo foi capaz de induzir um aumento significativo de “specks”
NLRP3+ nas HIV-DC (Figura 22 e 23).
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Figura 22 - Formagao de specks de NLRC4 e NLRP3 em HIV-DC estimuladas com FLG
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2 x10° DC de individuos infectados pelo HIV (HIV-DC; n=5) foram estimuladas com 5 pg/ml FLG ou n&o (NE)
por 24 horas. Em seguida, as células foram permeabilizadas e marcadas para NLRC4 e NLRP3 para posterior
analise de miscroscopia. Painel de imagens obtidas por um microscépio confocal com um aumento de 63x,
representativas de um experimento , mostrando a formacgdo de agregados de NLRC4 e/ou NLRP3 no citoplasma.
NLRC4 (vermelho, Alexa-647) e NLRP3 (verde, Alexa-488). DAPI foi usado com marcador de nucleo (azul).

Utilizando o indice de CTCF, a FLG induziu preferencialmente os specks de NLRC4 em
HIV-DC frente a FLG (CTCF FLG versus NE: p=0,0001) e em menor extensao os “specks” de
NLRP3+ (p>0,05) (Figura 23).
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Figura 23 - Formagao de specks de NLRC4 e NLRP3 em HIV-DC estimuladas com FLG
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2 x10° DC de individuos infectados pelo HIV (HIV-DC; n=5) foram estimuladas com 5 pg/ml FLG ou n&o (NE)
por 24 horas. Em seguida, as células foram permeabilizadas e marcadas para NLRC4 e NLRP3 para posterior
analise de miscroscopia. Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia de células com specks positivos para
NLRC4 ou NLRP3. Dados representativos de 3 experimentos independentes. O teste t Student foi aplicado para
comparar as condicdes tratada com FLG e nédo estimulada (NE). *: p < 0,05. Os dados sdo representados com
média * erro padréo.

Esses dados confirmam a participacdo de NLRC4 na resposta das HIV-DC a FLG, mas

enfatizam mais uma vez o defeito de NLRP3 presente nas HIV-DC.

5.6. INIBICAO ESPECIFICA DE NLRP3 NAO AFETA A PRODUCAO DE IL-1f NAS
HIV-DC ESTIMULADAS

Para melhor investigar o envolvimento de NLRP3 na resposta a FLG, avaliamos a
producéo de IL-1p em DC previamente incubadas com 10 pM MCC-950, um inibidor
especifico de NLRP3 (COLL et al., 2015) ou com 10 uM parthenolide/PTD, um inibidor de
amplo espectro do inflamassoma (JULIANA et al., 2010) (Figura 24).
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Figura 24 - Inibicéo especifica de NLRP3 néo afeta a producéo de IL-1 em HIV-DC
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2x10° células dendriticas de doadores sadios (HD-DC; n=5) (A) ou individuos infectados pelo HIV(HIV-DC; n=5)
(B) foram pré-tratadas com 10 uM MCC-950 (MCC) ou 10 uM parthenolide (PTD), e entdo estimuladas com 5
pg/ml FLG por 24 horas a 37°C e 5% CO». A concentragdo de IL-1p foi mensurada em sobrenadantes. O teste de
Kruskal-Wallis com multiplas comparacdes pos-teste foi aplicado para comparar as condicGes entre 0S grupos
(estimulado FLG, LPS e LPS+ATP versus ndo estimulado (NE) * p<0,05) ou dentro dos grupos (Meio versus
tratado com PTD ou MCC-950; §: p<0,05) ; LPS+ATP versus LPS: #: p<0,05).

Os inibidores MCC-950 e PTD inibiram significantemente a produgdo de IL-1p em HD-

DC tratadas com FLG (88% e 84% de inibicdo, respectivamente; p<0,05), assim como as

células tratadas com LPS+ATP (69% e 82% de inibi¢do, respectivamente; p<0,05), e



93

parcialmente a ativacdo do inflamassoma induzida por LPS (69% e 80% de inibicdo,
respectivamente; p<0,05) (Figura 24A).

Por outro lado, MCC-950 nédo foi capaz de reduzir significantemente a producdo da
citocina em HIV-DC estimuladas com FLG (37% de inibicdo; p>0,05), LPS (38% de inibigéo
p>0,05) ou LPS+ATP (45% de inibicdo; p>0,05) (Figura 24B). O PTD similarmente inibiu a
producéo de IL-1p nas HIV-DC tratadas com FLG (89% de inibi¢do p=0,002), tratadas com
LPS ou LPS+ATP- (88 e 77% de inibicdo respectivamente; p=0,002).

A mesma diferenca de inibicdo de MCC-950 entre HIV-DC foi observada na formagao
de “specks” NLRP3+ (Figura 25).

Esses dados evidenciam que existe uma contribuicdo de NLRP3 na resposta a FLG,
mas, de acordo com a nossa hipétese nas HIV-DC, a contribuicdo de NLRP3 é menor devido
ao defeito dessa via nos individuos infectados pelo HIV.

Como uma tentativa de avaliar a contribuicdo do NLRP3 na montagem do NAIP/NLRC4
inflamassoma, nos ensaios de estimulagdo das DC com FLG utilizamos um meio com elevada
concentracdo de K* (130 mM KCI) com intuito de bloguear o efluxo de K* ATP-dependente,
representando uma inibicéo indireta do NLRP3 (APENDICE H). Apesar do dado corroborar a
participagdo do NLRP3 na sinalizagdo mediada por FLG, o fato da alta concentracéo de NaCl
também inibir a producdo de IL-1pB implica em uma possivel inibigdo inespecifica. Logo, ndo

se pode afirmar que ha uma participacao purinérgica na ativagéo vista em nosso modelo.
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Figura 25 - A inibicao especifica de NLRP3 afeta a formacio de “specks” NLRP3+ em
HIV-DC
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2x10° células dendriticas de individuos infectadoes pelo HIV (HIV-DC; n=3) foram estimuladas com 5 pg/ml
FLG por 24 horas a 37°C e 5% CO; na presenca ou ndo de 10 pM de MCC (1 hora antes). Em seguida, as
células foram permeabilizadas e marcadas para NLRC4 e NLRP3 para posterior analise de miscroscopia. (A)
Painel de imagens obtidas por um microscopio confocal com um aumento de 63x, representativas de um
experimento, mostrando a formacdo de agregados de NLRC4 e/ou NLRP3 no citoplasma. NLRC4 (vermelho,
Alexa-647) e NLRP3 (verde, Alexa-488). DAPI foi usado com marcador de ndcleo (azul). (B) Quantificacédo de
células com specks positivos para NLRC4 ou NLRP3. Dados representativos de 3 experimentos independentes.
O teste t Student foi aplicado para comparar as condi¢des tratada com MCC+FLG e FLG. *: p < 0,05. Os dados
sdo representados com média = erro padréo.
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5.7. O SILENCIAMENTO GENICO DE NLRC4 MAS NAO DE NLRP3 AFETA A
PRODUCAOQO DE IL-1B NAS HIV-DC ESTIMULADAS COM FLG

Em seguida, para avaliar a contribuigdo relativa dos dois receptores na resposta a FLG
as HD-DC e HIV-DC, realizamos um experimento de silenciamento génico utilizando shRNA
de NLRC4 ou NLRP3. O teste do silenciamemto encontra-se no APENDICE I. A producéo de
IL-1pB foi avaliada no sobrenadante de cultura das DCS"NLRC4 @ DCSNLRPS tratadas com FLG,
LPS ou LPS+ATP.

Como esperado o silenciamento de NLRC4 reduziu significantemente a producdo de
IL-1p em resposta a FLG tanto nas HD-DC quanto nas HIV-DC. De modo contrario, o
silenciamento de NLRP3 afeta a producéo de IL-1 apenas nas HD-DC (Figura 26). A resposta
a0 LPS e LPS+ATP resultou significantemente reduzida apenas nas HD-DCS"™RP3 | enquanto

que nas HIV-DCS"™LRP3 n3g observamos uma inibicdo significativa da producéo de IL-1.



96

Figura 26 - O silenciamento génico de NLRC4, mas ndo de NLRP3 afeta a producéo de
IL-1p nas HIV-DC estimuladas com FLG
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2x10° células dendriticas de individuos infectados pelo HIV (HIV-DC; n=3) (A) ou doadores sadios (HD-DC;
n=3) (B) foram transduzidas com o vetor vazio (scramble: Scr), SANLRC4 ou shNLRP3 e entdo estimuladas com
5 ng/ml FLG por 24 horas a 37°C e 5% CO3. A concentracdo de IL-1p foi mensurada em sobrenadantes. O teste
de Kruskal-Wallis com multiplas comparacdes pds-teste foi aplicado para comparar as condi¢des Scr, SINLRC4
e sShNLRP3 em ndo estimulado (NE) e estimulado (FLG, LPS, LPS+ATP versus NE: * p<0,05; LPS+ATP versus
LPS #: p<0,05; sShNLRC4 or shNLRP3 versus Scr #: p<0,05).

Esses dados mais uma vez enfatizam que tanto o NLRC4 quanto NLRP3 sdo ativados
em resposta a FLG nas HD-DC, enquanto que nas HIV-DC a participagdo de NLRP3 é menos

pronunciada pelo defeito dessa via nos individuos infectados pelo HIV.
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5.8. HIV-DC MOSTRAM UM PERFIL DE EXPRESSAO DOS GENES DO
INFLAMASSOMA ALTERADO

Os resultados apresentados nas secOes anteriores apontaram para uma diferente
contribuicdo de NLRC4 e NLRP3 na resposta a FLG nas HIV-DC, relacionado ao defeito em
NLRP3 previamente reportado (PONTILLO; SILVA,; et al., 2012).

Levando em conta que a inflamagao cronica caracteristica dos individuos infectados
pelo HIV (DEEKS, STEVEN G. et al., 2013) poderia estar afetando a resposta das HIV-DC,
por que isso aconteceria apenas para NLRP3 e ndo NLRC4?

Logo, levantamos a hip6tese de que as células de individuos infectados pelo HIV, por
estarem cronicamente submetidas a um meio inflamatorio, a produtos microbianos derivados
da alterada permeabilidade intestinal e a DAMPs de diversas origens, incluindo células mortas
pelo efeito citotoxico da terapia antirretroviral (MAARTENS et al., 2014), pudesse estar
regulando diferentemente a expressdo génica dos componentes do inflamassoma e dos seus
reguladores.

Portanto executamos uma analise do perfil de expressdo génica basal (constitutivo) nas
HIV-DC e comparamos com as HD-DC. Escolhemos analisar os niveis de mRNA das citocinas
pro-1L-1B e IL-18 (IL1B e IL18), da caspase-1 (CASP1) e de ASC (PYCARD), dos receptores
que estdo em foco nesse trabalho (NLRP3, NLRC4, NAIP), mais um receptor néo relacionado
(NLRP1) e de alguns fatores que foram descritos como inibidores de NLRP3, o0 micro RNA 223
(miR233) (YANG, Z. et al., 2015) e os genes para a deubiquitinase BRCC3 (BRCC3) (PY et
al., 2013), a proteina semelhante a ubiquitina NEDD8 (NEDD8) (SEGOVIA et al., 2015) e a
proteina que contém um dominio de recrutamento de caspase (CARD) 8 (CARDS) (ITO;
HARA; KUBOTA, 2014).

As HIV-DC apresentaram uma expressao constitutiva de NLRP1, IL1B, 1L18, miR233,
BRCC3 e CARDS significamente maior que as HD-DC (Figura 27). Por outro lado, 0s niveis
de CASP1 e NEDDS8 resultaram menos que nas HIV-DC quando comparados as HD-DC
(Figura 27).
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Figura 27 - HIV-DC mostram uma expressao constitutiva alterada dos genes do
inflamassoma
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2x10° células dendriticas de individuos infectados pelo HIV (HIV-DC; n=5) ou doadores sadios (HD-DC; n=5)
foram utilizadas para o isolamento de RNA total e avaliacdo da expressdo basal por gPCR de NLRP1, NLRP3,
NAIP, NLRC4, ASC, CASP1, IL18 e IL1B e dos reguladores miR223, BRCC3, NEDD8 e CARDS, representados
como 272¢ Para miR223, o RNA ndo codificante noncoding U6 foi usado como gene enddgeno para a
normaliza¢do dos dados brutos (ACt). Os dados séo representados como média + erro padréo. O teste t maltiplo
foi aplicado para comparar a expressdo relativa de NLRP3 e NLRC4 em HD-DC e HIV-DC (*: p<0,05).

Esses dados apontam para uma maior disponibilidade das pré-formas das citocinas
compativel com uma maior producéo basal dos mediadores em HIV-DC, mas tambem para
uma maior inducéo de reguladores endégenos do NLRP3, o que indicaria um defeito de
ativacdo do receptor, além de uma menor expressao dele nas HIVV-DC.

Em seguida, analisamos o efeito da estimulacdo da FLG sobre a expressao dos genes
selecionados do inflamassoma em HD-DC e HIV-DC tratadas por 3, 8, 18 e 24 horas. Os
resultados sdo reportados na Figura 28 na forma de “heatmap”.
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Figura 28 - HIV-DC mostram uma expressao alterada dos genes do inflamassoma em
resposta a FLG
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2x10° células dendriticas de individuos infectados pelo HIV (HIV-DC; n=5) ou doadores sadios (HD-DC; n=5)
foram estimuladas com 5 pg/ml FLG por 3, 8, 18 e 24h. O RNA foi isolado de cada amostra e analisado para a
expressdo dos genes NLRP1, NLRP3, NLRC4, NAIP, PYCARD (ASC), CASP1, IL1B e IL18, por gPCR. GAPDH
foi usado como gene enddgeno para a normalizagdo dos dados brutos (ACt). A modulagdo da expressdo em DC
tratadas com FLG ou ndo estimuladas foi calculada como 2724 (fold-change, FC). O heatmap reporta os valores
de logoFC para NLRP1, NLRP3, NLRC4, NAIP, CASP1, IL1B e IL18 em HD-DC e HIV-DC. Valores de FC para
NLRP3 e NLRC4 sdo comparados em HD-DC e HIV-DC em todos os tempos. Os dados sao representados como
média (FC) * erro padrdo. O teste t miltiplo foi aplicado para comparar a expressao relativa de NLRP3 e NLRC4
em HD-DC e HIV-DC (*: p<0,05).

Como pode ser observado, o perfil de expressao génica induzido pela FLG € diferente
nos dois grupos de DC, sendo menos acentuado nas HIV-DC, onde mais genes resultaram
menos expressos (FC<1); cor verde). Porém, vale ressaltar que o tratamento com FLG induziu
um aumento na expressao de IL1B e IL18, pelo menos ap6s 18 horas (Figura 28).

