}4:’ Cu’j'_?s’a\—-l DE MEDI VAR
/’“‘j;f«é;" 2 P WY

DEPARTAI\/IENTO DE I\/IICROBIOLOGIA
PARASITOLOGIA E INMUNOLOGIA

Catedral ™

0 7~ Microbiologial:
| Area VIROLOGIA
Clase teoricasN°.23

\\ \\

PatogeneS|s del HIV-:I

Jorge Quarleri



Objetivos

— Presentar la estructura particula viral y la organizacion del
genoma

— Comprender los eventos de la replicacion viral
(variabilidad; blancos de accion antiviral)

— Reconocer las vias de entrada, el tropismo (células
susceptibles y permisivas de infeccion)

— Involucrar a los mecanismos de evasion a los efectores de
la RI

— Comprender el rol de la activacion linfocitariay su
Impacto en el destino final de la infeccion

— Entender los diferentes mecanismos que causan la
deplecion de linfocitos T CD4+

— Contextualizar el rol de los reservorios en la meta de
eliminacion de la infeccion 2



Introduccion

Descubrimiento

Clasificacion taxondmica
Estructura viral

Organizacion genomica y proteinas



Familia: Retroviridae
Género: Lentivirus
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Origen simiano del HIV

Clasificacion de los tipos, grupos, subtipos y formas recombinantes

Sooty mangak
. SIVsm/HIV-2

Korber et al: Science 2000

SIVepZ/HIV-L g

F

Subtipos

Gorilla gorilla
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Organizacion genomica

HIV-1 RNA genome (9.7 kb)
PBS cPPT RRE 3'PPT

RUS5 ™ U3 R
Transcripcion inversa

Viral DNA genome

U3 RU5 : pol ver [ env U3 RUS



Proteinas estructurales

gag: proteinas del core y matriz (p24, pl17)
pol: transcriptasa inversa, proteasa e integrasa
env: glicoproteinas de envoltura (gp4ly gp120)

A ) A




Proteinas requladoras y accesorias

Tat: Transactivador de promotores HIV (y otros como HHV-8)
Rev: Transportador de RNA al citoplasma

Vpr: Transporte del complejo pre-integracién

Nef: Internalizaciéon y degradaciéon de CD4 y CMH-I (y 1)

Vif: Inhibicion de las deaminasas celulares (APOBEC)

Vpu: Facilitador de la liberacion viral por degradacion de CD4
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Replicacion viral

Etapas, blancos de accion antiviral
Variabilidad del HIV
Receptores y co-receptores: Tropismo

Ceélulas susceptibles: infeccidn por virus
libre y por pasaje célula-célula

11



Maturation

Replicacion

Blancos de accion de las drogas anti-retrovirales CD4 receptor

transcription

factors o »
Deacetylated: a a a OFF O
“Closed” Nucleosome
# O

LATENCIA: el virus permanece en la célula que

| infectd pero no produce progenie porque la célula /
no le ofrece el ambiente necesario (ej: no esta
activada, el genoma permanece integrado y
heterocromatinico), o el virus no dispone de las
proteinas necesarias para replicar eficazmente (ej.

- Tat) -

Transcription




DT‘ No corrige errores > mutaciones que se fijan - variabilidad

AlciTIE |
> |]A V[

Transcriptasa inversa

DNA bicatenario
gue ingresa al
nucleo de la célula




Recombinacion: otra fuente de variabilidad

Transcripcion inversa genera 1 sustitucién y 7-30 Se generan 1010 Millones de

entrecruzamientos por genoma por ronda de genomas por dias por variantes
replicacion persona por dia !

