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CD8 — Moléculas expressas em linfocitos T citotoxicos
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FIOCRUZ — Fundagao Oswaldo Cruz

FITC — Isotiocianato de Fluoresceina
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HLA-DR — Antigeno Leucocitario Humano

IL-2 — Interleucina 2
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FIGURA 19 - Analise do percentual de células NK CD3'CD16 CD56" no sangue
periférico de criangas infectadas verticalmente por HIV-1. A andlise dos
dados foi realizada, em 2006, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=9) e
em Tratamento - T (n= 19) e em 2009, incluindo os grupos Nao Tratados -
NT (n=8) e em Tratamento - T (n= 19). A analise comparativa do percentual
de células NK CD3'CD16CD56" em 2006 e em 2009 esta representada no
grafico. As populagdes celulares foram identificadas utilizando anticorpos
monoclonais anti-CD3/FITC, anti-CD16/PE e anti-CD56/TC, como descrito
em Material ¢ Métodos. Os resultados estdo expressos em dispersao e média
dos valores individuais 0btidoS........cccuerieririieriiniiiieeeeeee e

FIGURA 20 - Anilise do percentual de células NK CD3'CD16"CD56"™ no
sangue periférico de criangas infectadas verticalmente por HIV-1. A analise
dos dados foi realizada, em 2006, incluindo os grupos Nao Tratados - NT
(n=9) e em Tratamento - T (n= 19) e em 2009, incluindo os grupos Nao
Tratados - NT (n=8) e em Tratamento - T (n= 19). A anélise comparativa do
percentual de células NK CD3CD16'CD56"™ em 2006 ¢ em 2009 esta
representada no grafico. As populacdes celulares foram identificadas
utilizando anticorpos monoclonais anti-CD3/FITC, anti-CD16/PE e anti-
CD56/TC, como descrito em Material ¢ Métodos. Os resultados estdo
expressos em dispersdo e média dos valores individuais obtidos......................

FIGURA 21 - Analise do percentual de células NK CD3CD16 CD56"™ no
sangue periférico de criangas infectadas verticalmente por HIV-1. A analise
dos dados foi realizada, em 2006, incluindo os grupos Nao Tratados - NT
(n=9) e em Tratamento - T (n= 19) e em 2009, incluindo os grupos Nao

Tratados - NT (n=8) e em Tratamento - T (n= 19). A anélise comparativa do
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percentual de células NK CD3 CD16CD56%™ em 2006 ¢ em 2009 esta
representada no grafico. As populagdes celulares foram identificadas
utilizando anticorpos monoclonais anti-CD3/FITC, anti-CD16/PE e anti-
CD56/TC, como descrito em Material ¢ Métodos. Os resultados estdo

expressos em dispersao e média dos valores individuais obtidos......................

FIGURA 22 - Anélise do percentual de células NK CD3 CD16'CD56™¢" no

sangue periférico de criangas infectadas verticalmente por HIV-1. A anélise
dos dados foi realizada, em 2006, incluindo os grupos Nao Tratados - NT
(n=9) e em Tratamento - T (n= 19) e em 2009, incluindo os grupos Nao
Tratados - NT (n=8) e em Tratamento - T (n= 19). A anélise comparativa do
percentual de células NK CD3CD16"CD56™€" em 2006 ¢ em 2009 esta
representada no grafico. As populacdes celulares foram identificadas
utilizando anticorpos monoclonais anti-CD3/FITC, anti-CD16/PE e anti-
CD56/TC, como descrito em Material e Métodos. Os resultados estdo

expressos em dispersdo e média dos valores individuais obtidos......................

FIGURA 23 - Anilise do percentual de células NK CD3 CD16 CD56™" no

sangue periférico de criangas infectadas verticalmente por HIV-1. A anélise
dos dados foi realizada, em 2006, incluindo os grupos Nao Tratados - NT
(n=9) e em Tratamento - T (n= 19) e em 2009, incluindo os grupos Nao
Tratados - NT (n=8) e em Tratamento - T (n= 19). A anélise comparativa do
percentual de células NK CD3'CD16CD56™" em 2006 ¢ em 2009 estd
representada no grafico. As populacdes celulares foram identificadas
utilizando anticorpos monoclonais anti-CD3/FITC, anti-CD16/PE e anti-
CD56/TC, como descrito em Material e Métodos. Os resultados estdo

expressos em dispersdo e média dos valores individuais obtidos......................
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FIGURA 24 - Expressdo do receptor de quimiocina CCRS em linfocitos CD4"
circulantes no sangue periférico de criancas infectadas verticalmente por
HIV-1. A andlise dos dados foi realizada, em 2009, incluindo os grupos Nao
Tratados - NT (n=8) e em Tratamento - T (n= 19). As populagdes celulares
foram identificadas utilizando anticorpos monoclonais anti-CD4/FITC e anti-
CCRS5/PE, como descrito em Material ¢ Métodos. Os resultados estdo
expressos em dispersao e média dos valores individuais obtidos......................

FIGURA 25 - Perfil da PCR do sangue periférico dos pacientes infectados por
HIV-1. Os iniciadores foram usados para gerar fragmento selvagem de 189
pb e fragmento com delecdo de 157 pb e a corrida foi realizada em gel de
agarose a 2%. A posicdo 6 representa o paciente heterozigoto, sendo um
alelo do tipo selvagem (189pb) e um alelo com delecdao de 32pb (157pb). Os
demais pacientes apresentaram perfil normal com dois alelos do tipo
SEIVAZEM (189PD)...neiiiiieiiieie ettt

Figura 26 - Perfil da PCR do sangue periférico dos pacientes infectados por
HIV-1. Os iniciadores foram usados para gerar fragmento selvagem de 189
pb e fragmento com delecdo de 157 pb e a corrida foi realizada em gel de
agarose a 2%. Todos os pacientes apresentaram perfil normal com dois alelos

do tipo selvagem (189PD).......cecuiiiiieiieiieeeeeeee e
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RESUMO

Objetivos: Os mecanismos envolvidos na progressdo lenta da infec¢ao pelo HIV-1, em
criangas com controle natural da infeccdo, ainda nao foram suficientemente
caracterizados. Neste estudo, criancas infectadas verticalmente pelo HIV-1 apresentando
padrdes distintos de evolu¢ao foram acompanhadas longitudinalmente por trés anos e
avaliadas quanto ao perfil fenotipico de leucdcitos circulantes e quanto a presenca de
mutagdo no gene codificador de CCRS5. Desenho: Estudo longitudinal realizado em 28
criangas infectadas verticalmente pelo HIV, maiores de seis anos de idade, alocadas em
2 grupos: Grupo NT (N&o Tratado: sem indicac¢do de terapia antirretroviral; contagem
de CD4 > a 20% e/ou > 500 células/mm’ e carga viral < 25.000 copias) e Grupo T:
(Tratado: terapia antirretroviral iniciada antes de seis anos de idade). A
imunofenotipagem celular foi feita por citometria de fluxo para avaliacdo da ativagdo
celular, da expressao de CCRS e das subpopulacdes de células NK; a determinagao da
carga viral pela técnica de b-DNA e a avaliagdo do gene codificador de CCRS foi feita
por PCR. Resultados: No periodo acompanhado, demonstrou-se que criangas de ambos
0s grupos mantiveram estaveis o nivel de linfocitos T CD4", T CD8" e carga viral. O
estado de ativagdo celular, medido através da andlise da expressao de CD38 e HLA-DR
em linfécitos T CD4" e T CDS8" foi semelhantes em ambos os grupos e manteve-se ao
longo do seguimento, com exce¢do do aumento observado na expressao de HLA-DR em
linfocitos T CD4" do grupo T. Em relagio as subpopulagdes de células NK, observou-se
que o grupo NT apresenta menor propor¢ao de subpopulacdes de células NK com
atividade citotoxica e essa diferenca se manteve no periodo avaliado. No grupo T,
observou-se aumento do percentual de células NK CD3 CD16 CD56"€" entre os tempos
avaliados, indicando boa evolugdo da infeccdo. Em relacdo a expressdo de CCRS nas
células CD4", verificou-se ndo haver diferenga entre ambos os grupos e, na avaliagdo
genética, observou-se perfil heterozigoto para delecdo de CCRS5 em apenas um individuo
que apresentou piora da infec¢do no periodo estudado (excluido do grupo NT).
Conclusdes: O perfil de ativagao celular ndo esteve relacionado ao perfil de evolugao
clinica, uma vez que se manteve semelhante em ambos os grupos. O predominio de
c¢lulas NK associadas a menor capacidade citotéxica mostrou ser um parametro estavel,
que permitiu a distingdo entre os dois grupos de pacientes ao longo do periodo analisado.
Ainda, a estabilidade verificada na evolucdo das criangas com progressao lenta ndo pdde
ser atribuida a baixa expressio de CCR5 em células T CD4", uma vez que ndo houve
diferenga na expressdo desse receptor entre os grupos e nenhuma crianca que
permaneceu no grupo NT apresentou delegao de CCRS.
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ABSTRACT