Quando focamos a atencdo nos dois receptores NLRP3 e NLRC4, detectamos que a
FLG induz uma expressao significativa do gene NLRC4 nos dois grupos de células apds 24
horas de estimulacédo (FC>1). As HIV-DC, aparentemente, precisam de um maior tempo para
iniciar a transcricdo em relacdo as HD-DC (Figura 29A). O NAIP, que interage com NLRC4
para ativacdo do inflamassoma pela FLG, néo resultou muito modulado em ambos 0s grupos.

O mesmo efeito ndo é encontrado quando analisamos a expressdo do NLRP3 (Figura
29B) que resulta pouco ou nada modulado pela FLG nas HIV-DC, enquanto é induzido ap6s
3 horas de tratamento com FLG nas HD-DC.
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Figura 29 - FLG induz expressdao de NLRC4, mas ndo de NLRP3 em HIV-DC
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2x10° células dendriticas de individuos infectados pelo HIV (HIV-DC; n=5) ou doadores sadios (HD-DC; n=5)
foram estimuladas com 5 pg/ml FLG por 3, 8, 18 e 24 horas. O RNA foi isolado de cada amostra e analisado para
a expressdo dos genes NLRP3, e NLRC4 genes por qPCR. GAPDH foi usado como gene endbgeno para a
normalizac¢@o dos dados brutos (ACt). A modulagdo da expressdo em DC tratadas com FLG foi calculada como
2744C (fold-change, FC). Valores de FC para NLRC4 (A) e NLRP3(B) sdo comparados em HD-DC e HIV-DC em
todos os tempos. Os dados séo representados como média (FC) + erro padrédo. O teste t multiplo foi aplicado para
comparar a expressdo relativa de NLRP3 e NLRC4 em HD-DC e HIV-DC (*: p<0,05).

Esses resultados comprovam, por um lado, que a FLG € capaz de induzir a expressdo
das citocinas do inflamassoma nas HIV-DC e também de NLRC4, porém, por outro lado

enfatizam que existe um defeito também transcricional do NLRP3 nestas células.

5.9. O IFN-I'INIBE A PRODUCAO DE IL-1p EM DC TRATADAS COM LPS+ATP, MAS
NAO COM FLG

Levando em consideracgéo que o interferon do tipo I (IFN-1) contribui para uma regulacao
negativa de NLRP3 (GUARDA et al., 2011; SIMMONS et al., 2012) e que individuos
infectados pelo HIV sdo conhecidos por apresentar um alto nivel de IFN-I no plasma
(KHATISSIAN et al., 1996; STYLIANOU et al., 2000; VON SYDOW et al., 1991), nos
perguntamos se 0 IFN-I era o responsavel pelo diferente perfil de ativacdo do inflamassoma
nos individuos infectados pelo HIV.

Primeiramente, avaliamos a concentracdo de IFN-o. no plasma dos individuos infectados

pelo HIV recrutados para o estudo. Como € possivel observar na Figura 30, 0s niveis
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plasmético de IFN-a estdo significantemente aumentados nos individuos infectados pelo HIV

comparados com o grupo de doadores sadios .

Figura 30 - Individuos infectados pelo HIV apresentam uma concentracdo elevada de
IFN-a no plasma
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As concentracdes de IFN-a foram mensuradas no plasma de doadores sadios (HD-DC; n=4) ou individuos
infectados pelo HIV (HIV-DC; n=4). O teste t multiplo foi aplicado para comparar HD- e HIVV-DC. Dados sdo
representados como média e + erro padrédo (*: p<0,05).

Em seguida, executamos um ensaio onde as HD-DC foram pré-tratadas com IFN-a antes
de estimulagdo com FLG ou LPS+ATP e a producdo de IL-1f foi comparada com as HIV-DC
(sem tratamento exdgeno com IFN-a).

O tratamento com IFN-a reduziu significamente a producdo de IL-1p especificamente em
HD-DC tratadas com LPS+ATP, mas ndo nas HD-DC tratadas FLG ou LPS (Figura 31). O
efeito inibitorio do IFN-o exdgeno sobre a producdo de IL-1B é compardvel ao defeito de

resposta ao LPS+ATP que pode ser observado nas HIV-DC.
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Figura 31 - IFN-a inibe a producéo de IL-1f em HD-DC tratadas com LPS+ATP
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2x10° células dendriticas de doadores sadios (HD-DC; n=3) foram pré-tratadas com 1000 UI/mL of IFN-a-2b por
18 horas e entdo estimuladas com 5 pg/ml FLG ou 1 pg/mL LPS por 24 horas ou 1 pg/mL LPS mais 1 mM ATP
por mais 15 minutos ou ndo estimuladas (NE). O teste Kruskall-Wallis foi aplicado para comparar HD-DC, HD-
DC+IFN e HIV-DC (*: p<0,05).

Esses dados enfatizam o papel inibidor de IFN-1 especificamente sobre o inflamassoma
NLRP3 (responsivo a LPS+ATP), e ndo sobre as outras vias de ativacdo do complexo
(FLG:NAIP/NLRC4 ou vias ndo canonicas), sugerindo que o elevado nivel sistémico de IFN-I

poderia ser uma possivel causa da inibi¢do especifica do NLRP3 nas HIV-DC.

5.10 VARIANTES POLIMORFICAS NOS GENES NLRC4 e NLRP3 MODULAM A
RESPOSTA DAS DC A FLG

Um dos objetivos desse trabalho foi analisar a distribuicdo de variantes polimorficas em
genes do inflamassoma relacionados com a resposta a FLG em individuos infectados pelo HIV
com intuito de correlacionar o background genético do hospedeiro com a ativacao das DC e,
consequentemente, com a resposta a imunoterapia e com o estado clinico do paciente.

E interessante notar que, diferentemente dos modelos experimentais, ndo existem (ou
ainda ndo foram encontrados) individuos com auséncia de receptores do inflamassoma. No

entanto, existem variantes genéticas presentes na populacéo geral que podem indicar um maior
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ou menor nivel de ativagdo do inflamassoma. Dessa forma, decidimos utilizar a genética como
modelo para avaliar o efeito de uma maior ou menor ativacdo do NLRC4 na resposta de
individuos infectados pelo HIV.

Portanto, procuramos por variantes funcionais no gene NLRC4 e selecionamos o
polimorfismo de base Unica (SNP) rs479333 C>G, anteriormente associado a uma menor
producdo de IL-18 e expressdo génica de NLRC4 (MATTEINI et al., 2014; ZELLER et al.,
2015).

A partir disso, foi realizado um ensaio genétipo-guiado pela ativacdo do inflamassoma
nas DC desafiadas com FLG. Portanto, doadores sadios recrutados para a obtengdo de DC foram
genotipados pelo SNP rs479333 e, apds 0s ensaios in vitro de ativacdo das DC com FLG, os
niveis de IL-1p e IL-18 nos sobrenadantes de cultura foram comparados entre 0s grupos de
doadores homozigoto para o alelo polimorfico G e os doadores carregadores dos demais
genotipos (C/C, C/G), de acordo com um modelo de heranca recessivo pelo alelo menor G.

Como pode ser observado na Figura 32, as DC de individuos que carregam em
homozigose a variante polimorfica rs479333 (G/G) produzem significativamente menos IL-1p
(p=0,020) e IL-18 (p=0,001) quando comparadas com as DC de individuos que carregam o
alelo selvagem (C/C+C/G).
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Figura 32 - O polimorfismo rs479333 em NLRC4 afeta producédo de IL-1p e IL-18 em HD-
DC
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HD-DC (n=19) foram estimuladas com 5 pg/ml FLG por 24 horas. As concentracGes de IL-1p (A) e IL-18 (B)
foram mensuradas em sobrenadantes. Teste t Student foi aplicado para comparar o genétipo polimérfico G/G
versus 0s demais genotipos C/C+C/G. *: p < 0,05. Dados sdo representados como média e + erro padrao.

Esses dados demonstram que existe um efeito genético importante atuando na resposta
das DC a FLG, e que o polimorfismo selecionado para o estudo representa um bom marcador
de resposta a FLG para 0s experimentos de genotipagem e associagcdo genética descritos nos
proximos paragrafos.

Paralelamente, nos propomos avaliar se também variantes genéticas no gene NLRP3
poderiam afetar a ativacdo do inflamassoma nas DC desafiadas com FLG, ao considerar 0s
resultados descritos nesse trabalho anteriormente em relacdo a capacidade da FLG em induzir
também a ativacdo do NLRP3 e ndo apenas da via NAIP/NLRC4.

Portanto, os mesmos doadores utilizados para os ensaios gendtipo-guiados do SNP
rs479333 (Figura 32) foram genotipados também para a variante polimdrfica rs10754558
previamente associada a uma maior resisténcia a infecgcdo por HIV-1 (PONTILLO et al., 2010)
e que esta relacionada a uma maior estabilidade do mRNA do NLRP3 e, consequentemente, a
uma maior disponibilidade do receptor (HITOMI et al., 2009).

Como apresentado na Figura 33, as DC de individuos homozigotos pelo alelo
polimorfico rs10754558 G produzem maior nivel de IL-1p e IL-18 frente ao estimulo com FLG
comparadas com as DC de individuos que carregam os demais genétipos (C/C+C/G), de acordo

com o modelo recessivo de heranga da variante.



105

Figura 33 - O polimorfismo rs10754558 em NLRP3 afeta producdo de IL-1p e IL-18 em
HD-DC

A . B .
250 p——— 150 ™ —_
v
v
2009
p : 100
E -
~ 150+ §
(=] v o
> vV e v
@« 1004 v_vv @ i
— v -
' 1 ' 509
4 -
= vy = v v
50
M
vV v
0 T T 0 T T
rs10754558 o o rs10754558 o o
C')\ Ox@ C')\ XO\
\ (@]
o Q\

HD-DC (n=13) foram estimuladas com 5 pg/ml FLG por 24 horas. As concentracGes de IL-1B (A) e IL-18 (B)
foram mensuradas em sobrenadantes. Teste t Student foi aplicado para comparar o gendtipo polimérfico G/G
versus os demais genotipos C/C+C/G. *: p< 0,05. Dados sdo representados como média e + erro padréo.

Esses dados demonstram que existe um efeito “ganho-de-fungdo” dessa variante de
NLRP3 sobre a resposta das DC a FLG.

Juntos, os resultados dos ensaios genotipo-guiados pelos SNPs rs479333 NLRC4 e
rs10754558 NLRP3 oferecem uma ferramenta importante de estudo, pois mostram que as DC
de individuos que carregam essas variantes respondem menos ou mais, respectivamente, a FLG,
pelo menos em termo de ativacao do inflamassoma.

A seguir, encontram-se as analises efetuadas para essas duas variantes e a resposta a

imunoterapia, assim como a condigéo clinica dos individuos infectados pelo HIV.

5.11 VARIANTES POLIMORFICAS NOS GENES NLRC4 e NLRP3 AFETAM A
RESPOSTA DE INDIVIDUOS INFECTADOS PELO HIV A IMUNOTERAPIA

A genética do hospedeiro pode afetar a ativacdo do inflamassoma induzida pela FLG.
No intuito de entender se o que foi visto em nossos resultados poderia ser aplicado em ensaios

clinicos e se a genética do inflamassoma poderia afetar a resposta a imunizagao de individuos
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infectados pelo HIV submetidos a imunoterapia, genotipamos as duas variantes selecionadas
rs479333 e rs10754558 no grupo de 19 individuos infectados pelo HIV submetidos a
imunoterapia baseada em células dendriticas (ensaio clinico fase I/lI; NCT02766049). Em
seguida, analisamos a distribuicdo dos polimorfismos de acordo tanto com a qualidade das DC
utilizadas na imunizag&o, quanto com o resultado do ensaio clinico. Dados como sexo, idade e
tempo de diagndstico foram incluidas como variaveis confundentes na analise multivariada.
De acordo com os dados anteriores que mostram que DC de individuos que carregam a
variante polimorfica rs479333 em homozigose (G/G) apresentam uma menor ativacdo do
inflamassoma, as DC dos individuos infectados pelo HIV imunizados apresentam um perfil
“pior” em relacdo a capacidade de ativar os linfécitos T in vitro (menor producéo de TNF-a)

assim como uma pior resposta ap0s a imunoterapia (a maior CVP) (Figura 34).

Figura 34 - Andlise guiada pelo genotipo do polimorfismo rs479333 em NLRC4 em
variaveis relacionadas a imunoterapia com células dendriticas
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Avaliacdo da producdo de TNF-a por linfécitos T co-cultivados com células dendriticas pulsadas com o virus
HIV-1 autdlogo inativado por 96 horas, por citometria de fluxo, porcentagem de células positivas % (A). Carga
viral plasmatica apés a imunoterapia com células dendriticas (Logio de copias do virussmm® (B). Nadir de
linfocitos T CD4 (célulassmm?3). (C) Dados de associagdo sdo representados como média do gendtipo
polimérfico G/G versus os demais genétipos C/C+C/G e * erro padréo. pajust.= Valor de p ajustado por sexo,
idade e tempo de diagnostico.

Por outro lado, como esperado, as DC dos pacientes imunizados carregadores da
variante rs10754558 em homozigose apresentaram melhores marcadores fenotipioc e
funcionais (aumento maior de HLA-DR e moléculas co-estimuladoras como CD80 e CD40,
alta producdo de IL-12; melhor capacidade de fagocitose) em relacdo aquelas que nao

carregavam a variante (Figura 35).
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Figura 35 - Analise guiada pelo genétipo do polimorfismo rs10754558 em NLRP3 em
variaveis relacionadas a imunoterapia com células dendriticas
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Avaliacdo da expressdo dos marcadores de superficie HLA-DR, CD80 e CD40 em células dendriticas pulsadas
com o virus HIV-1 autdlogo inativado, por citometria de fluxo; mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI) ou
porcentagem de células postitivas % (A, B, C). MFI das particulars Dextran-FITC relacionada com a capacidade
de captacdo das células dendriticas imaturas. Avaliacdo da producéo de IL-12 p70 por células dendriticas pulsadas
com o virus HIV-1 autélogo inativado avaliados por ELISA (D). Dados de associacdo sdo representados como
média do gendtipo polimdérfico G/G versus os demais genétipos C/C+C/G e * erro padréo. pajust.= Valor de p
ajustado por sexo, idade e tempo de diagndstico.