1. Coinfeccion de una célula por
virus E;:enetlcamente diferentes inversa, las cadenas B y F se SREN
—— recombinan (la polimerasa N
salta entre ellas)

4. Durante la transcripcion

5. El genoma
recombinado se P o

Host cell .
"y integra al genoma # ot SO0
HIV * 58
bt L celular A"
subtype B 2. Integracion: dos ' -
- ‘%‘ provirus By F
X integrados

6.Los genomas BF recombinados dan
origen a proteinas recombinadas que
forman «virus recombinantes» que

3. Los genomas B incluyen las Formas Recombinantes
y F salen dentro de Circulantes (CRFs).
una misma Ejemplo: En Argentina CRF_BF

particula viral

M Engl | Med 2008;358:1530-602.
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distribucion compleja de variantes que estan
cercanamente relacionadas pero no son idénticas



Tropismo viral

p17
matrix

RNA

CD4

T lymphocyte
surface

Lipid bilayer

7 gpai

gp120
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transcriptase

—— Protease
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V1/V2 Loop

V3 Loop

Bridging Sheet



Percent distribution
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Evolucion del tropismo viral conforme avanza la infeccion

92.8% 90.7% 90.8% 1.9% 14.4% 68.9% 45.6%

. RS-using virus

. X4-using virus

1.2% 9.3% 9.2% 28.1% 23.6% 3.1% 4.4%
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Baseline CD4 cell count (n = total number of participants in category)



Tipos celulares en los que multiplica HIV: vida media de la célula

infectada y produccion de progenie viral

CTL surveillance
Virus production

Cell longevity
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Infeccidn por “sinapsis virolégicas”: trans y cis-infeccién
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Entonces, la infeccion por HIV no solo ocurre por virus libre sino
también transmitiéndose célula-célula por sinapsis virolégicas

Immature
DC
ﬂ'\\
| _a8
| N — —
. [ ,
Astric'yte;'f
st N : b }19 .
; T call Astrocyie
‘;Jﬂ
.4"‘/

Agosto et al. Trends in Microbiology, 2015

Do et al., Journal of Virology 2014



Patogenesis celular y organica (I)

Eventos iniciales de la transmision e infeccion:
Efecto fundador

Replicacion en GALT
Reservorios virales
Activacion cronica

Modificacion del curso por accion de drogas
anti-retrovirales
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Propagacion inicial

e 'y diseminacion del virus en mucosa
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3 Ro<1
Resting Activated
CD4* T cell CD4* T cell

e

Macrophage

Submucosa

Recipient blood %




(Exponerse es infectarse?

No (~1 de cada 1000 encuentros)

|.Barreras mucosas
ll.Limitada disponibilidad de cél. permisivas
lIl.Accion de la Rl innata

¢ ES inexorable el destino de la infeccion?
5-8% preservan normales niveles de LTCD4 y
controlan los niveles de viremia

!

“No progresores de largo téermino (LTNP)”
«Controladores de elite»
(10-35 afios) 0




Numero de casos estimados de infeccion por HIV en

Probabilidad de

relacion al sitio de invasion

transmision por Casos
Sitio de Tipo de Medio de evento de estimados
invasion Localizacién epitelio transmision exposicion mundialmente
;I’g;?siggmtal Vagina Escamoso 1-200 a 1-2000 12,6 millones
Ectocervix Escamoso Semen
Endocervix Columnar
Otros variado
Tracto genital Prepucio Escamoso Secreciont_as y _ 1-700 a 1-3000 10,2 millones
masculino Uret ol ratificad descamaciones cervico-
retra olumnar estratificado vaginales y rectales
Otros variado
Tracto intestinal Recto Col_umnar Semen 1-20 a 1-300 3.9 millones
Tracto superior variado Semen, 1-2500 1.5 millones
sangre materna Yy 1-5a 1-10 960.000
secreciones (intra-parto)
1-5a1-10
Leche materna 960.000
Placenta Vellosidades coriénicas Cito y sinciciotrofoblasto Sangre materna 1-10 a 1-20 480.000
(intrauterina)
Sanguineo Hemoderivados, 95-100 a 1-150 2,6 millones
parenteral

26
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Deplecion inicial de la poblacion linfoide:
Rol del tejido linfoide de la mucosa intestinal (GALT)

. Sangre Ganglios GALT
Analisis por _

citometria de
flujo (linfocitos
CD4+ CCR5+)

100 100 o

Percent CD4+ T cells

0 5 10 0 5 10
Time After Infection (Years) Time After Infection (Years)



Evento temprano tras la infeccion: feroz

deplecion de la poblacion linfoide en el GALT
HIV-

Brenchley et al, JEM 200: 749 (2004)