Objectives: The mechanisms involved in the slow progression of HIV-1 infection in
children with natural control of infection, have not been sufficiently characterized. In
this study, children vertically infected by HIV-1 showing distinct patterns of evolution
were longitudinally followed for three years and assessed for phenotypic profile of
circulating leukocytes and the presence of mutations in the gene encoding CCRS.
Design: A longitudinal study conducted in 28 children vertically infected with HIV,
over six years of age, distributed into two groups: Group NT (untreated: no indication
for antiretroviral therapy, CD4 count > 20% and / or > 500 cells/mm’ and viral load
<25,000 copies) and Group T: (Treated: antiretroviral therapy initiated before six years
of age). Cellular immunophenotyping was performed by flow cytometry to assess cell
activation, the expression of CCR5 and subpopulations of NK cells, the viral load
determination by b-DNA technique and evaluation of the gene encoding CCRS was
made by PCR. Results: In follow-up period, it was shown that children of both groups
remained with stable levels of CD4" and CD8" T cells, as well as viral load. Cellular
activation status, measured by analyzing the expression of CD38 and HLA-DR on CD4"
and CD8" T cells, was similar in both groups and remained throughout the follow-up,
except for the observed increase in expression of HLA-DR on CD4" in T group.
Regarding the subpopulations of NK cells, we observed that children from NT group
had a lower proportion of NK cells subpopulation with cytotoxic activity and this
difference was maintained during the study. In group T, an increase in the percentage of
NK cells CD3 CD16 CD56™" among the evaluated times was noted, showing good
evolution of the infection. In relation to CCRS expression in CD4" cells, there was no
difference between both groups. In the genetic evaluation, only one individual presented
heterozygous profile for deletion of CCRS. Surprisingly this child had worsening of
infection during the study period and was excluded from the NT group.
Conclusions:The profile of cell activation was not related to the clinical profile, since it
remained similar in both groups. The predominance of NK cells associated with lower
cytotoxic capacity proved to be a stable parameter, allowing the distinction between the
two groups of patients throughout the study period. Still, the stability observed in the
evolution of children with slow progression could not be attributed to low expression of
CCRS5 on CD4" T cells, since there was no difference in the expression of this receptor
between groups and no child who remained in the NT group showed deletion of CCRS.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia da Infec¢do pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana

(HIV)

Héa cerca de trés décadas, surgiram os primeiros casos da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), e as caracteristicas da infeccdo pelo HIV
observadas em criancas refletem as mudangas na epidemiologia da doenga ao longo de
trés décadas de pandemia (DAYTON & MERSON, 2000). As primeiras criangas
infectadas foram descritas em 1982, nos Estados Unidos e no Brasil, em 1983 (OLESKE
etal., 1983; SCARLATTI, 1996; LINDENGREN et al., 2000; CN-DST/AIDS, 2001).

Até meados da década de 80, adolescentes hemofilicos, contaminados via
hemotransfusdo, representavam a maioria dos casos pediatricos de HIV. Em 1985, foi
estabelecida a obrigatoriedade da sorologia anti-HIV em bancos de sangue, reduzindo
significativamente a transmissdo por essa via (SCARLATTI et al., 1996;
LINDENGREN et al., 2000). Na década de 90, observou-se a expansdo da epidemia
para outros grupos populacionais e aumentaram os casos de mulheres infectadas através
de contato heterossexual. Como conseqiiéncia imediata da feminizacdo da epidemia,
cresceu rapidamente o nimero de criangas expostas verticalmente ao HIV (ROGERS et
al., 1998; KOVACS et al., 1998; LINDENGREN et al., 2000; UNAIDS, 2001).

A transmissdo vertical passou a ser a principal forma de exposi¢do das criangas na
segunda década da epidemia, correspondendo a mais de 90% dos casos. As taxas de
transmissdo por essa via, na auséncia de intervencdes, variam de 13% a 43%, de acordo
com determinantes socioecondmicos de cada populacdo. Caracteristicas maternas, virais,
fetais e das condigdes do parto também interferem nas taxas de transmissao materno-
fetal (FLOWLER et al., 2000).

Sabe-se que a transmissdo materno-fetal do HIV ocorre em trés momentos
diferentes, podendo acontecer intra-utero (pré-parto), no periodo de tempo
compreendido entre o inicio do trabalho de parto até o nascimento (peri-parto) e via
aleitamento materno (pos-parto). Dentre essas vias de transmissao vertical do HIV, cerca
de 65% ocorrem no periodo do peri-parto. Um dos maiores avangos na reducdo da

transmissdo perinatal do HIV foi o ensaio clinico do PACTG 076 (Pediatrics AIDS



Clinical Trials Group), que evidenciou que a terapia antirretroviral com zidovudina
administrada a mae no pré-natal, a partir de 14 semanas de gestagao e no peri-parto, € ao
recém-nascido, desde o nascimento até seis semanas de vida, reduziu a transmissdo
vertical do HIV de 25% no grupo placebo para menos de 8% no grupo tratado
(CONNOR, 1994). Estudos posteriores comprovaram ainda, que a associaciao entre as
recomendacdes do protocolo PACTG 076 e outras medidas, como cesarea eletiva e/ou
introducdo de outros antirretrovirais nas ultimas semanas de gestagdo, pode reduzir o
indice para menos de 2% (MANDELBROT et al, 2001; IOANNIDIS et al, 2001;
MANDELBROT et al, 1998; OPS, 2001).

Como a exposicao perinatal ¢ principal via de aquisi¢do do HIV em criangas, o curso
da infec¢do em mulheres em idade reprodutiva influencia decisivamente a epidemia na
infancia. As estimativas do Programa Global para AIDS da Organiza¢gdo Mundial de
Satde (UNAIDS) indicavam que até 2009, havia cerca de 33 milhdes de pessoas no
mundo infectadas pelo HIV; dessas pessoas, aproximadamente 15,9 milhdes eram
mulheres (Tabela 1). Cerca de 2,5 milhdes de criangas no mundo estavam infectadas

pelo HIV no fim de 2009 (UNAIDS, 2010).



TABELA 1 - Epidemia mundial de AIDS no ano de 2009: numero total de
infectados, novas infeccoes e 6bitos (UNAIDS, 2010).

Numero de pessoas vivendo com HIV em 2009

Total 333 M
Adultos 30,8 M
Mulheres 159 M
Crianc¢as menore de 15 anos
25M
Novas infeccoes pelo HIV em 2009
Total 2,6 M
Adultos 22M
Criancas menores de 15 anos 370 mil
Mortes por AIDS em 2009
Total 1,8 M
Adultos 1,6 M
Criancas menores de 15 anos 260 mil

*Fonte: OMS/UNAIDS, 2009. M=milhoes

No mundo, as taxas de transmissdo vertical do virus variam conforme a regido
geografica considerada. Estudos observacionais detectaram que as taxas cumulativas de
transmissdo variavam de 25% a 45%, na Africa, e de 10% a 30%, na Europa e nos
Estados Unidos, na auséncia de intervencao.

Entre 1980 e junho de 2010 foram notificados, no Brasil, cerca de 590 mil casos da
doenga. Do numero total de casos identificados 207 mil sdo mulheres. Mais
recentemente, a taxa de incidéncia da doenga mantém-se, ainda, em patamares elevados
— 20,1 casos por 100 mil habitantes - basicamente devido a persisténcia da tendéncia de
crescimento entre as mulheres. Houve consequentemente um aumento da doenca na
populagao pediatrica, uma vez que grande parte da transmissdo nesta camada se da pela

via vertical. Foram notificados ao Ministério da Satude, de janeiro de 1983 a junho de



2008, 11.796 casos de AIDS em menores de 13 anos de idade (Boletim Epidemioldgico
VII/MS, 2010).