Juntos esses achados enfatizam que uma boa capacidade de ativacgdo tanto do NLRP3
que do NLRC4 é essencial para o bom funcionamento das DC de individuos infectados pelo

HIV e da capacidade do paciente de responder a imunizacao.

5.12 VARIANTES POLIMORFICAS NOS GENES NLRC4 e NLRP3 AFETAM O ESTADO
CLINICO DOS INDIVIDUOS INFECTADOS PELO HIV

Em seguida, com objetivo de avaliar o efeito das variantes NLRP3 rs10754558 e NLRC4

rs479333 na condicdo clinica, decidimos genotipa-las em uma coorte de 300 individuos
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infectados pelo HIV (as principais carateristicas da coorte estdo resumidas na se¢do Materiais
e métodos).

Os SNPs resultaram em equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,05) indicando que a coorte
de pacientes configura razoavelmente um grupo representativo da populagédo estudada.

A distribuicdo dos SNPs foi avaliada de acordo com a CVP e o nivel de linfocitos T
CD4" a razdo CD4/CD8 e o valor da menor contagem de CD4 antes da introducdo da ART
(nadir). Por meio de uma analise multivariada, sexo, idade e tempo de doenca foram incluidas
como variaveis confundentes. O teste de normalidade foi aplicado as variaveis sendo observado
uma distribuicdo normal. A associacdo dos polimorfismos com as variaveis foi testada nos
modelos de heranga “codominante”, “dominante” e “recessivo” pelo alelo menor, e 0 modelo
mais plausivel foi escolhido de acordo com o critério de Akaike (AKAIKE, 1974). Diferencas
na distribuicdo dos SNPs foram consideradas estatisticamente significativas quando p< 0,025,
de acordo com a correcdo por multiplas comparacdes de Bonferroni para marcadores
independentes.

Apenas os resultados significativos obtidos na analise sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Frequéncia alélica e genotipica dos SNPs avaliados em NLRC4

Gene SNP ID Efglto Genétipos N Med_la Valor de Valpr de
funcional Nadiro p p ajust.
C/IC 13 316
NLRCA4 rs47§333 Pferda~de 0,001 0,001
(G) uncdo | cie-G/G | 74 159

Os individuos infectados pelo HIV que carregam o alelo G do rs479333 apresentam um
menor nivel de linfocitos T CD4" antes do tratamento, assim como um menor nadir de
linfécitos T CD4*, em acordo com o modelo de heranca dominante.

Quando categorizamos os individuos infectados pelo HIV com base na contagem de
linfocitos T CD4" (abaixo e acima de 200 células/mmg3), a mesma variante esta mais frequente
no grupo com menor contagem de linfocitos. Além disso, a variante também afetou
negativamente a relagdo CD4/CD8.

Esses resultados destacam um importante papel de NLRC4 na infecgdo cronica

individuos infectados pelo HIV, sugerindo que quando ndo ha funcionamento do receptor, esses
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individuos tendem a apresentar um quadro clinico pior. E interessante enfatizar que esses
achados concordam e complementam os dados funcionais obtidos in vitro que mostram como
a ativacdo do NLRC4 consegue contornar o defeito do NLRP3 tipico das DC dos individuos
infectados pelo HIV.

Em desacordo com o dado publicado anteriormente pelo nosso grupo, a variante com
ganho-de-funcdo de NLRP3 n&o resultou associada ao estado clinico dos individuos infectados
pelo HIV, sugerindo um papel de NLRP3 limitado, aparentemente, ao primeiro contato com o

virus.

5.13 ANA!_ISE DAS COMPONENTES PRINCIPAIS NO PERFIL DE RESPOSTA DE DC
FRENTE A FLG

Por ultimo foi realizada uma anéalise de componente principal (PCA) utilizando os
resultados dos individuos infectados pelo HIV referentes as DC estimuladas com FLG (Figura
36).

Figura 36 - Resultados da andlise das componentes principais (PCA) em células
dendriticas de individuos infectados pelo HIV estimuladas com FLG
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A analise da componente principal revelou diferentes agrupamentos entre os individuos
infectados pelo HIV, sendo que um dos grupos contém a maior parte dos individuos analisados
e outros dois grupos contém individuos mais dispersos. Isso sugere que a maior parte dos
individuos infectados pelo HIV apresentam uma resposta padrdo a FLG, incluindo expressdo
de moléculas e producdo de citocinas relacionadas ao inflamassoma.

Quando foram avaliadas caracteristicas funcionais, como a proliferacdo e producdo de
IFN-y de linfécitos co-cultivados com DC estimuladas com FLG, producdo de IL-12,
juntamente com varidveis relacionadas a ativagdo do inflamassoma, como produgdo de IL-1,
IL-18, atividade de caspase-1 (Flica) (Figura 37), € possivel observar que a maior parte dos

individuos é influenciada pelo primeiro componente.

Figura 37 - Resultados da analise das componentes principais (PCA) em células
dendriticas de individuos infectados pelo HIV estimuladas com FLG
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Valores padronizados obtidos a partir dos resultados apresentados anteriormente. Cada ponto representa um
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Em seguida, foram avaliadas algumas variaveis relacionadas ao inflamassoma, como a
atividade de caspase-1, dosagem de IL-1p e IL-18, e expressdo génica de NLRP3, NLRC4,
NAIP e ASC (PYCARD) (Figura 38). E possivel observar que as variaveis relacionadas a
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expressdo génica de NLRC4 e NAIP tem uma maior contribui¢éo na resposta a FLG, enquanto
gue NLRP3 contribui menos para essa resposta. Além disso, é possivel observar que a maioria

dos individuos analisados apresentam essa caracteristica.

Figura 38 - Resultados da andlise das componentes principais (PCA) em células
dendriticas de individuos infectados pelo HIV estimuladas com FLG utilizando variaveis
relacionadas ao inflamassoma
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6. DISCUSSAO
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A ideia deste trabalho surgiu a partir da observacgéo de que: DC de individuos infectados
pelo HIV apresentam defeito na ativacdo do inflamassoma NLRP3; uma resposta vacinal
depende da ativacdo do inflamassoma e da demanda em desenvolver protocolos de ensaios
clinicos eficientes para essa popula¢do com imunodesregulacéo.

Um numero grande de componentes microbianos tem sido proposto como alternativa
aos adjuvantes comumente utilizados. Esses adjuvantes tem o intuito de aumentar a resposta
imune de vacinas conhecidas por apresentarem baixa imunogenicidade e, em alguns casos,
aumentar a resposta em individuos imunocomprometidos. Primeiramente testada em
camundongos (como extensamente revisado por (HAJAM et al., 2017) a flagelina (FLG) foi
também utilizada em ensaios clinicos para vacinas profilaticas em humanos (TREANOR et al.,
2010).

Os estudos em camundongos vem mostrando a grande capacidade da FLG em induzir
tanto a resposta humoral quanto celular, quando empregada juntamente com antigenos dos
patdgenos (DIDIERLAURENT et al., 2004; MCSORLEY et al., 2002) ou em imunoterapia
para cancer (ZHENG et al., 2017). O fato da FLG se ligar a receptores da imunidade inata e
ativar células apresentadors de antigeno ja € um grande indicio de sua possivel capacidade
adjuvante em formulagdes vacinais.

Frente a isso, nossa hipotese propds que se a ativacdo do inflamassoma pudesse ser
restabelecida nas DC dos individuos infectados pelo HIV através do estimulo com a FLG, essas
células poderiam ser mais eficientes na apresentacdo antigénica da resposta vacinal e até mesmo
como produto vacinal para as imunoterapias.

Os dados apresentados neste trabalho suportam a nossa hipétese inicial e demonstram que
a FLG é capaz de ativar o inflamassoma nas HIV-DC, assim como restaurar a funcionalidade
tipica das DC, como a expressdo de moléculas coestimuladoras, producdo de mediadores e
ativacdo de linfocitos T autdlogos.

Esses resultados sdo originais por varios motivos. Embora tenha sido previamente
reportada que FLG estimula a producéo de IL-1p em células dendriticas humanas atraves do
reconhecimento de TLR5, o inflamassoma ndo foi levado em consideracdo nesse contexto
(MEANS et al., 2003). Além disso, estudos prévios mostraram a habilidade da FLG em ativar
o inflamassoma NAIP/NLRC4 na linhagem celular pré-monocitica U38 (CIACCI-
WOOLWINE et al., 1998) e em células primérias humanas, como macréfagos e mondcitos
(CANNA et al., 2014; KORTMANN et al., 2015; REYES RUIZ et al., 2017). No entanto,
pouco é conhecido sobre o seu papel em células dendriticas humanas. Portanto, este é o primeiro

trabalho que aborda o papel do inflamassoma na resposta a FLG nas DC humanas.
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Na literatura existem dados sobre a ativagdo constitutiva do inflamassoma na infecgéo
pelo HIV-1. A expressdao de caspase-1 ja foi vista aumentada no GALT e PBMC e
correlacionada com as contagens de linfocitos T CD4* e carga viral plasmatica (FERIA e
TABORDA, 2018). Em outros compartimentos celulares também foi visto um aumento de
expressao de caspase-1, contribuindo inclusive para a deplecéo de linfécitos T CD4* (SLOAND
et al., 1998) e linfécitos T CD8" (SLOAND et al., 1998; SCHEURING et al., 1999). Além
disso, foram vistos altos niveis plasmaticos de caspase-1 e IL-18 em individuos infectados pelo
HIV (AHMAD et al., 2002; STYLIANOU et al., 2003; WIERCINSKA-DRAPALO et al.,
2004; SONG et al., 2006; IANNELLO et al., 2010; SONG et al., 2015).

Em relacdo as DC, sabe-se que individuos infectados pelo HIV, sem ART, apresentam
deficiéncias numéricas e funcionais em suas subpopulacdes (SCHMIDT et al., 2006). Além
disso, as HIV-DC podem apresentar um perfil de ativacdo parcial (DILLON et al., 2008),
producéo espontanea de citocinas (ALMEIDA et al., 2005) e baixa capacidade em induzir a
proliferacdo de linfocitos T (DONAGHY et al., 2003).

No entanto, nenhum trabalho focou na diferenca de resposta de DC frente a diversos
PAMPs, como LPS e FLG, em relacdo ao inflamassoma. Os nossos dados demonstraram que a
FLG induz ativacdo do inflamassoma via NAIP/NLRC4 em HIV-DC, sugerindo que essa via
se mantém efetiva, ao contrério do que ocorre com NLRP3 (PONTILLO; SILVA,; et al., 2012).

Um estudo recente com modelo murino implicou um efeito espectador da deteccdo de
NLRC4 de FLG bacteriana na presenca de infeccdo por rotavirus indicando que, na presenca
de diferentes PAMPs, o0 NLRC4 pode ajudar a estimular a resposta imune a outros tipos de
patdgenos (ZHANG, B. et al., 2014). Em analogia aos nossos dados e a imunoterapia baseada
em células dendriticas, essa ativagdo de NLRC4 poderia resultar em células mais efetivas no
combate ao HIV-1.

Os dados genéticos suportam esses resultados, sendo que a variante polimorfica
rs479333, que esté relacionada a uma menor ativacdo de NLRC4 e menores niveis de 1L-18,
associa-se a uma menor capacidade de ativagdo das HIV-DC e com uma pior resposta a
imunoterapia com DC e, de modo geral, a um pior quadro clinico em individuos infectados pelo
HIV. E interessante ressaltar que, diferentemente dos modelos experimentais, ndo existem (ou
ainda ndo foram encontrados) individuos com auséncia de receptores do inflamassoma. O fato
de avaliarmos o efeito funcional dessa variantes em NLRC4, que foi previamente demonstrado
por Matteini e colaboradores, se mostrou Gtil em nosso modelo (MATTEINI et al., 2014).

Por outro lado, as DC utilizadas para a imunoterapia que carregam a variante com ganho

de funcdo de NLRP3 resultaram mais ativadas com uma alta producdo de IL-12 e maior
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expressdo de moléculas coestimuladoras, 0 que sugere que mesmo ndo tendo o inflamassoma
NLRP3 completamente funcional, o ganho de funcéo ja foi capaz de induzir melhores DC.

Desta forma, assim como outros trabalhos que demonstram que variantes genéticas
podem afetar a resposta a imunoterapia em individuos infectados pelo HIV (PONTILLO et al.,
2014; REIS et al., 2018), os polimorfismos de NLRC4 podem ser levados em consideragao
para a seleccdo de individuos com maior potencial de responder a esse tipo de tratamento.

Um outro aspecto original levantado por este estudo é a contribuicdo de NLRP3 na
montagem do inflamassoma em resposta a FLG. NLRC4 e NLRP3 encontram-se nos “specks”
de DC tratadas com FLG e , curiosamente, a marcacdo para NLRC4 e NLRP3 encontram-se
localizadas nas mesmas células. Esses achados estdo de acordo com relatos anteriores sobre a
co-localizacdo de NLRC4 e NLRP3 em um complexo Unico em células HEK293 (MAN et al.,
2014) e em macrofagos derivados de medula éssea em camundongos durante a infeccdo por
Salmonella (QU et al., 2016). Apesar da visualizacdo da imunofluorescéncia de punctas de
NLRP3 e NLRC4, nossos dados nédo sdo suficientes para determinar se os dois receptores estdo
realmente co-localizados no mesmo complexo inflamassémico, sendo necessario mais
investigacOes para determinar essa questao.

De acordo com os dados anteriores que apontam o defeito de NLRP3 nas HIV-DC,
observamos que a contribui¢do de NLRP3 nessas células € menor que nas HD-DC em relacéo
a resposta a FLG.

O defeito especifico do inflamassoma NLRP3 nas HIV-DC ainda néo foi totalmente
elucidado. Essa baixa resposta de NLRP3 em HIV-DC pode ser atribuida a inflamacéo cronica
vista nos individuos infectados pelo HIV, em consequéncia a persisténcia viral, reativacdo de
virus endodgenos (como herpes simplex), exaustdo imune, aumento da permeabilidade intestinal
e translocacdo microbiana (principalmente de LPS) e da citotoxicidade de drogas
antirretrovirais (DEEKS, STEVEN G. et al., 2013; MAARTENS et al., 2014). Porém, esses
mesmos fatores poderiam estar afetando também outros receptores da imunidade inata e até
mesmo o NLRC4,

Ao tentarmos investigar essa questdo, vimos que HIV-DC apresenta uma expressao
basal aumentada de moléculas inibidoras de NLRP3, como CARDS (ITO et al., 2014), BRCC3
(PY et al., 2013) e miR-223 (YANG, Z. et al., 2015), o que € compativel com a inibicdo
especifica vista nas células dos infectados. Por outro lado, ndo sabemos quais seriam as vias de
ativacdo desses inibidores nos individuos infectados pelo HIV.