Consecuencias de la infeccion por HIV en el tracto Gl
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Intestino normal

* Uniones epiteliales ajustadas, mucus

» Péptidos anti-microbianos, Abs, células
* Mayoria de cells T CD4

* Cross-talk entre microorg, células epiteliales e inmunes

Loss of tight
junctions

Increased TNF —s
production

preferential

Decreased ratio of q17 cell loss

villus height to
crypt depth

p) and IFNy production;

'Y failedionicbalance  HIVinfection

CD8' T cell infiltration

Abnormal enterocyte
differentiation

Intestino-HIV
* Masiva pérdida de T CD4
» Enteropatia
» 2-10x aumento permeabilidad
* Traslocacion de productos microbianos 29

» Activacion inmune sistémica

Sandler and Douek Nat Rev Microbiol., 2012




Tormenta de citoquinas en la infeccidon aguda

Proportional scaled fold change

over baseline of mean analyte levels
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McMichael A.J. Vol 10, 2010. Nat Rev Immunol.



Cinética de los eventos virologicos e inmunologicos

Plasma viremia (copies of HIV RNA per ml)

1()3'

107

106

10°

10*

103

107

10

100

Acute phase Early chronic phase

Sindrome retroviral agudo
Amplia diseminacioén del virus
Infeccién de tejidos linfoides
Destruccion de GALT
Establecimiento de reservorios

HIV-specific CD8* T cells

Viral escape from CD8* T cells

Virus-specific neutralizing antibody

Viral escape from neutralizing antibody

|

— HIV-specific antibody* (Western blot)

— HIV-specific antibody*/- (Western blot) | Estado de equilibrio entre el
Viral set point |virus que se producey el
— HIV-specific antibody* (ELISA) que se elimina
— HIV p24* (ELISA) Limit of detection
HIV RNA* (PCR)

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
Days

Annu. Rev. Pathol. Mech. Dis. 2011. 6:223-48



Cambios promovidos por la terapia anti-retroviral (TARV ) (I)

CD4 lymphoorte count {cells per mn? )

Sin tratamiento antiretroviral
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Cambios promovidos por la TARV (ll)

Sin tratamiento antiretroviral

— Immune activation —— HV-specific CD8 Tcells

(eg, LPS,sCD14)  —— HNV-specific CD4T cells
— HIV A , i S
e _i.' S E
/ 1 i
P
! ..f'f - ii "‘E'--—-__
/ E }"m.__ T

Con tratamiento antiretroviral

— Immune activation (eg, LPS,
— Ty sCD14, and T-cell activation)
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Dado el ciclo celular, la infeccion de una célula puede ser productiva, 6 latente

Infeccion

Unintegrated HIV DNA

7

Activacion

Resting
CD4*T cell

@g?mv
virion

M

CeélulaT CD4
latentemente

infectada

Es necesaria
para la
expresion del
genoma viral

@_,

Célula T CD4
productlvamente
infectada

MUERTE

Annu. Rev. Pathol. Mech. Dis. 2011. 6:223-48



Eventos clave asociados a la progresion

. ., Infeccién crdnica
Masiva infeccidn
por HIV del GALT

Altos niveles de viremia

— amplia diseminacion
de virus en los 6rganos
reservorios virales

linfoides
persistentes

o‘. *
node
Masivay progresiva deplecion
de linfocitos T CD4+
Destruccion del 1

. . . . Activacion inmune crénica
sistema iInmune y h Replncacnon h

) HIV-mediada por
progresion de la viral mecanismos directos e

enfermedad acelerada indirectos
l

Recambio rapido de
linfocitos T CD4+

Infeccidn
primaria

Establecimiento de los

Annu. Rev. Pathol. Mech. Dis. 2011. 6:223-48




Naturaleza compleja de los Reservorios

Cualitativo
Compartimento Tipo celular Estado del
virus
T CD4 memoria Defectivo
GALT central
Tejido linfoide T CD4 memoria Competente
periférico efectora replicacion
T CD4 memoria
SNC transicional
T CD4 naive
Otros
Monocito/
macroéfago
Célula folicular
dendritica con
virus atrapado
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BONE MARROW -
Lymphocytes, hematopoietic