Em Belo Horizonte, MG, um estudo detectou taxa de transmissao de 18,1%, durante
os anos de 1994 a 1998 (PINTO, 1999). Outro estudo, na mesma cidade, em que foram
acompanhadas 210 gestantes infectadas pelo HIV, entre 1996 ¢ 2000, mostrou
claramente o impacto dos programas de detec¢ao da infec¢cdo na gestante no periodo pré-
natal e prevencao da transmissdo materna infantil, ja que as taxas de transmissao vertical
foram de 26,3% para 7,1%, respectivamente (KAKEHASI, 2001). O mesmo grupo
estendeu o estudo até 2004. A taxa de transmissdo permaneceu decrescente: 10,0% em
2001 para 1,9% em 2004 (KAKEHASI, 2005).

Diante de uma prevaléncia de 0,41% de infec¢do pelo HIV em gestantes, estima-se
que 12.456 recém-nascidos sejam expostos ao HIV anualmente, no Brasil (Estudo
Sentinela Parturiente, 2004). Em estudo multicéntrico do Ministério da Satde,
conduzido pela Sociedade Brasileira de Pediatria, observou-se que, em locais onde as
medidas profilaticas preconizadas pelo Ministério da Satde foram implantadas na rotina
do pré-natal, as taxas de transmissdo vertical foram reduzidas a menos de 2%. Foram
notificados no Brasil, entre os anos de 2000 e 2009, 54.218 casos de infec¢ao pelo HIV
em gestantes, dos quais 40.999 (75,6%) se concentram nas Regides Sul e Sudeste. Em
2009, o nimero de casos no pais foi de 6.104 e a taxa de deteccdo correspondeu a 2,1
casos por 1.000 nascidos vivos. As maiores propor¢des de gestantes infectadas pelo HIV
estdo concentradas na faixa etaria de 20 a 29 anos, entre 4 e 11 anos de estudo (Boletim
Epidemiologico VII/MS, 2010).

A profilaxia da transmissdo materno-fetal do HIV-1 tem reduzido a transmissao
vertical e o uso de terapia antirretroviral altamente ativa (HAART - Highly Active
Antiretroviral Therapy) tem prolongado a sobrevida, aumentando o niimero de criangas
infectadas sem o desenvolvimento do quadro classico de AIDS (KOVACS et al.,1998).
Mas, o sucesso da prevencdo da transmissdo vertical depende da identificagdo da
totalidade das gestantes infectadas e de que essa detec¢ao seja a mais precoce possivel.
Assim, o Ministério da Saude, desde 1997, recomenda a realizagdo do teste anti-HIV
(Human Immunodeficiency Virus - HIV) em todas as gestantes, acompanhada do pré e

pos-aconselhamento, independentemente de referirem ou ndo comportamento de risco.



1.2 Caracteristicas evolutivas da infecciio pelo HIV na infancia

Em contraste com a infec¢ao pelo HIV em adultos, a infec¢do da crianga ocorre no
contexto de um sistema imune imaturo ¢ em desenvolvimento. Em conseqiiéncia disto,
existem diferencas na evolugdo clinica das criancas quando comparadas aos adultos.
Multiplos sdo os fatores que contribuem para os diferentes padrdes de progressdo da
doencga em criangas, incluindo época da infecgdo, fenodtipo e carga viral, integridade do
sistema imune e a constitui¢ao genética individual. Inicialmente, acreditava-se que todas
as criangas apresentavam pequena sobrevida e curso de progressao rapida. Com o tempo,
observou-se que hé diferentes padrdes de progressdo e que as criangas com
sintomatologia mais precoce, principalmente abaixo de um ano, t€ém evolucdo mais
grave (KOVACS et al., 1998; KALISH et al., 1999; GALLI et al., 2000). As criangas
que progridem rapidamente, ou seja, manifestam a doenca logo nos primeiros meses de
vida e evoluem para obito antes de quatro a cinco anos, representam de 10 a 25% do
total da populacao infantil infectada verticalmente. Os progressores usuais (75 a 90%)
iniciam nos dois primeiros anos de vida com sintomas linfoproliferativos, manifestando
sintomas mais avangados apos quatro a cinco anos de vida. J& os progressores lentos
(Long-term nonprogressor — LTNP) (10 a 15%), sdo criangas que apresentam um
periodo de laténcia relativamente longo, como os adultos, permanecendo assintomaticos
por aproximadamente dez anos (The Europe Collaborative Study, 1994; Italian Register
for HIV Infection in Children, 1994; ROGERS et al., 1998; LINDENGREN et al., 2000;
LUZURIAGA & SULLIVAN, 2000).

Embora o fenomeno da progressdo lenta da infeccdo pelo HIV seja bem
reconhecido, a auséncia de um perfil bem definido e a falta de consisténcia nos critérios
usados para selecionar os grupos considerados progressores lentos tem limitado a
comparabilidade entre os achados dos estudos (SCHRAGER et al, 1994;
EASTERBROOK, 1994; CAO et al,1995). Alguns autores tém colocado que a defini¢do
ideal para os “Long-term non progressor (LNTP)” pode incluir a auséncia (ou relativa
auséncia) de evidéncias de progressdo da doenca apds um longo periodo de infecgao.
Um limite de tempo normalmente usado, em adultos, ¢ o periodo de dez anos, que
representa o tempo médio em que se observa a progressio para AIDS antes da

introdu¢d@o do tratamento com antirretrovirais (VEUGELERS et al, 1993).



Em geral, os pacientes pediatricos que progridem lentamente na infec¢ao pelo HIV
tém sido definidos como aqueles que estdo assintomaticos apos pelo menos oito anos de
infeccdo, dado que a média de tempo para o desenvolvimento da AIDS, em criangas, ¢
de cinco a sete anos, € a média de sobrevivéncia € de oito anos. Ao contrario dos adultos
onde o uso de terapia antirretroviral é um critério de exclusdo para progressao lenta da
infeccdo, alguns autores consideram que nas criangas esse critério de exclusao nao pode
ser empregado, ja que na maioria delas o inicio da terapia ocorre logo nos primeiros anos
apos a descoberta da infecgdo pelo HIV (SCOTT et al, 1989, TOVO et al, 1992). PAUL
et al. definiram essas criangas como sendo aquelas infectadas verticalmente que
sobrevivem por mais de cinco anos, sem ter feito uso de terapia antirretroviral altamente
ativa (HAART - Higly Active Antiretroviral Therapy) e apresentam CD4 maior que 25%
ou maior que 500 cel/mm’ (categoria 1 CDC). Esses mesmos autores consideram que
criangas que recebem terapia dupla também podem ser consideradas progressoras lentas
(PAUL et al., 2005).

Sdo poucas as criangas infectadas pelo HIV que podem ser consideradas
progressoras lentas. Em estudo de coorte, desenvolvido na Italia, em que foram
acompanhadas 3.300 criangas infectadas pelo HIV por transmissao vertical 19% foram
assintomaticas até um ano de idade e apenas 6% até cinco anos de idade, o que
corroborou com achados de outras coortes desenvolvidas nos Estados Unidos. J4 em
outro estudo de coorte multicéntrico, patrocinado pela Paediatric AIDS Foundation, 107
criangas infectadas por transmissdo vertical, com idade de oito anos ou mais, apenas
nove (8%) apresentavam perfil de desenvolvimento lento da infecgdo (SCOTT et al,

1989, TOVO et al, 1992, GALLI et al, 1995).

1.3 Ciclo e dinamica viral

A infecgdo pelo HIV-1 inicia-se através da ligagdo da proteina de superficie viral
gpl20 com a molécula CD4 expressa predominantemente na superficie de células
dendriticas, macroéfagos e células T CD4". A ligagdo viral ao CD4" ¢ necesséaria, mas
insuficiente para permitir a entrada do virus nas células. A interagio entre gp120 e CD4"

aumenta a afinidade do virus por moléculas correceptoras, como CCRS5 e CXCR4. A



formacgdo do complexo gpl120, CD4 e CCR5/CXCR4 expode a proteina viral gp41l que
promove a fusdo do virus com a membrana da célula (LUSTER, 1998).