NOs especulamos ainda se niveis aumentados de IFN-a nos individuos infectados pelo

HIV poderiam ser a possivel causa da inibicdo de NLRP3, considerando o efeito antiviral e
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inibidor de NLRP3 j& conhecido (SIMMONS et al., 2012). De fato, quando as HD-DC foram
tratadas com IFN-a exdgeno, essas células apresentaram um menor resposta a estimulos para
NLRP3, sugerindo um perfil compativel ao das HIV-DC.

Pode se dizer que existe uma relacdo indireta também entre NLRC4 e interferon do tipo
I. Isso porque h& uma estreita relacdo entre os fatores de transcricdo IRFs que regulam o
interferon do tipo |, especificamente o IRF8, com a ativacdo do inflamassoma NLRC4. Nesse
caso, o IRF8 atua como um regulador transcricional de Naip (KARKI et al., 2018). No entanto,
esses dados referem-se ao modelo animal e ainda precisam ser mais explorados.

E preciso entender que o inflamassoma é importante nos processos patofisiol6gicos, ao
inibir nichos de replicacdo de microrganismos e ao propagar os sinais de perigo para o restante
do sistema imunoldgico. No entanto, como discutido anteriormente, uma ativacdo constitutiva
do inflamassoma e altos niveis de mediadores proinflamatdrios podem nao ser benéficos em
uma doenga cronica. A importancia em restaurar/ultrapassar um defeito esta relacionada ao fato
de se ter uma resposta adequada a microrganismos que, frequentemente, levariam a outras
complicacdes ou até mesmo em auxiliar a imunoprotecdo mediada por vacinas, as quais muitas
vezes ndo chegam a ser eficientes em individuos imunosuprimidos. Dessa forma, ndo se trata
da magnitude da resposta, mas sim em se ter o tipo de resposta adequada a situacéo, seja um
processo infeccioso agudo ou nao.

A importancia desses dados pode estar relacionada com os futuros ensaios clinicos de
imunoterapia em individuos infectados pelo HIV, uma vez que mostraram que nem todos 0s
individuos que respondem de modo eficaz as proprias células dendriticas previamente ativadas
in vitro para induzir uma resposta linfocitaria eficiente in vivo (GARCIA; ROUTY, 2011; LU
et al., 2004). Entre os fatores responsaveis dessa heterogeneidade de resposta ha a exaustdo
imune carateristica desses individuos (BRENCHLEY; PRICE; et al., 2006; RIBEIRO-DOS-
SANTOS et al., 2012) e fatores genéticos do hospedeiro (PONTILLO et al., 2014; REISetal.,
2018).

Apesar das contribui¢cbes importantes deste trabalho numa &rea especifica de
conhecimento, observamos também algumas limitacGes, das quais queremos enfatizar alguns
topicos.

Uma questdo que chama a atencéo € o dado da viabilidade ser discretamente menor em
HIV-DC em relagdo as HD-DC, que é visto também nos resultados de LDH (citotoxicidade), o
que poderia ser consequéncia do meio proinflamatério de onde essas células sdo isoladas, ja

que a caracteristica é vista desde as células ndo estimuladas.
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Neste estudo, o nivel de expressdo de CD209, receptores de lectina tipo C, tais como
molécula de adesdo intercelular especifica de DC-3-grabing ndo-integrina, diminui em HD-DC
estimulada com FLG. Em HIV-DC, apesar de ndo ser significativo, houve um aumento da
expressdo desse marcador, sendo que o esperado € uma diminui¢do na atividade fagocitaria
apos o estimulo, o que caracteriza o processo de maturagdo (BANCHEREAU; STEINMAN,
1998), juntamente com aumentos concomitantes na expressdo de moléculas de superficie como
CD86, CD40 e HLA-DR que facilitam a apresentacao de antigenos e ativacao do sistema imune
adaptativo (KANTO et al., 1999; VERHASSELT et al., 1997).

Além disso, um aumento significativo de CD40 e HLA-DR em HD-DC e HIV-DC em
relacdo a condicdo ndo estimulada foi observado. No entanto, nossos experimentos mostraram
uma diminuicdo de CD86 em HD-DC e HIV-DC, o que sugere um fen6tipo com maturacao
resistente e que os linfécitos T podem néo ser adequadamente estimulados. Uma vez ativadas,
a expressao de CD40, entre outras moléculas, é fundamental para a interacdo das células
dendriticas com seus ligantes presentes nos linfocitos (CD40L e CD28, respectivamente),
levando a ativacdo linfocitaria a fim de gerar uma resposta especifica e a proliferacdo de
linfécitos T (MA; CLARK, 2009).

A producéo da citocina supressora de linfocitos T, IL-10, e da citocina estimuladora de
linfdcitos T, IL-12p70, por HD-DC e HIV-DC em comparagdo com a condi¢do ndo estimulada,
ndo foi significativa. Talvez os niveis de expressdo reduzidos de CD86 estejam relacionados
aos efeitos da IL-10 (TZE et al., 2011).

Outra questdo interessante sdo os altos niveis de IL-6 em HIV-DC nédo estimuladas.
Altos niveis de IL-6 € TNF-o no plasma sdo considerados marcadores de ativagdo imune
(CONNOLLY; RIDDLER; RINALDO, 2005), o que reforca mais uma vez a ativagao
constitutiva desses individuos.

Em conjunto, esses dados indicam que a estimulacdo de FLG de HIV-DCs leva a
geracdo de um fenétipo DC maduro com aumento da expressdo de marcadores de
imunogenicidade e moléculas pré-inflamatérias e nenhuma mudanca na producéo de citocinas
supressoras e estimulantes de citocinas.

A FLG leva a producdo e proliferacéo de citocinas pelos linfocitos T, ja que ambas as
DC de controle saudavel e HIV levam os linfécitos T a proliferarem e a produzir de IFN-y. E
interessante ressaltar que o inflamassoma também é alvo do sistema imune adaptativo,
especificamente pelos linfécitos T efetores e de memoria. Foi demonstrado em um contexto
tumoral que a IL-1pB ¢é indispensavel para a produg¢do de IFN-y pelos linfocitos T CD8
(GHIRINGHELLI et al., 2009).
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Algumas questdes continuam em aberto e merecem atencao, apesar de ndo terem sido o
foco de estudo desse trabalho. Portanto, alguns pontos que consideramos interessantes sao
discutidos abaixo.

A FLG é sentida por dois importantes receptores da imunidade inata, TLR5
(HAYASHI et al., 2001) e por NAIP/NLRC4 (FRANCHI et al., 2006; KOFOED; VANCE,
2011; MIAO et al., 2006). Foi demonstrado que células humanas tem um unico NAIP que é
capaz de reconhecer proteinas do sistema de secrec¢do do tipo 3 (T3SS) e a FLG (KORTMANN
et al., 2015; REYES RUIZ et al., 2017; YANG, J. et al., 2013). Dessa forma, pode-se dizer
que NAIP humano apresenta uma promiscuidade, possivelmente decorrente do processo
evolutivo.

N&o abordamos nesse trabalho quest6es sobre 0 mecanimo de ag¢do do receptor NLRCA4.
E sabido que ele se encontra no citosol em uma forma inativa. Alguns estudos revelaram uma
reorganizacdo dos dominios de NLRC4 ap6s a ligacdo de NAIP com seus ligantes
(DIEBOLDER et al., 2015). Apesar de ndo estar completamente elucidado o processo de
ativacdo do inflamassoma NAIP/NLRC4, o atual modelo de ativacdo propde que 0
reconhecimento dos ligantes bacterianos induz uma mudanca conformacional em NAIP, o que
permite que NLRC4 se ligue, induza a oligomerizagdo de NLRC4-CARD e o recrutamento de
moléculas pr-caspase-1 (HAFNER-BRATKOVIC, 2017).

Alguns estudos apontam que a FLG purificada de S. tiphymurium é capaz de adentrar o
citosol celular, sem a necessidade de sistemas de carreamento (LAGE, S., 2015), como €é o caso
do nosso modelo experimental. Especula-se que possa ocorrer uma interacdo com oS
fosfolipides da membrana plasmética ou que possa ocorrer um dano lisossomal (LAGE, S.,
2015).

No entanto, essa questdo ainda divide opinides ja que o trabalho de Karki de 2018 relata
que o tratamento da FLG sem um agente de transfeccdo falha em induzir o processamento de
caspase-1 (KARKI et al., 2018).

Sabe-se que a ativacdo desse inflamassoma € altamente regulada no intuito de prevenir
a perda de controle inflamatério. Alguns estudos mostram que niveis de expressdo basais de
NLRC4 ja séo suficientes para suportar ativacdo necessaria em células epiteliais e imunes. Entre
0s mecanimos de regulacdo melhor descritos esta a ligacao dos préprios ligantes e a fosforilacao
(DUNCAN; CANNA, 2018). De fato, em nossos dados é possivel observar um nivel de
expressdo de NLRC4 discretamente maior em HIV-DC do que HD-DC, no entanto, a diferenca

ndo é significativa.
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Por que uma ativacdo de NLRC4 seria benéfica para individuos infectados pelo HIV? E
importante considerar que, uma vez detectado um defeito de NLRP3 que pode resultar em
células dendriticas menos responsivas para 0 uso em imunoterapia, o fato de NLRC4 ser
diferentemente regulado e ativado pode implicar em um melhor resultado para os imunizados.

Apesar de defendermos o uso da FLG como um adjuvante no nosso modelo in vitro, ha
de se considerar que a FLG pode atuar como fator desencadeador de ativacdo imunoldgica
crénica in vivo.

Os individuos infectados pelo HIV apresentam possivelmente translocacdo microbiana,
com enfraquecimento da barreira intestinal e dissipacdo de produtos microbianos, como LPS.
Dessa forma, esses individuos mantém uma ativacdo constitutiva para LPS através da
estimulacdo da via TLR e da indugéo de expressao do inflamassoma NLRP3 via NF-«B.

Em relacdo a FLG, ja foram descritos elevados niveis circulantes de anticorpos anti-
FLG em individuos infectados pelo HIV em comparacdo aos ndo infectados (NOWAK et al.,
2012). O que determina esses individuos a responderem a um antigeno que frequentemente esta
disponivel como LPS, mas ndo necessariamente a FLG? Uma vez que ao estimular com LPS
é percebido um defeito na ativacdo, enquanto a FLG, via NAIP/NLRC4, parece ultrapassar essa
questéo.

A administragdo de doses continuas de LPS foi mostrada como capaz de induzir
tolerancia em camundongos (GEISEL et al., 2007), entretanto nenhum dado sobre FLG foi
mostrado. Uma vez que uma exposic¢do a longo prazo ao LPS pode induzir tolerancia, a FLG
também seria capaz de induzir esse mesmo tipo de resposta?

O trabalho de Svard e colaboradores, 2015, comenta sobre a dificuldade em se encontrar
um método de deteccdo capaz de encontrar a FLG solUvel na circulagdo dos individuos
infectados pelo HIV. O que poderia ser em funcdo da curta meia-vida da FLG soltvel no sangue
ou que translocacdo da FLG seja concentrada apenas na mucosa intestinal. O fato é que nesse
estudo foi vista apenas uma correlagéo entre anti-FLG com outros marcadores de ativagcdo, mas
sem diferengas entre individuos infectados pelo HIV e os ndo infectados (SVARD et al., 2015).
Sendo assim, talvez a disponibilidade da FLG possa ser escassa ao ponto de levar a tolerancia,
como no caso do LPS. Uma vez detectada, a resposta € mais potente, 0 que vai em encontro
com 0s nossos dados.

Por outro lado, nesse mesmo trabalho de Svard e colaboradores, 2015, comenta-se sobre
a correlacdo inversa em monocitos entre os niveis de TLR5 em relagéo a anti-FLG, indicando

que a presenca de FLG soltvel poderia diminuir a expressao de TRL5 e que niveis altos de anti-
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FLG correlacionam com uma alta producéo basal de citocinas e baixa indugéo de citocinas apos
desafio com FLG.

Para 0 nosso trabalho, tentamos ver a expressdo génica de TLR5, mas sem sucesso.
Outra limitacdo deste estudo foi ndo ter avaliado os niveis de anti-FLG ou até mesmo a FLG
soluvel para tentar correlacionar com nossos resultados.

Por fim, outra consideracdo importante a se fazer é que este trabalho ndo focou na
infeccdo aguda, no entanto tentamos entender se o virus HIV poderia influenciar a ativacdo do
inflamassoma em nosso contexto. O experimento utilizado para essa avaliagdo ndo mostrou
diferencas significativas entre o pulsado com virus e ndo pulsado. Sendo assim, apesar de existir
uma tendéncia de reducdo na resposta do inflamassoma tanto com LPS+ATP quanto de FLG

na presenca do virus, ndo foi suficiente para detectar um efeito significativo (APENDICE J).
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7. CONCLUSOES
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Como concluséo nossos dados suportam o uso da FLG no desenho de futuras vacinas,
visando uma maior efetividade em individuos imunocomprometidos, como nos individuos
infectados pelo HIV. De acordo com o0s nossos achados, a FLG ativa as células dendriticas de
doadores sadios e de individuos infectados pelo HIV através do inflamassoma NAIP/NLRCA4,
com a participacdo de NLRP3, ao menos em células de doadores sadios. A FLG foi capaz de
ultrapassar o defeito em NLRP3 nas HIVV-DC, contribuindo para a ativacdo do inflamassoma e,
consequentemente, para uma maturacdo completa das células dendriticas dos individuos
infectados pelo HIV, podendo resultar em um produto vacinal mais adequado para o uso em

eventuais imunoterapias.

Figura 39 — A FLG ativa HIV-DC atraves do inflamassoma NLRC4
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Os individuos infectados pelo HIV possuem ativacdo constitutiva do inflamassoma e produzem altos niveis de IL-
1B. As células dendriticas desses individuos ndo ativam o inflamassoma NLRP3 corretamente frente a agonistas
como LPS, nigericina, ATP e isso resulta em um pior resultado a imunizagdo. As células dendriticas de individuos
infectados pelo HIV quando estimuladas com flagelina (FLG) ativam o inflamassoma através dos receptores
NAIP/NLRC4 contribuindo para uma maturagdo completa, podendo resultar em um produto vacinal mais
adequado para 0 uso em eventuais imunoterapias. Fonte: autoria prépria, REIS (2019)
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APENDICE B - Resultado da titulagdo dos anticorpos monoclonais utilizados na analise
fenotipica das DC

Anticorpo monoclonal | Volume recomendado (uL) | Volume titulado (uL) :Z::(
CD14 PE 20 5 147.16
CD11c FITC 5.0 2,5 13.76
CD40 Horizon 450 5.0 5.0 32.78
CD86 Pe-Cy7 5.0 1.25 170.00
CD209 APC 20.0 5.0 53.89
HLADR V500 5.0 0.63 185.5

Para cada anticorpo monoclonal s&o reportados o volume de uso recomendado pelo fabricante, o volume resultante

da titulac&o e o stain index.