9

stem cells

GALT = chromaffin cells

(1). GENITAL TRACT -Exposure
to HIV at mucosal surface (sex).
The virus is collected by DC
SIGN+ dendritic cells

(4). To other
organs

BRAIN — macrophages, glial cells

THYMUS - lymphocytes -

LUNGS - alveolar @
macrophages

SPLEEN - Lymphocytes

N

CNS - glial cells i Eli ? _I
\‘1

(2). LYMPH NODES - Virus
carried to lymph nodes by
dendritic cells, exposes CD4+
cells (replication in CD4 cells)

=
(3). BLOOD  infected cells

by dissemination to other
organs. |

Localizacion
de los
Reservorios

released into blood followed ,, .

Mzingwane & Tiemessen. Rev Med Virol 2017;e1924.



Patogénesis de la enfermedad asociada a la inflamacion en adultos

ORGAN SYSTEM PROXIMAL EFFECT INTERMEDIATE EFFECT
Adenoid —4A— J
Tonsils

Bone
marrow
Lymphoid tissue AThymus Monocyte ar.ld .
fibrosis or damage ymph macrophage activation

Immuno-

Q

« Atherosclerosis
« Vascular dysfunction

o Peyer's ) N
« Tissue necrosis

%o patch

J

Microbial
products DISTAL EFFECT

Anticoagulants

~__ Procoagulants

Altered coagulation

MULTIMORBILIDAD

Liver disfunction

Y Global «presencia de dos o mas

protein synthesis enfermedades crénicas en

una misma persona.
ENVEJECIMIENTO

Deeks, Immunity 2013.



HIV en el sistema nervioso central 4cé

Modelo para la invasion al
cerebro por HIV-1 a través de la
barrera hematoencefalica. Tres
rutas han sido propuestas: la
mas sustentable (1) migracion
de células infectadas —
monocitos- desde la sangre
(“Modelo del caballo de Troya”).
Las otras son: (2) pasaje de
virus libre por transcitosis a
través de células endoteliales de
la microvasculatura cerebral
(BMVECS); (3) liberacién de
virus en el cerebro desde células
BMVE infectadas. El virus
liberado desde los macrofagos
perivasculares infectados
contribuye a la infeccion de la
microglia, favoreciendo la
diseminacion viral en el
parénquima cerebral. Una
infeccion limitada de los
astrocitos puede darse por
contacto con virus libre o con
células infectadas. La infeccion
de las neuronas y
oligodendrocitos es controversial
(marcada como “?”)

Blood

Brain

mo ingresa?

Oligodendrocyte % Astrocyte
Microglia -#\.# Neuron

Monocyte

Perivascular macrophage

Brain microvascular endothelial cell

Basement membrane

Integrated provirus

T-Lymphocyte

fF HIV particle




Patogénesis celular (ll)

 Mecanismos asociados a la muerte celular
» Disfuncion de la respuesta iInmune
« Estrategias de evasion
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Muerte
de células
Infectadas

y
bystander

: ' A CélulasTsana
Apoptosis de
timocitos

| Células T infectadas

- Apoptéticas bystander

. Apoptoéticas infectadas

Apoptosis inducida
por receptores

Proteinas virales
pro-apoptoéticas

Productos microbianos \ F.)IrOptOS_IS
circulantes : (Inflamatera)

Muerte celular inducida
por activacion
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Infeccion abortiva: un escenario que explica la masiva muerte celular

- =
- -~

~Non-Permissive CD4 T-Cell~ Permissive CD4 T-Cell
_ 95%ofCells ___-’ 5% of Cells
Fusion
) . Fusion
Lymphoid Tissue

Evading
Host Detection

) Activation of Innate

4 Antiviral and Inflammatory « -
~ o
) Responses I
! .

' IFI16 Inflammasome Assembly

l /.’ Pyroptosis ‘
\ Actvtin , -
Death of Abortively
\ Infected CD4 T Cell

Death of Productively,  ,,
Infected CD4 T Cell

\ Nucleus

Doitsh and Greene Cell Host & Microbe 19, 2016
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Muerte celular programada: APOPTOSIS