Apos entrar na célula, o RNA viral ¢ convertido a DNA pelas enzimas transcriptase
reversa e ribonuclease (Figura 1). Essa reacdo ocorre no citoplasma da célula nas
primeira seis horas de infec¢do. A dupla fita de DNA, assim formada, ¢ integrada de
forma randémica ao genoma do hospedeiro através da enzima integrase. Inicialmente,
apenas as proteinas tat, rev e nef sio sintetizadas, sendo a seguir sintetizadas as proteinas
estruturais e o RNA gendmico. A liberagdo do virus é por brotamento; durante esta fase,
a enzima protease processa as proteinas precursoras do pol e gag, tornando a particula
viral madura e capaz de infectar uma nova célula (GOODENOW et al, 1989; COFFIN,
1995).
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FIGURA 1 — Ciclo de replicacao viral do HIV-1



1.4 Imunopatogénese

Desde o surgimento dos primeiro trabalhos que associavam um virus entdo
“recém-descoberto” com as alteracdes imunologicas notadas na AIDS (FAUCI, 1984),
muito tem sido pesquisado na tentativa de explicar os mecanismos etiopatogénicos
envolvidos na imunossupressao observada nesta sindrome.

Ha muito ¢ sabido que, embora o HIV possa infectar outros tipos celulares, seu
maior reservatorio sdo as células T CD4" (SCHNITTMAN et al., 1989; CHUN et al.,
1997). Um grande numero de particulas virais ¢ produzido no interior dessas células
(WEI, et al., 1995; HO et al., 1995) ¢ esta replicagao ocorre predominantemente no
interior de células T CD4" ativadas (LEDERMAN, 1998).

Acredita-se que o evento chave no curso da infeccdo pelo HIV-1 seja a
destruicdo progressiva da populagio de células T CD4" juntamente com o
desenvolvimento de anormalidades funcionais (MIEDEMA et al., 1988). A altera¢do na
funcdo dos linfocitos auxiliares € aparentemente progressiva e independente do seu
numero, ja tendo sido descritos trés padrdes distintos de progressdo da disfuncao dessas
células em pacientes infectados. Esses trés estagios de disfungdo seriam: Primeiro
estagio: Perda da seletividade da fun¢do das células T auxiliares a antigenos como o da
influenza e tétano (“recall antigens”), mas manutengdo da func¢do T auxiliar em relagdo
a estimulos mitogénicos. Segundo estagio: Auséncia da funcdo das células T a antigenos
e aloantigenos, mas manutencao da resposta a mitdgenos. Terceiro estagio: Auséncia de

resposta a todos os estimulos (CLEIRICI et al., 1989).

1.5 Particularidades da resposta imune na infec¢ao pediatrica

Considerando a resposta imune humoral, a infeccdo pelo HIV induz intensa
resposta de anticorpos frente a praticamente todas as proteinas reguladoras e estruturais
do HIV. Alguns destes anticorpos, especialmente os dirigidos a gp41 e aos dominios
varidveis 3 (V3) e de interagio com CD4" da proteina gpl20, tém capacidade
neutralizante in vitro e em experimentos de imunoterapia passiva in vivo. Entretanto, a
produgdo de anticorpos com capacidade neutralizante ¢ escassa e muito rapidamente se

observa um escape viral aos mesmos. Isso provavelmente se deve ao fato de que as



partes expostas € mais imunogénicas da proteina gp120 em sua forma "compacta" sao
regides altamente variaveis que levam ao escape viral mediante a mutagdo dos epitopos
reconhecidos. Por outro lado, nos modelos de imunizagdo ja descritos, ndo se obteve de
forma consistente niveis elevados de anticorpos neutralizantes € nem sua presenca se
associou, de forma sistematica, com protecdo. Estes dados fazem com que alguns
investigadores questionem o papel da resposta humoral no controle da infeccao pelo
HIV, tanto na infec¢do pediatrica quanto na infec¢do de adultos (BANDA et al., 1992;
CORREA & MUNOZ-FERNANDEZ, 2002).

Em contraste com a maioria dos adultos infectados, a deplecao de linfocitos
CD4" em criangas infectadas verticalmente desenvolve-se muito rapidamente. Ainda, a
viremia plasmatica encontra-se freqiientemente elevada (>10°copias/ml) no primeiro ano
de vida e geralmente ndo ocorre redugdo importante até o terceiro ano de vida. Essa
prolongada persisténcia de niveis elevados de viremia parece refletir o grande
reservatorio de células permissiveis a replicacdo viral devida a ativa timopoiese
verificada nessa faixa etaria. Entretanto, diferente do adulto, ainda ndo esta claro se
diferentes “set points” virais estejam correlacionados com progressdo clinica em
criangas. Alguns autores sugerem que a elevada ativacdo imune contribua mais para a
deplecdo de linfocitos CD4" que a taxa de replicagdo viral, uma vez que o Status imune
da crianca esta dirctamente associado a ativacdo imune e ndo a viremia em criangas
fazendo uso de terapia antirretroviral altamente ativa (HAART - Higly Active
Antiretroviral Therapy) (RESINO et al., 2006).

Vérios fatores parecem contribuir para essa rapida progressdo da doenca
observada em criangas e incluem a relativa imaturidade imunologica e a destruicdo
timica mediada pelo HIV, em uma fase de vida de importante timopoiese. Essa
involugdo acelerada do timo foi evidenciada, em adultos e criangas, através da
demonstragdo da redu¢do de TRECs (“TCR excision circles”- que estimam a
contribuicdo do timo na manuten¢do do compartimento de células virgens), durante a
infeccdo pelo HIV e seu aumento posterior a introdugdo de terapia antirretroviral
altamente ativa (HAART - Higly Active Antiretroviral Therapy), sugerindo recuperagio
da funcao timica mediante supressdo viral. Em criangas, a repopulacdo de células T
CD4" ap6s terapia antirretroviral altamente ativa (HAART - Higly Active Antiretroviral

Therapy) envolve preferencialmente células virgens com apenas um pequeno aumento
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nas células de memoria, refletindo sua maior capacidade de regeneragdo timica em
criangas (RESINO et al., 2003).

Assim como na progressdo rapida da infec¢do pelo HIV-1, em criangas, os
mecanismos envolvidos na progressdo lenta da infec¢do também sdo heterogéneos e
podem incluir infec¢do por virus defeituoso ou atenuado, fatores genéticos e fatores
imunolédgicos (CHAKRABORTY et al, 2005). Entretanto, ndo ha um consenso entre os
principais mecanismos responsaveis por esse perfil de evolucdo, em parte porque as
pessoas infectadas pelo HIV e que progridem lentamente na infecgdo formam uma
populagdo bastante heterogénea (STRATHDEE et al, 1996; LEFRERE et al, 1997).

Embora a proporcao de adultos e criangas infectados pelo HIV com progressao
lenta seja pequena, esses individuos podem fornecer informagdes valiosas sobre a
evolugdo natural da infec¢do. Ha4 numerosos fatores que sdo considerados como capazes
de prevenir a progressdo da infeccdo. Mas os dados da literatura, principalmente em

criangas, ainda sao bastante escassos.

1.6 Fatores imunes associados com diferentes perfis de progressao da infeccao

pediatrica

Evidéncias acumuladas durante 25 anos de infec¢do indicam que a patogénese da
infecgcdo pelo HIV-1 estd diretamente relacionada com a capacidade do virus de induzir
hiperativacdo cronica do sistema imune (ASCHER & SHEPPARD, 1988;
HAZENBERG et al, 2000; LAWN et al, 2001; GROSSMAN et al, 2002). A ativagdo de
células T é requerida para replicacdo viral eficaz, pois as células TCD4" em repouso sdo
menos susceptiveis ao virus do HIV (LEDERMAN et al., 1998). A ativagdo celular
parece estar aumentada também em células T CD8'. O aumento na expressio de
marcadores de ativagdo nesses linfocitos foi posteriormente associado ao maior potencial
citolitico anti HIV (FAUCI et al., 1991, LEVY et al., 1996). Nesse sentido, diversos
marcadores podem ser utilizados com intuito de avaliar a ativagdo celular.

O HLA-DR, antigeno MHC de classe II, age como elemento requerido para
mediar ativacdo de células T. Sua expressdo encontra-se acentuada em células T apos
eventos de ativacdo imune, sejam induzidos por processos patoldgicos ou por

imunizagao.
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Alguns estudos relatam baixa expressdo, ou niveis inalterados, de HLA-DR em
células T CD4" de pacientes infectados pelo HIV quando comparados com controles
negativos. Contudo a grande maioria dos relatos mostra aumento significativo na sua
expressio tanto em células T CD4" quanto em células T CD8". O aumento na expressao
de HLA-DR nas células T tem sido proposto, em alguns estudos, como marcador de
progressao da infec¢do por HIV-1, tanto em adultos quanto em criangas
(ROSENBLATT et al., 2005).