A fim de definir a quantidade 6tima de cada anticorpo monoclonal necessaria para a
marcacao das células e anélise por citometria de fluxo, foi realizada a titulacdo dos anticorpos
individualmente em um painel de 8 diferentes diluigfes para cada anticorpo. Assim, 100 pL de
2x10° DC/mL foram distribuidas em placas de cultura de 96 pocos de fundo V e os anticorpos
foram adicionados em concentracdo decrescente (1/128; 1/64; 1/32; 1/16; 1/8; 1/4; 1/2; 1/1) a
partir da concentracéo inicial recomendada pelo fabricante.

A maior dilui¢do que néo representasse uma diminuicdo significativa no percentual de
células positivas, quando comparada a quantidade de anticorpo sugerida pelo fabricante, foi a
escolhida. Além disso, foi calculado o stain index (populacéo positiva — populacdo negativa/
2x desvio padrdo) para comprovar o volume que melhor separou as popula¢es quando a
populacdo era bimodal. Com base neste critério, foi possivel reduzir as concentraces de uso

da maioria dos anticorpos, com relacdo ao recomendado pelo fabricante.
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APENDICE C - Padronizac&o da concentragio da FLG e tempo de estimulo

Para determinar a cinética de ativacdo com flagelina (FLG) e a concentra¢do para o
estimulo, foram testadas trés concentragdes: 1,25, 5 e 7 ug/mL FLG por 3, 8, 18 e 24 horas.

Partimos dos dados resultantes do protocolo utilizado em mondcitos e macrofagos
humanos descrito por Canna e colaboradores (CANNA et al., 2014). Em seguida a producéo de
IL-1p foi avaliada no sobrenadantes de cultura obtidos de 15 individuos-controle para eleger a

melhor concentragdo para os estimulos.

100+ 100+

504 50 =

IL-18 (pg/mL)
IL-18 (pg/mL)

0 T T T T

3 8 18 24

Estimulagdo com FLG (pg/mL) Estimulacdo com FLG (horas)

(A) 2 x10° de DC de doadores sadios (HD-DC; n=5) foram estimuladas com 1, 2,5, 5 ou 7 ug/ml de flagelina
(FLG) por 24 horas. (B) 2 x10° de DC de doadores sadios (HD-DC; n=5) foram estimuladas com 5 pg/ml de
flagelina (FLG) por 3, 8, 18 e 24 horas. As concentracdes de IL-1p foram mensuradas nos sobrenadantes de
cultura. Two-Way ANOVA foi aplicado para comparar entre as condi¢des testadas. Dados sdo representados

como média e + erro padrao.
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APENDICE D - Escolha do tipo de FLG

Para determinar qual FLG utilizar nos experimentos foram testadas as flagelinas
standard (FLG) e a flagelina ultrapura (FLG UP) por 24 horas na concentracdo de 5 pg/mL. A
partir disso, decidimos utilizar a standard para todos os experimentos visando o nivel de

ativacdo e a FLG ultrapura para confirmar os resultados.

150+ 1509
= FLG

- FLG UP

1004 1009

50 50

IL-18 (pg/mL)
IL-18 (pg/mL)

2 x10% de DC de doadores sadios (HD-DC; n=5) ou individuos infectados pelo HIV (HIV-DC; n=5) foram
estimuladas com 5 pg/ml de flagelina standard (FLG) e a flagelina ultrapura (FLG UP) por 24 horas. As
concentrac@es de IL-1p foram mensuradas nos sobrenadantes de cultura. Two-Way ANOVA foi aplicado para
comparar as condicOes tradadas com FLG e FLG UP e ndo estimuladas (NE) em HD- e HIV-DC (*: p<0.05).
Dados séo representados como média e + erro padréo.
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APENDICE E - Priming com LPS

De acordo com o protocolo utilizado em mondcitos e macrdéfagos humanos descrito por
Canna e colaboradores (CANNA et al., 2014), em alguns ensaios as DC foram estimuladas com
FLG por 2 horas com prévia incubacao com 1pg/mL LPS por 4 horas. Dessa forma, testamos
um “priming” com LPS por 4h seguido de 2h de estimulacdo com FLG e comparamos com a
producdo de IL-1B apds 24 horas de estimulo apenas com FLG. A producdo de IL-1B ndo
resultou significativamente maior com o “priming” de LPS em relagdo a estimulagcdo apenas

com FLG, desta forma decidimos prosseguir os ensaios sem o “priming.

1509

100+ ®

IL-18 (pg/mL)
|
I

50- -
[
[ ]
e
O

2 x10° DC de doadores sadios (HD-DC; n=5) foram estimuladas com 5 pg/mL de flagelina (FLG) por 24 horas
ou com 1pg/mL LPS por 4 horas e FLG por 2 horas. A dosagem de I1L-1p foi realizada em HD-DC por ELISA.
Os dados sdo reportados como média + erro padrdo. Teste t Student foi aplicado para comparar as condi¢Ges

tratado com FLG e primado com LPS e tratado com FLG em HD-DC.
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APENDICE F - Dosagem de 1L-18BP em sobrenadantes HD-DC e HIV-DC apds
estimulacao

Com o intuito de entender se o nivel de IL-18 correlaciona com o nivel de seu inibidor

IL18BP, foi realizada a determinacéo de IL-18 ap0s o estimulo de LPS, LPS+ATP e FLG.

200 =
*

— 150 B Hiv-DC
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[@)]
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o
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—
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O i

NE ATP LPS LPS+ATP FLG

2 x10° de DC de doadores sadios (HD-DC; n=5) ou individuos infectados pelo HIV (HIV-DC; n=5) foram
estimuladas com 5 pg/ml de flagelina (FLG) por 24 horas ou 1 pg/ml de LPS por 24 horas ou 1 pug/ml LPS por 24
horas seguido de 1mM de ATP por 15 minutos. As concentragdes de IL-18BP foi mensurada nos sobrenadantes.
Two-Way ANOVA foi aplicado para comparar as condic@es tradadas com FLG, LPS, LPS+ATP e ndo estimuladas
(NE) em HD- e HIV-DC (*: p<0.05). Dados sao representados como média e + erro padréo.
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APENDICE G - Estimulagio em HD-DC e HIV-DC com outros agonistas

Para entender se o efeito visto esta associado apenas com nosso modelo, realizamos um
teste com HD e HIV-DC estimuladas com outros agonistas, como nigericina (NLRP3), CpG
(TLR9), poly I: C (TLR3) (BEZBRADICA; COLL; SCHRODER, 2016; GAIDT et al., 2016;
SHI, H.; WANG; LI; ZHAN; TAN; et al., 2016) e poly dA:dT/LyoVec (AIM2).
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2 x10° DC de doadores sadios (HD-DC; n=3) e individuos infectados pelo HIV (HIV-DC; n=3) foram estimuladas
com 10 pg/mL de nigericina ou 4 pg/mL de CpG 2395 ou 20 pg/mL de Poly I:C ou 1 pg/mL de Poly dA:dT
complexado com Lyovecapds a prévia incubacdo com 1 pg/mL de LPS (A), ou ndo (B). Os dados séo reportados
como média + erro padrdo. Teste t miltiplo foi aplicado para comparar HD- e HIV-DC (*: p<0.05).
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APENDICE H - Estimulag&o de HD-DC e HIV-DC com FLG na presenca de meio com
elevada concentracdo de K*

Mais uma vez para tentar averiguar a contribuicdo do NLRP3 na montagem do
NAIP/NLRC4 inflamassoma, nos ensaios de estimulacéo das DC com FLG utilizamos um meio
com elevada concentragdo de K* (130 mM KCI) com intuito de bloquear o efluxo de K+ ATP-
dependente, representando uma inibicdo indireta do NLRP3. Como controle negativo do
blogueio da via, utilizamos um meio com alta concentra¢do de NaCl (130 mM).

A producéo de IL-1p induzida por FLG nas HD-DC (meio: 0% inibi¢éo) foi inibida de
modo significativo em todas as condicOes (alta concentracdo K*: 95.3% e alta concentracdo
NaCl: 96%). Nas HIV-DC, a inibicdo foi um pouco maior quando utilizamos uma alta
concentracdo K*: 98%, enquanto que a alta concentracdo NaCl inibiu 95.3% da producédo de
IL-1pB induzida por FLG. Apesar do dado corroborar a participagdo do NLRP3 na sinalizagdo
mediada por FLG, o fato da alta concentracdo de NaCl também inibir implica em uma possivel
inibicdo especifica. Logo, ndo se pode afirmar que hd uma participacao purinérgica na ativacdo

vista em nosso modelo.
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2x10° DC de doadores sadios (HD-DC; n=10) e individuos infectados pelo HIV (HIV-DC; n=10) foram
estimuladas com 5 pg/ml FLG por 24 horas na presenca de meio de cultura a 130 mM de KCI ou NaCl. A
concentracdo de IL-1p foi mensurada em sobrenadantes. Teste t student foi aplicado para comparar as condi¢Ges
ndo estimulado e estimulado*: p < 0.05. Dados sdo representados como media e + erro padréo.
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APENDICE | - Efetividade e especificidade do silenciamento

Com o intuito de avaliar a efetividade e especificidade do silenciamento foram
realizados testes com gPCR para 0s genes NLRP3 e NLRC4.
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2><1O5 de células dendriticas derivadas de mondcitos foram transduzidas usando as mesmas quantidades de
particulas de lentivirus condificando controle vazio ou shRNA especificos para NLRC4 ou NLRP3 na presenga
de SIV3+ VLP por 48 horas. Apos isso, as células foram tratadas com 5 pg/mL FLG ou 1 pg/mL LPS por 24
horas. A eficiéncia do silenciamento para a proteina alvo nas células transduzidas com lentivirus foi avaliada
por expressdo génica. WT: expressdo génica “selvagem” para NLRC4 ¢ NLRP3.
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APENDICE J - HD-DC pulsadas com virus HIV inativado e estimuladas com FLG, LPS
e LPS+ATP

Com o intuito de entender se o virus HIV pode influenciar a ativagdo do inflamassoma
em nosso contexto, realizamos a dosagem em amostras de individuos sadios pulsadas com
particulas de virus HIV-1 inativado. Para isso, as HD-DC foram tratadas com virus HIV
inativado com aldrithiol-2 por 4 horas e, em seguida, estimuladas com LPS ou LPS+ATP ou
FLG. A partir disso ndo foram vistas diferencas significativas entre o pulsado com virus e ndo
pulsado, sendo assim, apesar de existir uma tendéncia de reducdo na resposta do inflamassoma
tanto com LPS+ATP quanto de FLG, néo foi suficiente para detectar um efeito significativo.

A liberagédo de IL-1p mostrou diferencas significativas em LPS, LPS+ATP e FLG em
relagdo a condigao ndo estimulada, na auséncia do virus. Quando as HD-DC foram tratadas com
virus e estimuladas, vimos um aumento significativo em relagdo ao ndo estimulado apenas em

relacdo ao estimulo com LPS+ATP.
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2x10° de DC de doadores sadios (HD-DC; n=5) ou individuos infectados pelo HIV (HIV-DC; n=5) foram n&o
estimuladas (NE) ou estimuladas com 5 pg/ml de flagelina (FLG) por 24 horas ou 1 pg/ml de LPS por 24 horas
ou 1 pg/ml LPS por 24 horas seguido de 1mM de ATP por 15 minutos. Two-Way ANOVA foi aplicado para
comparar as condi¢des dentro do grupo (NE versus LPS, LPS+ ATP ou FLG em HD-DC ou HD-DC+ HIV+AT2*:
p<0.05; LPS+ATP versus LPS: # p<0.05) e entre grupos (HD-DC versus HD+HIV+AT2). Dados sdo
representados como média e + erro padrdo.
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APENDICE L - Producéo cientifica e participacio em eventos da area

Artigos/capitulo de livro publicados:
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Immunocompromised Individuals. Frontiers in Immunology, v. 10, p. 1, 2019.
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Edione C. REIS, Vinicius N.C. LEAL, Lais T. da SILVA, Enrique. R. ARGANARAZ,
Marilia M.L. dos REIS, Telma M. OSHIRO, Alessandra PONTILLO.Antagonistic role
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Flagellin/NLRC4 Pathway Rescues
NLRP3-Inflammasome Defect in
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Individuals

Edione Cristina dos Reis ™, Vinicius Nunes Cordeiro Leal’, Jaine Lima da Silva Soares’,
Fernanda Pereira Fernandes', Dhémerson Souza de Lima’, Bruna Cunha de Alencar? and
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S&0 Paulo/USP, S&o Paulo, Brazil, ? Laboratory of Immune System Cell Biology, Department of Immunology, Institute of
Biomedical Sciences/ICB, University of Sdo Paulo/USF, S&do Paulo, Brazil

Introduction: NLRP3 inflammasome plays a key role in dendritic cells (DC) activation
in response to vaccine adjuvants, however we previously showed that it is not properly
activated in DC from HIV-infected patients (HIV-DC), explaining, at least in part, the poor
response to immunization of these patients. Taking in account that several cytoplasmic
receptors are able to activate inflammasome, and that bacterial components are
considered as a novel and efficient adjuvant, we postulated that bacterial flagellin (FLG), a
natural ligand of NAIP/NLRC4 inflammasome, could rescue the activation of the complex
in HIV-DC.

Objective: Demonstrate that FLG is able to activate monocyte-derived dendritic
cells from HIV-infected individuals better than LPS, and to what extent the entity
of inflammasome activation differs between DC from HIV-infected patients and
healthy donors.

Methods: Monocyte-derived dendritic cells from HIV-infected patients (HIV-DC) and
healthy donors (HD-DC) were stimulated with FLG, and inflammasome as well as DC
activation (phenotypic profile, cytokine production, autologous lymphocytes activation)
were compared. Chemical and genetic inhibitors were used to depict the relative
contribution of NLRC4 and NLRP3 in HIV/HD-DC response to FLG.

Results: FLG properly activates HD-DC and HIV-DC. FLG induces higher inflammasome
activation than LPS in HIV-DC. FLG acts through NLRC4 and NLRP3 in HD-DC, but at
a lesser extent in HIV-DC due to intrinsic NLRP3 defect.