HIV-1 specific CTL Infected CD4* T cell

Active Env/CD4
coreceptor
£ complexes

_ /Z//’ .Membrane
: ' integrity
\_,\Apoptos;ls \ / ,(/_p“ disrupted
Caspase |

' activation

Vpr O Binding to
J nasc¢ent CD4/
corédceptor

C;:f protéins

Provirus

Uninfected HIV-1 specific
CDa" T cell APOPTOSIS de linfocitos activados

Katie Ris

Stevenson M. Nat Medicine 2003



Disfuncion inmune

1. Progresiva deplecion de linfocitos T CD4
|. Menor produccion
Il. Mayor destruccion
a) Efecto directo
b) Efecto colateral (Bystander)
.V Th17 y Th22; AT.)

2. Impacto en el GALT
|. Masiva deplecion de linfocitos T CD4 activados en TGl
Il. Apoptosis de enterocitos
1. Profundos cambios en las subpoblaciones T (¥Th17)
I\VV. Permeabilidad A en la mucosa - mayor [LPS]

3. Cambios en tejido linfoide
|. Destruccion de la red de células fibroblasticas reticulares
Il. Depdsitos de colageno
lll. Acceso restringido a IL-7 (supervivencia de LT)
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Latencia: integracion del genoma viral en el genoma celular (provirus)

. Variacion antigenica: 1 mutacion/genoma/ciclo

. Camuflaje: debil respuesta de los Ac a los epitopes de envoltura

. Tropismo celular: ingreso y replicacion en LT CD4+

Diseminacion célula-célula: escape de mecanismos extracelulares

Contrarresta la respuesta inmune intrinseca: degrada APOBEC, TRIM5, Teterinas
. Timing de larespuesta inmune adaptativa: “llega tarde” para ser eficaz

. Otras estrategias de evasion ala Rl innata y adaptativa: rol de Nef y Vpu
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Nef y Vpu remodelan la membrana y modulan la Rl innata

[ Gromnes )
|l TR

ILT7

KEY:
No ILT7 In the absence of
Nef and/or Vpu

In the presence of
ILT7 Nef and/or Vpu

BST2

BST2-mediated
viral retention and
signaling

invariant
TCR

Re-establishment
of BST2-ILT7
signaling by Vpu

Vpu and Nef Vpu

HIV-1 SERINC3/5
packaging reduces

ianCted Ce" virus infectivity

Nef Nef and Nef /‘\

. Vpu Vpu

. o L _L l SERINC3/5

NKG2D-L

NTB-A PVR

NK @

47
cell Lytic granules

NK cell activation

Sugden et al., Viruses. 2016




Nef y Vpu remodelan la membrana y modulan la Rl adaptativa

CD4+T cell

KEY:

In the absence of
Nef and/or Vpu

Signal

In the presence of

Nef and/or Vpu
HIV-1
infected cell Maine
Nef l

T cell
mitogenesis

Vpu and Nef

i3

cDa Increased Env
epitope recognition via
BST2 and CD4
(e.g.: CD4i epitopes)
BST2

ADCC

Signal

NK
cell

.- |
Sugden et al., Viruses. 2016




Cura
Esterilizante: Erradicacion del virus

Funcional: Supresion permanente de la
replicacion viral sin erradicacion

cqué hacer con los
reservorios?

JErradicar los reservorios
Controlar el rebote de la replicacion logrando
una remision viroldgica sostenida tras la terapia




Conclusiones

*HIV esta asociado a la progresiva deplecidon de linfocitos T
CD4+ junto a una defectiva respuesta T HIV-especifica
Patogenesis MULTIFACTORIAL, directa e indirecta.

L T CD4+ activado es el principal protagonista celular donde
acontece la replicacion eficiente. En su estado quiescente de
memoria, es la célula reservorio mas frecuente.

*Mecanismos de dafio directo promovidos por la infeccion
productiva y, por productos solubles.

Mecanismos de dano indirecto inmune-mediados, incluyendo
la Rl innata ante infecciones abortivas.

Sofisticadas estrategias de evasion a la Rl en sus diferentes
efectores.

Los reservorios virales constituyen una barrera no superada
para alcanzar la cura.

*No se dispone de vacuna efectivas.
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