Tendo em vista que o controle imunoldgico da infecgdo pelo HIV ¢ feito
predominantemente pelas células T citotoxicos, aventou-se a hipdtese de que as células
HLA-DR" seriam as mais ativas no combate ao virus (STITES et al., 1986; GIORGI &
DETELS, 1989; LANDAY et al., 1993). De fato, Fauci e col demonstraram que essas
c¢lulas apresentam maior potencial citolitico contra HIV que as células HLA-DR’
(FAUCI et al., 1991).

Outro marcador muito utilizado na avaliagdo da ativacao celular em pacientes
soropositivos ¢ a expressdo de CD38. A molécula CD38, glicoproteina transmembrana
tipo II com atividade enzimatica (ecto-NADase), esta expressa em linfocitos,
macréfagos, células endoteliais, células dendriticas e diversos outros tipos celulares. E
também expressa em células hematopoiéticas precoces, sendo perdida durante a
maturacdo celular e re-expressa durante a ativagdo celular. Assim, recém-nascidos
expressam altos niveis de CD38 em suas células T que decaem com a idade. Em
criangas, cerca de 75% das células T CD4" e 50% das células T CD8" expressam CD38
normalmente. Reducao de células T imaturas ao longo dos anos ¢ acompanhada por
diminuicdo no percentual de células CD38 até atingir valores normais no adulto, em
torno de 30% (McCLOSKEY et al., 1997). Desta forma, pode-se considerar que a
expressdao de CD38 em células T, em criangas, seja tanto marcador de imaturidade
linfécitaria, quanto de ativacao celular.

Em adultos, a ativacdo imune correlaciona-se com aumento na expressdo do
marcador CD38 em células T CD4" ¢ T CD8". Na infecgdo pelo HIV, o aumento de
células T CD8'CD38" é considerado forte preditivo de progressio para AIDS e morte,
de modo semelhante a percentagem de linfécitos CD4", e de poder de predi¢do maior

que a carga viral (LIU et al., 1997).
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O significado progndstico de tais células na infeccdo pediatrica, quando
diferencas na expressao de CD38 ocorrem devido a questdo etaria, ainda € controverso.
Alguns autores relatam que o aumento de células CD8'CD38" ¢ preditor de
sobrevivéncia (DE MARTINO et al., 1998), enquanto outros relatam associagdo com
doenga avangada (PLAEGER-MARSHALL et al., 1993).

Considerando que a presenca de CD38 na superficie de células T, em criangas,
pode causar dupla interpretacdo alguns autores consideram que a utilizagdo de dupla
marcagdo em células T, como HLA-DR'CD38", além de esclarecer a imaturidade
celular, também estaria associado com progressdo mais rapida da infec¢do, em criangas
infectadas pelo HIV (ALDHOUS et al, 1996; THAN et al, 1999; PAUL et al, 2001;
McCLOSKEY et al, 2001; SHERMAN et al, 2002; RESINO et al, 2003).

Apesar das extensas pesquisas existentes nessa area, ainda ndo estd claro como a
ativacdo imune ¢ induzida durante a infeccdo pelo HIV-1 e como o sistema imune
responde a esse estado de hiperativagao.

Outro fator imunoldogico que tem sido associado ao perfil de progressio da
infec¢do, em adultos, ¢ o comportamento das células Natural Killer (NK). As células NK
podem atuar tanto na resposta imune natural quanto na resposta imune adaptativa. Ja esta
bem estabelecido o importante papel dessas células nos estagios iniciais de resposta
contra as infec¢des virais e sua participacdo nos estagios posteriores da resposta imune,
principalmente pela producdo e liberacdo de citocinas (LODOEN & LANIER, 2006).
Além disso, foi demonstrado que as células NK respondem aos antigenos da influenza e
do tétano de maneira dependente de células T, indicando que essas células tém um
importante papel apo6s o inicio da resposta imune adaptativa (FEHNIGER et al, 2003;
HE et al, 2004).

Embora o numero de células NK e sua capacidade citolitica sejam profundamente
destruidos na infecgdo pelo HIV-1, a natureza dessa disfungao ainda ndo esta totalmente
clara (BRENNER et al, 1993; GEERTSMA et al, 1999; De SOUZA et al, 2000;
VILLANEUVA et al, 2000; LEVY, 2001). Baixas concentracdes de células NK no
sangue periférico de adultos infectados pelo HIV-1 tém sido associadas com progressao
rapida da infecgdo, enquanto que preservagao da capacidade funcional das células NK
pode ser relacionada com melhor prognostico (SZELC et al, 1992; SIRIANNI et al,
1994; HU et al, 1995; BRUUNSGAARD et al, 1997; ULLUM et al, 1999).
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Em adultos, ha fortes evidéncias da participagdo das células NK no controle da
infeccdo cronica pelo HIV-1. Entretanto, estudos sobre a funcdo dessas células em
criangas ainda sdo bastante limitados. Azzoni et al pesquisando as células NK, em
criangas infectadas pelo HIV-1, encontraram percentual reduzido dessas células no
sangue periférico de criangas com viremia alta. Também foi constatado aumento do
percentual das células NK apds o inicio de terapia antirretroviral e controle da carga
viral nessas criangas (AZZONI et al, 2005). Ja Ballan et al verificaram que as criangas
infectadas pelo HIV apresentavam quantidade normal de células NK, mas com atividade

reduzida, quando comparada as criangas nao infectadas (BALLAN et al, 2007).

1.7 Fatores genéticos associados com diferentes perfis de progressiao da
infeccao pediatrica

A fun¢do primaria da ligagdo entre proteina do envelope viral do HIV-1 com os
receptores de quimiocinas, presentes na superficie das células hospedeiras, ¢ mediar a
fusdo e conseqiiente entrada do virus nas células. Entretanto, essa interagdo também tem
sido associada a ocorréncia de uma série de sinais que facilitam a infec¢do viral. (WU,
2009)

Como ¢ tipico para outros patogenos intracelulares bem-sucedidos, o HIV-1 usa
elementos do hospedeiro altamente conservados para entrada nas células, neste caso
CD4 e CCRS ou CXCR4. Estao sendo progressivamente elucidados os mecanismos
pelos quais o HIV-1 usa esses elementos para entrada nas células. Depois que a
glicoproteina 120 se liga ao CD4 celular, induz-se uma alteracdo de conformacao na
glicoproteina do envelope que expde dominios previamente inacessiveis, permitindo a
ligacdo ao correcepotor CCRS ou CXCR4 (Figura 2). Essa ligagdo permite nova
alteracdo no envelope viral expondo a proteina GP41. Isto liga a membrana viral a
membrana da célula do hospedeiro promovendo fusdo e conseqiiente entrada do virus na

célula (CHOE et al.,1996; TRKOLA et al., 1996; KWONG et al., 1998).
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V3 Loop

FIGURA 2. Receptor e Correceptores celulares e envelope viral. O tropismo do HIV define
a célula CD4 que o virus sera capaz de infectar. Os co-receptores celulares reconhecidos
pela gp120 do HIV sao: CCRS (tropismo ao CCRS5 ou R5); CXCR4 (tropismo ao CXCR4
ou X4).

Publicado online em www.prn.org:The PRN Notebook®| Volume 15, January 2010

O receptor de quimiocina CCRS ¢ codificado pelo gene CMKBRS localizado na
regido p21.3 do cromossomo 3 dentro de um grupo de genes que codificam multiplos
receptores de quimiocinas (SAMSON et al., 1996). Polimorfismos de certas quimiocinas
e de genes receptores de quimiocinas tém sido correlacionados com a resisténcia a
infeccdo pelo HIV-1, ou aumento no periodo de progressao para AIDS. A mutacgdo
CCRS5A32 ¢ uma delegao de 32 nucleotideos no gene CCRS que resulta numa proteina
disfuncional removendo o receptor da superficie celular. Individuos homozigotos para a
delecio (CCR5A32"/ CCR5A32") ndo expressam o receptor CCR5 na superficie das
células (Figura 3). A infec¢ao pelo HIV-1 em pessoas homozigdticas para CCR5A32 ¢
extremamente rara e, quando ocorre, ¢ causada por virus que podem usar CXCR4 para

entrada na célula (GORRY et al., 2002; MICHAEL et al., 1998). A auséncia congénita
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de CCRS protege contra a aquisi¢do da infecgdo pelo HIV-1. Por outro lado, individuos

heterozigotos (CCR5/ CCR5A32") que tém um alelo CCR5A32 e um alelo do tipo

selvagem podem apresentar risco um pouco mais baixo para infec¢do pelo HIV-1, mas

quando infectados possuem nivel reduzido da expressdo de CCRS na superficie das

células e estdo correlacionados com progressdo mais lenta para a doenga (SAMSON et

al., 1996; LIU et al, 1996; KAWAMURA et al., 2003; HLADILK et al., 2005).
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FIGURA 3 - Representacio esquematica de polimorfismo no gene CCR5
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Pesquisadores investigando polimorfismo de receptores de quimiocinas, em uma
coorte de adultos LTNP, encontraram maior freqiiéncia de heterozigotos CCR5A32 no
grupo LTNP que nos demais grupos avaliados (STEWART, 1997). J& em estudo
realizado com criangas brasileiras infectadas pelo HIV, pesquisadores ndo verificaram
correlacdo entre a freqii€éncia de heterozigotos CCR5A32 e o perfil de progressao da

infecg¢do pelo HIV-1 (De ANGELIS et al., 2007).