Conclusions: FLG by-passes NLRP3 defect in HIV-DC, through the activation of
NAIP/NLRC4 inflammasome, indicating possible future use of the bacterial component
as an efficient adjuvant in immunocompromised individuals.

Keywords: dendritic cell, inflammasome, HIV, flagellin, NLRC4, adjuvant
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Reis et al.

Flagellin Rescues NLRP3-Inflammasome Defect in HIV-DC

INTRODUCTION

Dendritic cells (DC) are a specialized professional antigen
presenting cells (APC) with unique capability to initiate and
maintain primary immune responses when pulsed with antigens
(1-3). Following recognition of pathogen- or damage-associated
molecular patterns (PAMPs or DAMPs, respectively) by innate
pattern recognition receptors (PRRs), DC activate and turn
into a potent APC. The final differentiation of activated DC
is characterized by plasma membrane up-regulation of MHC-
II and co-stimulatory molecules (i.e., CD86, CD80), and the
production of cytokines important for T CD4% lymphocytes
activation at the immunologic synapsis (i.e., IL-12 and IL-
18; and/or IL-183; or IL-4). The result of DC activation drives
the polarization of T CD4" lymphocytes, and therefore of the
immune response (4).

Successful vaccine preparations have to properly activate
DC to induce a long-term memory protective immunity.
Together with pathogen’ antigens, adjuvants strongly
contribute to the effectiveness of a vaccine. Their action is
mediated by DC PRRs, such as Toll-like receptors (TLRs) and
NACHT and LRR containing receptors (NLRs), through
the activation of intracellular pathways leading to the
production of cytokines important for T cell activation (5).
Alum (aluminum hydroxide), a commonly used adjuvant,
activates murine DC through the induction of the NLR-
containing a PYD domain 3 (NLRP3) and the consequent
mounting of the cytoplasmic complex, known as inflammasome,
which results in caspase-1 activation and IL-1{3 and IL-18
production. The absence of NLRP3 results in the loss of adjuvant
responsivity (6), emphasizing the central role of inflammasome
in the activation of DC and in the induction of an efficient
immune response.

Accordingly, recent findings have reported that individuals
with a low response to vaccines, such infants (7) or cancer
patients (8) present a substantial alteration in inflammasome
expression and/or activity.

Immune response to many current vaccines is known to
be impaired and/or less effective in chronically HIV-infected
individuals (9). This impairment has been associated to both
a reduced frequency of DC (10, 11), together with phenotypic
and functional alterations of these cells (12). As HIV-infected
patients present well-documented DC impairment, it has been
proposed that a poor response to vaccination could be caused by a
diminished and/or defective response to common adjuvants (13).

We have previously demonstrated that NLRP3 inflammasome
is not correctly activated by bacterial lipopolysaccharide (LPS)
in monocyte-derived dendritic cells (MDDC) from HIV-infected
patients (HIV-DC) (14), possibly as a result of the HIV-
associated chronic inflammation and the consequent immune
system exhaustion (15). As NLRP3 inflammasome is involved
in the activation of DC by vaccine adjuvants (6, 16), the defect
observed in NLRP3 inflammasome possibly contributes to the
less extend immunization response in HIV-infected individuals.

To counteract the low immune response, new vaccination
strategies have been proposed, such as the use of PRRs agonists,
such as LPS or flagellin (FLG), as largely reviewed in (17).

FLG is the main component of a bacterial flagellum, and it is
recognized extracellularly by TLR5 inducing a Myd88 signaling
and promoting the transcription of NF-kB-related genes (18, 19);
and by the intracellular receptors, NLR-containing a BIR domain
(NAIP) and NLR-containing a CARD domain (NLRC)-4. NAIP
directly binds FLG, while NLRC4 recognizes the NAIP:FLG
complex and mounts the NAIP/NLRC4 inflammasome, resulting
in IL-183 and IL-18 production (20-22).

FLG has already been used as an adjuvant in a number of
clinical trials of healthy individuals (23, 24), however to our
knowledge none or poor data are available about its ability
to activate MDDC in both healthy or immuno-compromised
individuals via NAIP/NLRC4 inflammasome.

Taking in account the key role of the inflammasome in
proper DC activation, and the impairment of NLRP3 activation
observed in HIV-DC, we hypothesize that FLG could represent
an alternative adjuvant for HIV-infected patients, by activating
inflammasome in DC through NAIP and NLRC4 receptors, and
in this way by-passing the NLRP3 defect. Therefore, the aim of
this study was to demonstrate that FLG is able to activate MDDC
from HIV-infected individuals better than LPS, and to what
extent the entity of inflammasome activation differs between
HIV-DC and HD-DC.

MATERIALS AND METHODS

HIV-Infected Patients

Twenty-seven HIV-infected adults patients (16 males/11 females;
51.9 £ 11.7 years), proceeding from the metropolitan area of
Sdo Paulo (SP, Brazil), seropositive for at least 5 years (26.9
+ 16.9 years), in antiretroviral therapy (ART), with blood
CD4™ T cells count >500 cells/pl, without clinical AIDS or
other chronic diseases (i.e., neoplasias, cardiovascular disease,
autoimmune disease, kidney disease, obesity) or infectious
diseases (i.e., human T-lymphotropic virus/HTLV, hepatitis B
or hepatitis C virus), were recruited from January 2016 to May
2018 at the “Servigo de Extensdo ao Atendimento de Pacientes
HIV/AIDS” (SEAP) of the Faculty of Medicine, University of Sdo
Paulo (Sao Paulo, SP, Brazil). Fifty milliliter of the peripheral
blood was collected in heparin tubes. All volunteers assigned
the informed consent approved by the Institutional Ethical
Committee. Patients’ main characteristics are summarized
in Table 1.

Healthy Donors (HD)

Twenty-seven adults (15 males/12 females; 455 + 134
years), proceeding from the metropolitan area of Sio
Paulo (SP, Brazil), without clinical HIV or other chronic
or infectious diseases, were recruited at the Blood Bank
Service of the Hospital “Oswaldo Cruz” (Sdo Paulo, SP,
Brazil). Fifty milliliter of the peripheral blood was collected
in heparin tubes. All volunteers assigned the informed
consent approved by the Hospital Ethical Committee. HD
demographic data were included in Table1l. Of note, any
significant difference exists in gender ratio (Fisher test p >
0.05) or age mean value (t- test p > 0.05) between HD and
HIV-infected patients.
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TABLE 1 | Main characteristics of healthy donors and HIV-infected patients.

HD (n = 27) HIV (n = 27)
Gender (M/F), n 15/12 16/11
Age (years), mean + SD 455 +13.4 51.9+11.7
Time from diagnosis (years), mean + SD 26.9+16.9
PVL* (log RNA copies/jL), mean + SD 1.77 £0.37
PvLO (log RNA copies/pL), mean £+ SD 4.00 +1.02
PVL" (log RNA copies/uL), mean + SD 2.25+0.77
CD4* T* (cells/ul), mean + SD 768.9 £+ 283.1
CD4* TO (cells/pL), mean + SD 377.5 £ 389.9
ch4t 71 (cells/pL), mean + SD 679.0 £ 252.7

Gender and age are reported for healthy donors (HD) and HIV-infected patients (HIV). Time
from HIV-1 diagnosis as well as plasma viral load (PVL) and CD4* T cells counts at the
time of blood collection (*), before () and after (') the start of anti-retroviral therapy (ART)
were included for HIV-infected patients. The detection limit of PVL was 1.70 log HIV-1
RNA copies/ml. M, males; F, females; n, number of individuals; SD, standard deviation.

Human Monocyte-Derived Dendritic
Cells (MDDC)

Mononuclear cells were isolated from 50mL of peripheral
blood by Ficoll-Hypaque (GE Healthcare) density gradient,
and monocytes were separated from lymphocytes by plastic
adherence. Briefly, 4 x 10° mononuclear cells/well were
incubated in 24-wells culture plates (Corning-Costar). After 2h,
non-adherent cells (mainly lymphocytes) were removed and
cryopreserved at —80°C for co-culture assays, while adherent
cells (mainly monocytes) were cultured with 50 ng/mL GM-
CSF (Peprotech) and 50 ng/mL IL-4 (Peprotech) in RPMI-1640
(Gibco, Thermo Fisher Scientific) supplemented with 10% of
fetal bovine serum (FBS; Gibco) at 37°C in 5% CO, for 5
days (25). Monocytes-to-DC differentiation was confirmed by
flow cytometry analysis of CD14 and CD11c surface markers
(Supplementary File 1).

MDDC (HIV-DC or HD-DC) were stimulated with purified
5ng/mL FLG from S. typhimurium (FLA-ST, Invivogen) or
1 wg/mL LPS from E. coli (Sigma-Aldrich, Merck) for 3, 8, 18,
and 24h and 1 mM ATP was added for more 15min (26). In
some experiments, MDDC were pre-incubated with 10 pg/mL
MCC-950 (Invivogen), a specific NLRP3 inhibitor (27), or
10 wM parthenolide (PTD; Sigma-Aldrich, Merck), a NF-kB and
caspases inhibitor (28); or with 1,000 UI/mL IFN-a-2b (Schering-
Plough) for 18 h (29, 30). Cell supernatants were collected for
cytokines measurement. MDDC were used for cytometric assays
or RNA isolation and genes expression analysis.

To assess MDDC ability to activate CD4™ T lymphocytes,
0.4 x 10° MDDC were distributed in 96-well U-bottom
suspension culture plates with 4.0 x 10° autologous lymphocytes
(cryopreserved non-adherent peripheral blood mononuclear
cells) (co-culture MDDC/lymphocytes ratio: 1/10) in duplicates
and cultured in the presence of unspecific (not antigen-specific)
stimuli for 96 or 120h to measure IFN-y production and
lymphocytes proliferation, respectively. Lymphocytes alone were
used as a negative control (Neg).

MDDC Phenotype Analysis

2 x 10° DC/mL were incubated in Phosphate Buffer Saline (PBS;
Sigma-Aldrich, Merck) with the optimal dilution of anti-CD14
PE (MEM15; Exbio), anti-CD11c (3.9; Biolegend), anti-HLA-DR
V500 (G46-6; BD Biosciences), anti-CD86 PE-cy7 (2331/FUN-
1, B), and anti-CD40 Horizon 450 (5C3; BD Biosciences)
antibodies for 20 min at 4°C. Cells were then washed twice
with PBS and resuspended in 200 wL of 4% Formaldehyde-
PBS. The Live/Dead Fixable Cell Stain Kit (Life Technology,
Thermo Fisher Scientific) was added to the assay according to
the manufacturer’s instructions. A minimum of 50,000 events
was acquired on a LSRFortessa™ X-20 flow cytometer (BD
Biosciences) using the FACS Diva software (BD Biosciences).
Data were analyzed using the FlowJo software (Tree Star). The
gates strategy for one representative experiment was reported in
Supplementary File 2.

CD4* T Lymphocytes Activation Assay
CD4™ T lymphocytes activation was measured by the meaning
of intracellular staining of IFN-y. Briefly, autologous co-cultures
of MDDC and lymphocytes were treated with lymphocyte
mitogens Ionomycin (1wg/mL; Sigma-Aldrich, Merck) and
Phorbol Myristate Acetate (10 ng/mL; Sigma-Aldrich, Merck) for
96h (31). Twenty microgram per milliliter Brefeldin A (Sigma-
Aldrich, Merck) was added 6 h before the end of co-culture to
block Golgi secretory pathway. Cells were then labeled for surface
marker anti-CD3 APC (MEM-57) and anti-CD4 PE (RPAT4)
(BD Biosciences), permeabilized with Cytofix/Cytoperm solution
(BD Biosciences), and finally stained for anti-IFN-y V450 (B27;
BD Biosciences). The Live/Dead Fixable Cell Stain Kit was added
to the assay according to the manufacturer’s instructions. Cells
were then washed twice with PBS and resuspended in 200 pL
of 4% Formaldehyde-PBS to proceed to flow cytometry analysis
as above-mentioned.

CD4* T Lymphocytes Proliferation Assay
The CFSE Cell Division Tracker Kit (Biolegend) was used for
flow cytometry analysis of in vitro CD41 T cells proliferation
assay according to manufacturers’ protocol. Briefly, autologous
lymphocytes were pre-treated with 0.1 wuM CFSE before being
added to MDDC cultures in the presence of the lymphocyte
mitogen Concanavalin A (5ug/mL; Sigma Aldrich, Merck)
for 120h (32). At the end of assay, cells were then labeled
for anti-CD3 APC (MEM-57) and anti-CD4 PE (RPAT4) (BD
Biosciences). The Live/Dead Fixable Cell Stain Kit was added
to the assay according to the manufacturer’s instructions. Cells
were then washed twice with PBS and resuspended in 200 pnL
of 4% Formaldehyde-PBS to proceed to flow cytometry analysis
as above-mentioned.

Cytokines Measurement in

Culture Supernatants

IL-1B, IL-18, TNF-a, and IL-12p70 were measured in MDDC
culture supernatants by ELISA according to the manufacturers’
protocols (Biolegend for IL-1f; IL-18, TNF; eBioscience for
IL12p70). Data were reported as pg/mL.
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Caspase-1 Activity Assay

The detection of caspase-1 activity in MDDC was measured with
the FAM FLICA Caspase-1 Assay Kit (Immunochemistry
Technologies) and flow cytometry according to the
manufacturer’s protocol. Briefly, 10 pL 30x FLICA was
added to 2 x 10° MDDC in 300mL and cells incubated
for 1h at 37°C 5% CO, The Live/Dead Fixable Cell Stain
Kit was used. Cells were then washed twice with PBS and
resuspended in 200 pL of 4% Formaldehyde-PBS to proceed to
flow cytometer analysis as above-mentioned. Live MDDC were
gated based on their forward (FSC) and side light scatter (SSC).
Histograms for one representative experiment was reported in
Supplementary File 3.

Inflammasome Genes Expression Analysis
Total RNA was isolated from 2 x 10° MDDC using the
RNAqueous-Micro kit (Ambion, Thermo Fisher Scientific)
according to manufacturer’s protocol and quantified using
Nanodrop N-1000 (Agilent). 0.5 g of total RNA was converted
into cDNA using Superscript III RT kit and random primers
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). NLRP1 (hs00248187),
NLRP3 (hs00366465), NAIP (hs03037952), NLRC4 (hs00368367),
CASP1 (hs00354836), ILIB (hs01555410), ILI8 (hs01038788),
CARDS8 (hs01088221), BRCC3 (hs02386484), and NEDDS8
(hs01921826) genes were amplified using TaqMan® gene-specific
assays (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific) and qPCR
on the QuantStudio 3.0 Real-Time PCR equipment (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific). The QuantStudio 3.0
software was used to obtain cycle threshold values (Ct) for
relative gene expression analysis according to Fold Change
(FC) method (33). Raw expression data (Ct) were normalized
with the expression of the housekeeping gene glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase/ GAPDH (hs02758991; TaqMan®
assay) (ACt), and the FC was calculated comparing stimulated
and unstimulated (UN) conditions (FC = 2-2ACt AACt =
ACtgimulated- ACtun). Alternatively, the basal (constitutive) gene
expression was calculated as 274,

miR-223 Expression Analysis

Total RNA was isolated from 2 x 10> MDDC by mirVana™
miRNA Isolation Kit (Ambion, Thermo Fisher Scientific)
according to the manufacturers instructions. 0.5 pg of total
RNA were converted into cDNA using kit TagMan™ MicroRNA
Reverse Transcription and miRNA-specific primers (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific). miR-223 was amplified
using TaqMan® miR-specific assays (TM:002098; Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific) and qPCR on the
QuantStudio 3.0 Real-Time PCR equipment. The QuantStudio
3.0 software was used to obtain cycle threshold values (Ct)
for relative gene expression analysis according to Fold Change
(FC) method (33). Raw expression data (Ct) were normalized
with the expression of and non-coding small RNA control U6
(TM:001973; TaqMan® assay) (ACt), and the FC was calculated
comparing stimulated and unstimulated (UN) conditions
(FC=2722C AACt= ACtgimulated-ACtun). Alternatively, the
basal (constitutive) gene expression was calculated as 2-ACt

Detection of “Specks” Formation

Detection of inflammasome “specks” formation was performed
by confocal microscopy and immunofluorescence, as previously
described (34). Briefly, 2 x 10° MDDC were cultured in 16-
wells chamber slides (Thermo Fisher Scientific) and stimulated
with 5ug/mL FLG or 1ug/mL LPS for 24h at 37°C 5%
CO, with or without 1mM ATP. Cells were then fixed and
permeabilized with Cytofix/Cytoperm reagent (BD Biosciences)
for 30 min at 37°C 5% CO», and incubated with primary antibody
for NLRP3 (1:100 mouse anti-human NLRP3, Abcam) and/or
NLRC4 (1:200 rabbit anti-human NLRC4; Biolegend) overnight
at room temperature. Fluorescent secondary antibodies (Alexa
488-conjugated goat-anti-mouse IgG1, or Alexa 647-conjugated
goat-anti-rabbit IgGl; Biolegend) were then added for 1h.
Finally, cells were washed and fixed to image acquisition at DMi8
confocal laser scanning microscope (Leica). 4',6-Diamidine-2’-
phenylindole dihydrochloride (DAPI; Sigma-Aldrich, Merck)
was used for nuclear counterstaining. Image] software and related
plugins (National Institutes of Health) were used for image
processing. The counting of NLRP3+4 and NLRC4+ specks in
MDDC was performed manually by observing specks formation
within the cells (34), and through the Image] software by
calculating the corrected total cellular fluorescence (CTCF) for
each marker as integrated density—(area of selected cell x mean
fluorescence of background readings) (35).

NLRC4 and NLRP3 Silencing

Pre-validated shRNA for human NLRC4 and NLRP3 was
obtained from MISSION® shRNA Plasmid DNA (Sigma-
Aldrich, Merck). The shRNAs for NLRP3 and NLRC4 used in
the study are listed in Supplementary File4. 2 x 10° MDDC
were transduced using with the same amounts of lentiviral
particles encoding non-targeting control or gene-specific ShRNA
in the presence of SIV3+ VLP for 48h. Thereafter, cells
were treated with 5pg/mL FLG or 1ug/mL LPS for 24h.
The shRNA knockdown efficiency of the target protein in
lentivirus-transduced cells was assessed by gene expression
(Supplementary File 5). The concentrations of IL-1f in cell
culture supernatants was measured by ELISA.

Data Analysis

All data were collected and analyzed from at least three
independent experiments. Normality test was applied to the data,
and parametric or non-parametric analysis was used accordingly
to compare two or more data sets as specified for each
graph. The level of significance was p < 0.05. Calculations

were performed using the statistical software package
GraphPad Prism 7.0.

Biosecurity and Institutional

Safety Procedures

All  research was performed following the guidelines

of biosecurity and of Biomedical

Science (ICB/USP).

safety of Institute
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RESULTS

Flagellin Similarly Activates MDDC From

HIV-Infected Patients and Healthy Donors
MDDC were treated with 5 jug/mL FLG for 24 h and phenotypic
profile, TNF and IL-12 secretion as well as CD4" T lymphocytes
activation in co-culture experiments were assessed based on
previously published protocols (31, 32).

FLG activates MDDC, both HIV-DC and HD-DC, as
indicated by the increase of co-stimulatory molecules, cytokines
release and CD4™" T lymphocytes activation (Figure 1).

As expected, FLG induced the up-regulation of HLA-DR
(95.83 £ 0.68 % positive cells) compared to untreated cells (UN:
77.5 £ 4.4 % positive cells) and the significant increase of CD40
(FLG: 39.8 & 3.7 %, vs. UN: 7.8 £ 2.0 % positive cells; p = 3
x 107°) in HD-DC, but not of CD86, which appeared to be
decreased in HD-DC+FLG compared to untreated cells (FLG:
62.8 £ 4.3 %, vs. UN: 91.1 £ 2.9 % positive cells; p = 0.001)
(Figure 1A). However, this result could be due to a previously
reported positive feedback mechanism and not to a negative
effect of FLG (36). A significant augment of HLA-DR (FLG: 83.5
£ 6.1 %, vs. UN: 49.2 £+ 9.5 % positive cells; p = 0.006) and
CD40 (FLG: 48.7 & 5.4 %, vs. UN: 17.4 £ 1.7 % positive cells;
p = 0.020) was observed in HIV-DC challenged with FLG. The
expression of CD86 did not change in treated or untreated cells
(Figure 1A).

It is interesting to emphasize that the entity of surface
markers expression did not significantly differ between HIV-
DC and HD-DC in both untreated or treated conditions
(Figure 1A). Even if we observed lower viability in HIV-DC
compared to HD-DC, this difference did not result statistically
significant (p > 0.999).

FLG induced the secretion of a good and similar amount of
TNF in HD-DC and HIV-DC (p < 0.05) (Figure 1B). On the
other hand, the production of IL-12 differs between HD-DC
and HIV-DC (p = 0.029): while HD-DC produced significant
level of IL-12 in response to the molecular pattern (FLG: 212.7
+ 53.1pg/mL, vs. UN: 50.5 + 2.9pg/mL; p = 7 x 107%), the
induction of cytokine appeared to be less pronounced in HIV-
DC (FLG: 63.9 £ 6.9 pg/mL, vs. UN: 38.2 & 12.1 pg/mL; p >
0.05) (Figure 1C).

Altogether these data indicate that FLG is able to activate
HIV-DC in a similar way to that seen for HD-DC.

To test whether FLG-treated MDDC are able to induce a
properly adaptive immunity response, a MDD C/lymphocytes co-
culture assay was performed using autologous cells as previously
described (31, 32). Lymphocytes alone were used as a negative
control (Neg) (Figures 1D,E).

A significant increment of IFN-y* CD4™ T cells was observed
in healthy donors (FLG: 12.9 £ 5.5 % vs. UN: 1.3 £ 04 %
positive cells; p = 0.022) as well as in HIV-infected individuals
(FLG: 9.6 £ 1.8 % vs. UN: 0.1 £ 0.1 % positive cells; p =
0.014). Of note, the percentage of IEN-y™ CD4™ T cells after FLG
treatment was similar in healthy donor and patients (p > 0.999).
Negative control resulted similar to untreated co-cultures (p >
0.05) (Figure 1D), emphasizing that the increasing percentage of
positive cells is not an artifact.

Moreover, FLG-treated MDDC were able to induce a
significant proliferation of CD4" T lymphocytes in healthy
donors (FLG: 51.0 & 12.1 %, vs. UN: 3.7 & 0.9 % positive cells;
p = 0.026) and patients (FLG: 24.3 + 2.8 %, vs. UN: 3.5 +
0.8 % positive cells; p = 0.038), even if in a lesser extent in
patients compared to HD (p = 0.004). Negative control presented
a proliferation rate similar to untreated co-cultures (p > 0.05)
(Figure 1E).

It is interesting to underline that the limited percentage of
positive cells in this type of assay is in accord with previously
published data for autologous MDDC and T cells co-culture
both in healthy donors (32) and even in HIV-infected patients
(31) treated with unspecific stimuli (mitogens). Moreover, despite
its limited entity, the activation of lymphocytes is consequence
of MDDC stimulation as in the absence of MDDC (negative
control) mitogens cannot activate T cells (Figures 1D,E).

Taking in account the activation status of FLG-treated
HIV-DC (Figures 1A-C) together with their ability to induce
lymphocytes activation (Figures 1D,E), we clearly demonstrated
that FLG is able to activate HIV-DC similarly to what observed
for HD-DC. It is interesting to emphasize that, on the contrary,
we have previously shown that HIV-DC did not properly respond
to bacterial LPS (14).

Flagellin, but Not LPS, Induces
Comparable Inflammasome Activation in
MDDC From HIV-Infected Patients and

Healthy Donors

We then investigated the ability of flagellin to stimulate
inflammasome in MDDC by the meaning of inflammasome
cytokines production and caspase-1 activity. LPS alone or in
combination with ATP was added to the assay as a positive
control for inflammasome or NLRP3 inflammasome activation,
respectively (26) (Figure 2). A time-course assay treating MDDC
with 5 g/mL FLG or 1 jug/mL LPS was performed to determine
the best experimental time for IL-13 detection in this model,
(Supplementary File 6), and selected 24 h for all the experiments.

FLG induced a significant IL-183 release in HD-DC (155.3 £
20.7 pg/mL), compared to unstimulated cells (4.0 = 1.9 pg/mL; p
< 0.0001) and similarly to LPS (132.4 &= 9.9 pg/mL; p < 0.0001).
The treatment with LPS+ATP resulted in a significant increase of
IL-183 release compared to LPS (p = 0.002), indicating a proper
response of NLRP3 inflammasome in HD-DC (Figure 2A).

In HIV-DC, the entity of IL-1f3 production resulted lower
than in HD-DC but significantly augmented compared to resting
cells (FLG: 121.3 £ 34.3 pg/mL; vs. UN: 18.3 £ 9.3 pg/mL; p
=2 x 107%) and also to LPS-treated cells (84.4 & 17.5 pg/mL;
p = 0.002). However, ATP did not alter LPS-induced IL-1f3
production (p > 0.05) (Figure 2A), confirming the previously
observed dysregulation of NLRP3 inflammasome in MDDC from
HIV-infected patients (14).

In a similar way, FLG also induced significantly IL-18 release
in HD-DC (FLG: 91.1 £ 19.3 pg/mL, vs. UN: 12.8 & 6.1 pg/mL; p
=0.018) and at lower extent in HIV-DC (FLG: 50.5 £ 5.6 pg/mL,
vs. UN: 2.9 £ 1.5 pg/mL; p = 0.009). HD-DC better respond to
LPS and LPS4ATP than HIV-DC also in term of IL-18. There
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FIGURE 1 | Flagellin similarly activates HIV-DC and HD-DC. 2 x 10° MDDC from healthy donors (HD-DC; n = 5) and HIV-infected patients (HIV-DC; n = 5) were
stimulated with 5 wg/ml flagellin (FLG) for 24 hours. Viability, expression of characteristic DC surface markers (A) as well as TNF (B) and IL-12p70 (C) secretion were
analyzed and compared between untreated (UN) and stimulated (FLG) conditions as well between HD-DC and HIV-DC groups 0.4 x 10° FLG-treated MDDC were
cultured with 4 x 10° autologous lymphocytes (MDDC/lymphocytes ratio: 1/0) for 96 hours to detect IFN-y production in CD4™1 T lymphocytes (percentage of CD3+
CD4T T IFN-yT cells) (D), or 120 hours to measure CD4™1 T lymphocytes proliferation (percentage of CD31 CD4+ T CSFElow cells) (E). Lymphocytes alone were
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were no statistical differences in the production of IL-18 between
HD- and HIV-DC (Figure 2B).

Inflammasome cytokines release revealed that FLG is able to
induce complex activation in MDDC from healthy as well as
HIV-infected individuals. Accordingly, FLG increased caspase-
1 activity in HD-DC (FLG: 6.8 £+ 2.0 %, vs. UN: 0.3 £
0.0 % positive cells) and in HIV-DC (FLG: 6.9 £ 0.7 %,
vs. UN: 3.5 &+ 0.5 % positive cells). HIV-DC presented a
constitutively activated caspase-1, however a lower activation
in response to LPS+ATP compared to HD-DC, once more
emphasizing the specific dysregulation of NLRP3 pathway
(Figure 2C). Even if these differences did not reach statistical
significance (p = 0.07), we underline that caspase-1 activity
accompanies above-mentioned cytokines data, and that this
is the first study showing a tendency in caspase-1 activation

defect in MDDC from HIV-infected individuals. Although
other studies have reported statistically significant differences in
caspase-1 activity in healthy donors and HIV-infected patients,
those results referred to lymphoid compartment or peripheral
blood mononuclear cells, while little is known in myeloid
cells (37-40).

Flagellin Induces Inflammasome Activation
by Stimulated NAIP/NLRC4 and NLRP3
Receptors in HD-DC, but Not in HIV-DC

Once assessed that FLG is able to induce inflammasome
activation in MDDC, we therefore tried to depict the pathways
involved in complex formation and to detect any differences
between HD-DC and HIV-DC.
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FIGURE 2 | Flagellin induces better inflammasome activation in HIV-DC than
LPS. 2 x 10° MDDC from healthy donors (HD-DC; n = 20) or HIV-infected
patients (HIV-DC; n = 20) were stimulated with 5 ug/mL flagellin (FLG) for
24 hours. 1 pg/mL LPS for 24 hours, or 1 uwg/mL LPS for 24 hours plus 1 mM
ATP for more 15 minutes were used as positive control for the activation of
inflammasome and NLRP3 inflammasome, respectively. Culture supernatants
were used to measure IL-18 (A) and IL-18 (B) concentration (pg/mL). Cells
were harvested for analysis of caspase-1 activity by FAM-FLICA assay and
flow cytometry. Percentage of FAM-FLICA+CD11c™ cells were reported for
FLG-treated (FLG) and untreated (UN) MDDC (C). Data are represented as
mean =+ standard error. Two-Way ANOVA test was applied to compare
conditions within a group (HIV-DC or HD-DC; *p < 0.05; LPS4+ATP vs. LPS:
#p < 0.05) and between groups (HIV-DC vs. HD-DC; §p < 0.05).