Tendo em vista os dados expostos acima o perfil de progressao da infecg¢do pelo
HIV-1, tanto em criangas quanto em adultos, pode ser influenciado por fatores imunes e
genéticos do hospedeiro. Entretanto pouco se sabe sobre a relagdo desses fatores com a
capacidade de controlar naturalmente a infeccdo pelo HIV-1, principalmente em

criangas.
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2 JUSTIFICATIVA

Atualmente, a decisdo de inicio ou troca de terapia antirretroviral, nas criangas
infectadas pelo HIV-1, depende da contagem de células T CD4", carga viral, além de
dados clinicos. Entretanto, esses pardmetros apresentam limitagdes e a utilizagdo de
marcadores imunologicos e genéticos poderiam contribuir para melhorar a avaliagdo

quanto ao inicio ou troca de terapia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Os mecanismos envolvidos na progressdo lenta da infeccdo pelo HIV-1, em
criancas virgens de tratamento com antirretroviral ainda nao foram suficientemente
caracterizados. Com o intuito de contribuir para um maior entendimento sobre o
significado prognostico da resposta imune e genética das criangas na evolucdo natural da
infecgdo pelo HIV-1 e oferecer suporte para estudos futuros no campo da pesquisa sobre
acompanhamento e tratamento de criangas infectadas pelo HIV-1, este trabalho teve

como objetivo geral:

Acompanhar longitudinalmente o perfil fenotipico de leucocitos circulantes e avaliar
mutacoes especificas no gene codificador de CCRS em criangas infectadas verticalmente
pelo HIV-1 virgens de tratamento antirretroviral e criangas infectadas verticalmente pelo

HIV-1 em uso de TARV.



19

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Estudar longitudinalmente o perfil imunofenotipico de leucécitos do sangue
periférico de criangas infectadas verticalmente pelo HIV-1, em dois momentos distintos,
através dos seguintes parametros:

a) Distribuicdo das populagdes linfocitarias;

b) Distribui¢do percentual das populacdes de células T expressando moléculas de

ativagdo (CD38" ¢ HLA-DR");
¢) Distribuig¢do das populagdes e subpopulacdes de células NK;
d) Distribuicio percentual das populacdes de células T CD4" expressando receptor

CCR5 (CD4"CCR5Y);

3.2.2. Avaliar a frequéncia de variante polimorfica delta32 do receptor de quimiocinas
pro inflamatoria CCRS (alelo CCRS5delta32) em criangas infectadas pelo HIV-1 por
transmissdo vertical em uso de tratamento antirretroviral ¢ com evolugdo natural da

infecgao;
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4 PACIENTES, MATERIAIS E METODO

4.1 Criancgas

Desde a implantacdo do Centro de Treinamento e Referéncia em Doencgas
Infecciosas e Parasitarias Orestes Diniz (CTR/DIP) em 1989, até 31 de dezembro de
2008, foram atendidas 2715 criancas expostas ao HIV, sendo a infeccdo pelo HIV
confirmada em 506 destas criancas. Destas, foram identificadas nove criancas, com

idade maior ou igual a oito anos, que nunca haviam feito uso de terapia antirretroviral.

[io0o—z000] ) Carsstmnas
. B

506 infectadas

&

9 criangas infectadas pelo HIV-1 e
com progressao natural da infec¢éo

FIGURA 4 — Organograma populacio atendida CTR/DIP

4.1.1 Periodo de estudo

Cada paciente foi acompanhado desde a data de admissao até sua ultima consulta
no periodo do estudo (de 2006 a 2009). As avaliacdes clinicas e laboratoriais foram
padronizadas conforme a rotina do servigo, com consultas trimestrais, ou a intervalos
maiores ou menores a critério médico, dependendo da evolugdo do paciente. Na primeira
consulta clinica ¢ preenchido um formulario padronizado com todo histérico da crianca e
a cada consulta de retorno ¢ preenchido um novo formulario, também padronizado, com

dados de evolugdo clinica, o exame fisico e proposta de tratamento.
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A primeira coleta de sangue para avaliagdo imunofenotipica, proposta neste
trabalho, ocorreu em 2006 e a segunda em 2009. Neste ultimo ano também foi realizada
a pesquisa genética para CCR5A32. Os dados da historia dos pacientes foram obtidos

através da revisdo dos registros médicos.

4.1.2 Critérios de Inclusao

Foram selecionadas criangas comprovadamente infectadas pelo HIV-1 através da
transmissdo vertical, com idade maior ou igual a seis anos ¢ menor de dezesseis anos. Os
pacientes foram divididos em dois grupos: Grupo Nao Tratado (NT) — virgens de
tratamento com antirretroviral e Grupo Tratado (T) — em uso de tratamento com
antirretroviral.

Os critérios de alocag@o em cada grupo foram:

e Grupo NT: 1) Nunca ter feito uso de terapia antirretroviral; 2) Contagem
de CD4 > a 20% e/ou > 500 células/mm’; 3) Carga Viral < 25.000 copias;
e Grupo T: 1) Em uso de terapia antirretroviral; 2) Inicio do tratamento

antes dos seis anos de idade.

Em 2009, as criancas foram reavaliadas e os critérios de alocagdo nos grupos
foram mantidos.

Dez criancas sadias de idades comparaveis aquelas das criangas infectadas pelo
HIV-1 foram incluidas no estudo como grupo controle, e avaliadas na primeira etapa

desse trabalho, em 2006.

4.2 Procedimento experimental

4.2.1 Imunofenotipagem de leucocitos do sangue periférico

Para o estudo longitudinal, foram feitas duas coletas, sendo a primeira realizada
em 2006 e a segunda em 2009. Foram coletados 15mL de sangue periférico em tubos

Vacutainer®, contendo EDTA ou heparina s6dica como anticoagulantes.
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Os ensaios de imunofenotipagem dos leucocitos do sangue periférico foram
feitos segundo o protocolo proposto pelo fabricante, com pequenas modificacdes
conforme descrito a seguir.

Em tubos de poliestireno 12x75mm foram adicionados 5ul do anticorpo
monoclonal especifico para o marcador de superficie celular de interesse marcado com
fluorocromo (Tabela 2). Combinagdes especificas de anticorpos monoclonais, adquiridos
da empresa Becton Dickinson, marcados com fluorocromos distintos foram utilizados
para a andlise simultanea de marcadores de superficie celular necessarios para a
caracterizagdo de subpopulagdes celulares de interesse (Tabela 3). Para cada combinagdo
de anticorpos monoclonais foram adicionadas aliquotas de 100ul de sangue periférico
total coletado em EDTA. Apo6s homogeneizacdo em vortex, as preparacdes foram
incubadas por 30 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apds o periodo de
incubagdo, procedeu-se a lise dos eritrocitos, utilizando-se 2ml de solugdo de lise
comercial (FACS™ Lysing Solution - Becton Dickinson) diluida 10 vezes em agua
destilada. Ap6s nova homogeneizagdo em vortex, as preparagdes foram incubadas por
10 minutos a temperatura ambiente ¢ entdo submetidas a centrifugacdo (400g, 10
minutos a 18°C). O sobrenadante foi descartado e os leucdcitos lavados com 2ml de PBS
(0,015M pH 7,4), empregando-se as mesmas condi¢des de centrifugagdo anteriormente
citadas. Numa etapa final, os leucocitos foram fixados com 300pl de solucdo fixadora —
MFF (10g/1 de paraformaldeido, 1% de cacodilato de sodio, 6,67g/1 de cloreto de sodio,
pH 7,2). Apés um periodo de 15 minutos a 4°C, os pardmetros fenotipicos das células
presentes em cada tubo, incluindo-se aspectos morfométricos e de arquitetura molecular,
foram determinados no citdometro de fluxo (FACScalibur - Becton Dickinson). O
programa CELLQuest™" foi utilizado para a aquisi¢do de dados em “Listmode” ¢ para a
analise dos resultados empregou-se diferentes estratégias, como descrito em Material e

Métodos.
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TABELA 2 - Anticorpos monoclonias marcados com fluorocromos utilizados para

analise de populacdes, subpopulacdes celulares e moléculas de superficie.