Gene expression analysis revealed that HIV-DC presents
a significant higher constitutive expression of ILIB and IL18
compared to HD-DC. NLRP3 also resulted increased even if not
in a statistically significant way, while the level of NAIP and
NLRC4 was similar between MDDC (Figure 3A).

When the effect of flagellin was evaluated in genes
modulation, we observed a revealed a different expression profile

in HD-DC and HIV-DC at all the analyzed time-points (3, 8, 18,
and 24 h) (Figure 3B).

In particular, we focused our attention on the two receptors
NLRP3 and NLRC4. While, as expected, FLG induces NLRC4
gene modulation in HD-DC and HIV-DC (Figure 3C), NLRP3
appeared to be defective in HIV-DC, as FLG was able to induce
NLRP3 expression in HD, but not in HIV-DC (Figure 3D),
according to our previously published data (14).

The dysregulation observed for NLRP3 could be due to an
imbalance of inhibitor and activator signals. NLRP3 is tightly
regulated by endogenous proteins CARD8 (41), BRCC3 (42)
and NEDDS8 (43), and by miR-223 (44). Interestingly, the
basal expression of CARD8 and BRCC3, as well as of miR-
223, resulted significantly augmented in HIV-DC compared
to HD-DC (Figure 3E), suggesting a possible cause of low
responsiveness of NLRP3. Moreover, taking in account that IFN-
I also contributes to the negative regulation of NLRP3 (29, 30)
and that HIV-infected patients are known to present high level of
circulating IFN-I (45-47), we shown that the treatment of HD-
DC with IFN-a significantly reduced IL-183 release specifically in
LPS+ATP treated cells up to cytokine level observed in HIV-DC
(Figure 3F), emphasizing the inhibitory role of IFN-I on NLRP3
and suggesting that this could be another cause of a specific
NLRP3 defect in HIV-DC.

According to our initial hypothesis, flagellin appears to be able
to by-pass this defect of NLRP3 in HIV-DC, and at the same
time our results have shown the involvement of both NLRC4 and
NLRP3 receptors in HD-DC response to flagellin.

This hypothesis of a “two-receptors” mechanism is
supported also by inflammasome “specks” detection through
immunofluorescence staining of NLRP3 and NLRC4 (Figure 4).
NLRC4+ specks were evidenced in confocal imagines of FLG-
treated HD-DC (Figure 4A) and HIV-DC (Figure 4B). NLRP3+
specks resulted more in FLG-treated HD-DC (Figure 4A) than
in HIV-DC (Figure 4B). In general NLRC4 and NLRP3 staining
localized in the same cells. By the use of CTCF index, we showed
that FLG significantly induced both NLRC4+ and NLRP3+
specks in HD-DC (FLG vs. UN: p < 0.0001) (Figure 4C).
On the other hands, in HIV-DC FLG induced preferentially
NLRC4+ specks (CTCF FLG vs. UN: p = 0.0001) and at lesser
extent NLRP3+ specks (p > 0.05) (Figure 4D). These findings
demonstrated that in healthy donor cells, FLG not only activates
inflammasome through the expected NAIP/NLRC4 pathway but
also through the NLRP3 one.

To better investigate the involvement of NAIP/NLRC4 and
NLRP3 in response to FLG in our model, we evaluated the IL-
18 production in FLG-treated MDDC previously incubated with
10 wM MCC-950, a specific NLRP3 inhibitor (27), or with 10 uM
parthenolide/PTD, a large spectrum inflammasome inhibitor
(28) (Figures 5A,B).

MCC-950 and PTD significantly inhibited IL-13 production
in FLG-treated HD-DC (78 and 90% of inhibition, respectively;
p < 0.05), as well as LPS+ATP-treated cells (78 and 90% of
inhibition, respectively; p < 0.05), and partially LPS-induced
inflammasome activation (78 and 90% of inhibition, respectively;
p < 0.05) (Figure 5A), due to the contribution of other pathway
in inflammasome activation by LPS (48).
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HIV-infected patients (HIV-DC; n = 5) were stimulated with 5 ug/ml flagellin (FLG) for 3, 8, 18, and 24 hours. Cells were harvested for total RNA isolation and evaluation
of relative gene expression by gPCR (A-E). (A) Basal gene expression of NLRP3, NAIR NLRC4, CASP1, IL18, and IL1B was expressed as 2—ACt, (B) FLG-induced
expression of NLRP1, NLRP3, NLRC4, NAIR CASP1, IL1B, and IL18 genes was calculated as 2—AACt (fold-change, FC) and reported as logFC in a heat-map graph
for HD-DC and HIV-DC. (C) FC values for NLRC4 are compared between HD-DC and HIV-DC at all the time-points. (D) FC values for NLRP3 are compared between
HD-DC and HIV-DC at all the time-points. (E) Basal gene expression of miR223, BRCC3, NEDDS, and CARDS8 was expressed as 2—ACt (F) 2 x 10% MDDC from
healthy donors (HD-DC; n = 3) were pre-treated with 1,000 Ul/mL of IFN-a-2b (Schering-Plough) for 18 h and then with 5 ug/ml flagellin (FLG) or LPS 1 pg/mL LPS
for 24 hours, or 1 ug/mL LPS for 24 hours plus 1 mM ATP for more 15 minutes. IL-18 concentration was measured in culture supernatants of HD-DC with and without
IFN-a-2b pre-treatment and compared with HIV-DC (n = 3) stimulated with FLG. Data are represented as mean =+ standard error. Multiple t-test was applied to
compare HD- and HIV-DC in (A,C-E). Kruskall-Wallis test was applied to compare HD-DC, HD-DC + IFN-a-2b, and HIV-DC sets in (F) ("o < 0.05).

On the other side, MCC-950 was not able to significantly
reduce cytokine release in HIV-DC stimulated with FLG
(48% of inhibition; p > 0.05), LPS (48% of inhibition;
p > 0.05) or LPS+ATP (48% of inhibition; p > 0.05)
(Figure 5B). Accordingly, in the presence of MCC-950a

reduction not significantly of NLRP3+ specks was observed
in HIV-DC (Supplementary File 7). PTD similarly inhibited
IL-18 production in both FLG-treated HIV-DC (84% of
inhibition p = 0.002), LPS or LPS+ATP-treated HIV-
DC (84% of inhibition; p = 0.002), as expected due to

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

June 2019 | Volume 10 | Article 1291


https://www.frontiersin.org/journals/immunology
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#articles

Reis et al.

Flagellin Rescues NLRP3-Inflammasome Defect in HIV-DC

NLRC4

NLRP3 DAPI
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(HIV-DC; n = 3) were cultured in 16-wells chamber slides and stimulated with 5 uwg/mL FLG or 1 wg/mL LPS for 24 hours at 37°C 5% CO» with or without 1 mM ATP
for more 15 minutes. Mouse anti-human NLRP3 and rabbit anti-human NLRC4 antibodies and fluorescent secondary antibodies (Alexa 488-conjugated
goat-anti-mouse IgG1; Alexa 647-conjugated goat-anti-rabbit IgG1) were used to label NLRP3+ and NLRC4+ specks, respectively. DAPI was used to counterstain
nuclei. Images acquisition was performed using a DMi8 confocal laser scanning microscope. A representative experiment (magnification: 63x) was reported for
HD-DC (A) and HIV-DC (B). Arrows indicated NLRC4+ or NLRP3+ specks. (C,D) CTCF index for NLRP3+ and NLRC4+ specks in untreated (UN) and FLG-treated
(FLG) MDDC. Data are represented as mean =+ standard error. Mann-Whitney test was applied to compare UN and FLG conditions in (C,D) (*p < 0.05).
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the caspase-1 and NF-kB dependency for FLG-induced
response (49), as well as for LPS-mediated one (48).
These data confirm the greater involvement of NLRP3
in response to FLG in healthy donors compared to
HIV-infected individuals.

Then we compared the differences in IL-1{3 release in FLG-
treated MDDC following NLRC4 or NLRP3 shRNA knockdown
(Figures 5C,D). In NLRC4 shRNA-transduced MDDC, FLG
induced a lower level of IL-18 production compared to untreated
cells both in HD-DC (Figure 5C) and in HIV-DC (Figure 5D).
In NLRP3 siRNA-transducted MDDC, FLG induced a lower level
of IL-1f3 compared to untreated cells in HD-DC (Figure 5C),
however this effect was not observed in HIV-DC (Figure 5D).
These data are in accord with above-reported effect of chemical
NLRP3 inhibitor MCC-950 (Figures 5A,B).

Altogether these findings allow us to suggest that FLG
activates the inflammasome in human MDDC through
the induction of NAIP/NLRC4 and NLRP3 receptors; the
contribution of NLRP3 in FLG-signaling is less pronounced in
HIV-DC due to the well-known “exhausted” profile of these
cells (50).

DISCUSSION

A number of microbial components have been proposed as
alternative adjuvants to augment the immune responses of poorly
immunogenic vaccines and/or of not fully immunocompetent
individuals. Emerging evidence pointed out the possible use
of bacterial flagellin in this context, firstly in mice [as
extensively revised in Hajam et al. (17)], but also in a human
clinical trial of prophylactic vaccine (23). Studies in mice
show the stimulatory capacity of flagellin to induce both
humoral and cellular immune responses when implied together
with pathogen’ antigens as adjuvant (51, 52) or in cancer
immunotherapy (53).

Taking in account that, even in ART treatment, HIV-infected
individuals continue to experience immune dysfunction, leading,
among others side effects, to a deficient vaccine response (9), the
necessity of new vaccine strategy in this population appear to
be urgent.

Using the in vitro model of peripheral blood monocytes-
derived-dendritic cells developed for HIV-infected patients
immunotherapy by Lu and collaborators (54), we demonstrated
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that flagellin is able to activate MDDC from HIV-infected
patients as well as from healthy donors. Previous studies have
evidenced the ability of flagellin to activate primary human
monocytes, or human pro-monocytic cell line U38 (55), however
here we demonstrated that flagellin is able to activate human
MDDC considering both the MDDC profile as well as the
MDDC-mediated lymphocytes activation (Figure 1), with the
exception of IL-12 production which results lower in HIV-DC
compared to HD-DC, but in accord with previously published
data (56).

Flagellin is sensed by two main innate immune receptors,
TLR5 (18) and NAIP/NLRC4 (57-59). While it has been shown
that flagellin induces NAIP/NLRC4 inflammasome activation in
primary human macrophages and monocytes (49, 60, 61), little is
known about its role in human DC. Despite it has been previously
reported that flagellin stimulates IL-18 production in human
MDDC (62), any evidence about NLRC4 or NLRP3 pathway
in IL-13 induction have been shown nor hypothesized. Besides
the description of these two receptors within inflammasome
activation by flagellin, our study also demonstrated for the first
time the different contribution of the two receptors in HIV-DC
response to flagellin.

As expected, flagellin induces the inflammasome activation
through NAIP/NLRC4 both in HD-DC as well as HIV-DC
(Figure 2), suggesting that this pathway is still effective in
HIV-infected patients, contrary to what seen for NLRP3 (14).
Actually, HIV-DC presents a basal increased expression of
NLRP3 inhibitory molecules, namely CARDS (41), BRCC3 (42)
and miR-223 (44), compatible with specific inhibition of this
receptor (Figure 3E).

While the low rate of NLRP3 response in HIV-DC
has been attributed to the chronic inflammation of HIV-
infected patients, consequent of HIV-1 persistence, endogenous
viruses reactivation (i.e., herpes simplex virus), immune system
exhaustion, increased intestinal permeability and microbial
translocation (mainly LPS) and antiretroviral drugs cytotoxicity
(15, 63) and taking in account that flagellate bacteria also
could be present in gut microbiota, it remains obscure
why the NAIP/NLRC4 pathway continues “ready-to-go.” The
administration of continues doses of LPS was found to be
tolerogenic in mice (64), however any data are available about
flagellin. We speculated that the increased IFN-a production
in HIV-infected individuals (even if at lower levels in ART-
treated patients) could be a possible cause of specific NLRP3
inhibition due to the known effect of the anti-viral mediator as
NLRP3 negative regulators (30). It is important to underline that
our cohort of ART-treated HIV-infected individuals presented
a mean value of plasma IFN-a of about 50 pg/mL, 5-fold more
than healthy individuals (about 10 pg/mL) (data not shown).
Moreover, when HD-DC were treated with IFN-a their NLRP3
response is diminished similarly to what observed in HIV-
DC (Figure 3F), supporting our hypothesis. Another possible
explication concerns the higher constitutive recruitment of
adaptor molecule ASC (Apoptosis speck like with a CARD) in
inflammasome complex in HIV-infected patients compared to
healthy controls as recently observed by Ahmad and colleagues
(65) in PBMC. In this case, inflammasome receptors, which
need ASC to mount the complex (i.e., NLRP3), could be
disadvantaged in respect to sensors that directly recruit caspase-1,
such as NLRC4.
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Beyond the main purpose of this article, and for the first time
to our knowledge, we demonstrated that NLRP3 also contribute
to flagellin response in human MDDC, as revealed by NLRP3+
specks formation in FLG-treated cells (Figure 4) and by specific
(chemical and genetic) inhibition of this receptor (Figure 5).
Our findings are in lines with previous reports about NLRC4
and NLRP3 co-localization into a unique complex in HEK293
cells (66) and in mice bone marrow-derived macrophages during
Salmonella infection (67).

Therefore, flagellin induces the two pathways in HD-DC,
whereas it preferentially activates NLRC4 pathway in HIV-
DC due to the defect in NLRP3 in these cells. Despite
the immunofluorescence visualization of both NLRP3+ and
NLRC4+ specks, our data are not sufficient to determine
whether the two receptors are truly co-localized in the same
inflammasome complex, and further investigations will be
needed to finally prove it.

In conclusion, our data support the use of flagellin in the
design of future vaccines effective also in immunocompromised
individuals, such as HIV-infected patients. According to
our findings, flagellin activates human MDDC from healthy
and HIV-infected individuals through the NAIP/NLRC4
inflammasome, with the participation of NLRP3 at least in
healthy donors cells. Flagellin was able to by-pass the NLRP3
defect in HIV-DC, contributing to inflammasome activation and
consequently full MDDC maturation in HIV-infected patients.
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