ANTICORPOS FENOTIPO ALVO NO ESTUDO
Anti-CD3 Células T
Anti-CD4 Células T auxiliares
Anti-CDS Células T citotoxicas
Anti-CD16 Células NK
Anti-CD38 Células T ativadas
Anti-CD56 Células NK
Anti-CCR5 Receptor de Quimiocina
Anti-HLA-DR Células T ativadas
TABELA 3 - Combinac¢do de anticorpos utilizados para realizacio de
imunofenotipagem
TUBOS FITC PE TC APC
1 Controle Controle Controle Controle
2 CDS8 CD3 CD4
3 CD4 CD38 CDg8 HLA-DR
4 CD3 CD16 CD56
5 CD4 CCR5
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4.2.1.1 Analise convencional

A andlise convencional foi feita segundo terminologia proposta por SATHLER-
AVELAR (2003). A figura 5 ilustra a seqiiéncia de passos para a analise convencional.
Esse tipo de analise consiste na selecao da populagdo celular de interesse baseada em
aspectos morfométricos, através de graficos de distribuicdo pontual de tamanho (FSC)
versus granulosidade (SSC) (Fig. 5A). Apos a selecdo da regido de interesse (R1), a
freqliéncia de subpopulagdes celulares fluorescentes, dentro da populagdo selecionada,
foi obtida em graficos bidimensionais de distribuicao pontual de fluorescéncia, incluindo

as modalidades FL1 versus FL2, FL2 versus FL3 ou FL1 versus FL3 (Fig. 5).
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FIGURA 5 - Avaliacao do percentual das subpopulacdes de células T e o percentual de
células CD4"HLA-DR" em células do sangue periférico utilizando a estratégia de analise
convencional. O primeiro passo constitui na selecio da populacio celular de interesse em
graficos de distribuicdo puntual de tamanho-FSC versus granulosidade-SSC (A). Apds a
selecdo da regido de interesse — R1, o percentual de subpopulacoes celulares fluorescentes,
dentro da populacdo selecionada, pode ser identificado em graficos bidimensionais de

distribuicao puntual da fluorescéncia 1 (FL1) versus fluorescéncia 2 (FL2) (B).
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Além da analise convencional, também foi realizada estratégia adicional de
confirmacao de selecdo de populagdo. Essa andlise consistiu na selecdo da populagdo
celular em que ha presenga ou auséncia do marcador em questdo. Apds a selecdo da
regido de interesse, a freqiiéncia de subpopulacdes celulares fluorescentes ou a auséncia
dela, dentro da populacdo selecionada, foi obtida nos mesmos graficos bidimensionais
de distribuicdo pontual de fluorescéncia, ja delimitados com a estratégia de analise

convencional.

4.2.1.2 Analise do marcador CD56 em subpopulacées de células CD3°CD16"

A analise de subpopulagdes de células CD3'CD16" foi feita segundo protocolo
proposto por GADDY et al. (1997). A figura 6 ilustra a seqiiéncia de procedimentos para
a analise das subpopulagdes de células CD3'CD16'CD56 ¢ CD3'CD16 CD56". Apos a
selecdo da regido de interesse (R1), baseada em aspectos morfométricos (Fig.6A), foram
construidos graficos de FL1/CD3 versus FL3/CD16, onde uma nova regido R2 foi
determinada para a populagio CD3CDI16" (Fig.6B). Posteriormente, graficos de
FL1/CD3 versus FL2/CD56 foram empregados, onde uma nova regido (R3) foi
determinada para a populagio CD3'CD56" (Fig.6C). Em seguida, apds a combinagio das
regides R1, R2 e R3 através das formulas “G2=R2+R3 e G3=R1 and G2” onde “+”
representa o somatorio de células confinadas nas regides R1 ¢ R2 e “and” designa a
interse¢do dos eventos presentes simultaneamente em G2 ¢ R1. Em seguida graficos de
FL3/CD16 versus FL2/CD56, contendo as células em G3, foram utilizados para
quantificar os percentuais das subpopulagdes CD3'CD16 CD56" ¢ CD3'CD16 CD56"
(Fig.6D).



26

R2

—
200 400 Goo SO0 1000
1 1

FL3/CD16 —»
we  1o¥
1 1

[}
g ]
8 ] -
b=l ] =
S E =
5
10} D-""|""|"--|----|----| :E el .-~
0 200 400 600 S00 1000 il il e 3 i
Tamanho —» FLLICD3 —m8M8M8 ——————»
. C . D
= =
o M
=7 =i
B3
o~ ™~
=3 4 27
©o - © -
Y2} =1 [re} =
o " 8~
Y = . S Y = 1
I AR 2 3 q bR T T
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
FLI/CDS  —— FL3/CD16 —————

FIGURA 6 — Seqiiéncia de procedimentos utilizados para as analises dos percentuais das
subpopula¢ées de células NK: CD3'CD16'CD56" ¢ CD3'CD16'CD56" por citometria de
fluxo. (A) Grafico de distribuicio puntual FSC versus SSC utilizado para a selecio da
populacio de interesse, nesse caso linfocitos pequenos — R1. (B) Grafico de distribuicio
puntual FL1/CD3 versus FL3/CD16 utilizado para selecionar a populacio celular CD3"
CD16" (R2). (C) Grifico de distribui¢io puntual FL1/CD3 versus FL2/CD56 utilizado para
selecionar a populacio celular CD3'CD56" (R3). (D) Apés a combinagiio das regides R1, R2
e R3 através das formulas “G2=R2 + R3 e G3=R1 and G2” um grafico de FL3/CD16 versus
FL2/CD56 contendo as células em G3 foi utilizado para quantificar os percentuais das

subpopulacoes de células NK.



27

4.2.1.3 Analise de subpopulacdes de células CD3 CD56"

A anilise de células CD3'CD56" foi realizada segundo protocolo proposto por
COOPER et al. (2001). A figura 7 ilustra a sequéncia de procedimentos para a analise de
células CD3 CD56"™CD16™ ¢ CD3'CD56™€"CD16™". Apos a selecdo da regido de
interesse (R1), baseada em aspectos morfométricos, realizada através de graficos de
distribuicdo puntual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) (Fig.7A), foram
construidos graficos de FL1/CD3 versus FL2/CD56, onde uma regido (R2) selecionou a
populagdo CD3'CD56" (Fig.7B). O proximo passo consistiu na combinagio das regides
R1 e R2 através da formula “G2=R1 and R2”, onde “and” designa a interse¢ao dos
eventos presentes simultaneamente em R1 e R2. Em seguida, graficos de FL3/CDI16
versus FL2/CD56, contendo as células confina-das em G2, foram utilizados para
quantificar os percentuais das subpopulacdes CD3CD56™CD16"" e CD3
CD56™€"CD16™" (Fig.7C).
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FIGURA 7 - Seqiiéncia de procedimentos utilizados para as analises dos percentuais das
subpopulagdes CD3 CD56"™CD16"" ¢ CD3 CD56""¢"CD16™ por citometria de fluxo. (A)
Grafico de distribuicdo puntual FSC versus SSC utilizado para a selecio da populaciao de
interesse, nesse caso linfocitos pequenos — R1. (B) Grafico de distribuicdo puntual
FL1/CD3 versus FL2/CD56 (R2) utilizado para selecionar a populacio celular CD3'CD56"
- R2. (C) Apos a combinaciio das regides R1 e R2, através da formula “G2=R1 and R2”,
um grafico de FL3/CD16 versus FL2/CD56, contendo as células confinadas em G2, foi
empregado para quantificar o percentual das subpopulacées CD3 CD56""CD16™ e CD3"
CD56"""'CD16™.
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4.2.1.4 Analise da expressao do receptor de quimiocina CCRS

A figura 8 ilustra a seqiiéncia de procedimentos para a analise dos receptores de
quimiocinas. Apds a sele¢do da regido de interesse, baseada em aspectos morfométricos
obtidos através de graficos de distribuicdo puntual de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC) (Fig.8A), foram construidos graficos de distribuicdo puntual de
FL1 versus FL2, onde foi construida a regido R2, delimitando a populagdao em estudo
(Fig.8B). O proximo passo consistiu na construgdo de histogramas unidimensionais de
FL1 versus FL2 combinando as regides R1 e R2 para quantificar a intensidade média de

fluorescéncia do receptor na populacao celular de interesse (Fig.8C).
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FIGURA 8 — Sequéncia de procedimentos utilizados para as andlises da expressio de
receptores de quimiocinas por citometria de fluxo. (A) Grafico de distribuicio puntual de
tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) utilizado para a selecio da populacio de
interesse, nesse caso linfocitos pequenos — R1. (B) Grafico de distribuicio puntual
FL1/CD4 versus FL2/CCR5 (R2) utilizado para selecionar a populacio de linfocitos
expressando o receptor — R2. (C) Apds a combinacdo das regioes R1 e R2, através da
formula “G2=R1 and R2”, um histograma unidimensional para quantificar a expressao do
receptor, através de alteracoes na intensidade média de fluorescéncia da populagdo de

distribuicao unimodal.
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4.2.2 Extraciao do DNA, Amplificacdo de CCR5A32

4.2.2.1 Extracao do DNA

O DNA genomico foi isolado a partir de 200uL. de sangue total através do Kit de
extragdo QIAamp Blood Kit (QIAGEN Inc, Santa Clarita, CA) conforme indicado pelo

fabricante.

4.2.2.2 Amplificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A CCRS5 (189 aminoacidos) foi amplificada por PCR do DNA viral utilizando-se
a enzima TaqGold® em uma reagdo com 40 ciclos. Os iniciadores utilizados na reagao
foram: senso CAAAAAGAAGGTCTTCATTACACC (P1) e  anti-senso
CCTGTGCCTCTTCTTCTCATTTCG (P2), conforme mapa abaixo. A PCR foi
preparada para um volume final de 50ul como se segue: Sul de DNA , 10ul de tampao
[200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCIl], 0,3ul de 25mM dNTP, 1ul de primer mix,
0,2ul de TAQ e 33,5ul de dgua . A mistura foi colocada a 5 ciclos em 94°C, 1 min para
desnaturacdo, 56°C, 1 min para anelagdo em 72°C, 1 min e 30 seg para extensdo e depois
40 ciclos em 94°C, 30 seg para desnaturacdo, 61°C, 30 seg para anelagdo em 72°C, 45
seg para extensdo. O produto do PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 3%
com GELRED® e visualizado sob luz ultravioleta. A distribuicdo genotipica foi
determinada por contagem direta. O resultado da amplificacdo da PCR foi um fragmento
de 189pb, quando um alelo normal do CCRS estava presente, ou 157 pb para a variante
com delecao CCR5delta32. Posteriormente foi realizado sequenciamento para confirmar

delecdo CCR5delta32.
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Mapa CCRS

p1 519-542 >

ATCATCTTTACCAGATCT|CAAAAAGAAGGTCTTCATTACACC|TGCAGCTCTC

ATTTTCCATACAGTCAGTATCAATTCTGGAAGAATTTCCAGACATTAAAGAT

AGTCATCTTGGGGCTGGTCCTGCCGCTGCTTGTCATGGTCATCTGCTACTCGG

GAATCCTAAAAACTCTGCTTCGGTGTICGAAATGAGAAGAAGAGGCACAGGG

<+— p2707-684

4.2.3 Quantificacao da Viremia Plasmatica

A quantificagdo do RNA viral foi realizada através da tecnologia b-DNA —
Bayer/ metodologia Versant HIV-1 RNA 3.0 — segundo indicagdes do fabricante. O
limite de detecgdo ¢ de 50 (<1,691l0g;¢) copias/mL.

4.3 Analise Estatistica

A fase exploratoria dos dados foi realizada por meio da Andlise grafica e da
obten¢do de medidas-resumo. Para as variaveis continuas foram calculadas as médias e
medianas. Testes de normalidade foram realizados para cada variavel, permitindo a
escolha do procedimento estatistico mais adequado. A comparacdo entre os grupos foi
realizada por meio das médias, utilizando-se o test t de Student e através das medianas,
utilizou-se o teste de Wilcoxon. Para todos os testes foi utilizado um nivel de
significancia de 5%. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software

Stata 9.0 (StataCorp, 2005).



32

S RESULTADOS

5.1 Caracterizac¢ao dos individuos do estudo

Foram incluidos 28 pacientes comprovadamente infectados pelo HIV-1, por
transmissdo vertical, divididos em dois grupos diferentes de acordo com os critérios de
alocagdo descritos em Material e Métodos. As caracteristicas clinicas, imunolédgicas e
viroldgicas que os pacientes infectados pelo HIV-1 apresentavam no momento da
inclusdo no estudo (2006) e na segunda andlise (2009) estdo descritas na tabela 4 e

foram obtidas através da revisdo do prontuario médico de cada paciente.
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TABELA 4 — Caracteristicas demograficas, clinicas, imunolégicas e virologicas das

criancas infectadas verticalmente pelo HIV-1

Criancas Infectadas pelo HIV-1

Nio tratadas Tratadas

2006 2009 2006 2009
n 9 8 19 19
Idade (mediana - meses) 100.64 143.17 121.21 157.91
Sexo (Masculino/Feminino) 5/4 5/3 11/8 11/8
Classificacao CDC
N 3(33.33%) - 2 (10.53) -
A 4 (44.44%) 6 (75%) 3 (15.79) 2 (10.53)
B 2 (22.22%) 2 (25%) 7 (36.84) 3 (15.79)
C - - 7 (36.84) 14 (73.68)
Uso de TARV
Durante a Gravidez 0 3 (15.79%)
No momento do Parto 0 2 (10.53%)
Até seis semanas 0 0
Aleitamento materno
Nao amentadado 0 3
0 a 3 meses 1 8
3 a 6 meses 1 3
> 6 meses 7 5
Perfil Imunolégico
CD4 mediana(%) 30.00 26.1 23.42 25.24
(IQR 25%-75%) 2456 -32.49  20.75-36.75 11.2-33.24 16.76-36.28

39.79 48.35 41.5 41.30
CD8 mediana (%)
(IQR 25%-75%) 38.57-6.75 36.9-53.6 31.34 - 354-49.6

49.58

Perfil Virolégico
Mediana Carga Viral (log) 4.00 3.53 4.04 1.9 b
(IQR 25%-75%) (3.99-4.17) (2.66—-3.83) (2.23—-4.54) (1.9-5.01)
Terapia Antirretroviral
Nao Tratados 9 8 0 0
Em Tratamento 0 1 19 19

 _ diferenca de significativa entre grupo ndo tratado e tratado entre 2006 e 2009; b diferenca de

significativa entre grupo nao tratado e tratado em 2009; ¢ _ diferenga de significativa entre as criancas

tratadas em 2006 e 2009; IQR: Intervalo interquartil.
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5.2 Anaélise longitudinal da freqiiéncia de subpopulag¢des linfocitarias do

sangue periférico de criancas verticalmente infectadas pelo HIV

5.2.1 Subpopulacdes de células T

Para avaliar o percentual de subpopulagdes de células T (CD4" e CD8") na
populagdo de células totais do sangue periférico foram realizados ensaios de tripla
marcacao e utilizada a estratégia de analise convencional como descrito em Material e
Métodos.

A Figura 9 mostra os resultados do percentual de linfocitos CD4" na populagio
de células Totais do sangue periférico das criangas. A analise dos resultados nao
demonstrou nenhuma diferenca significativa (p>0,05) na populagio de células T CD4",
em 2006, ao comparamos os grupos NT e T (média em %: NT=30,48, T=22,69,
p=0,05). Esse mesmo comportamento foi observado no ano de 2009 (média em %:
NT=20,75, T=25,47, p=0,63). Ao analisarmos percentual de linfocitos CD4" das
criancas nao tratadas em 2006 e compararmos com esse mesmo grupo de criangas em
2009 nao encontramos diferenca significativa (p=0,14). Desse mesmo modo nao
verificamos diferenga significativa (p=0,21) ao compararmos as criangas tratadas em

2006 e 2009.
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FIGURA 9: Anilises do percentual de células T CD4" no sangue periférico de criancas
infectadas verticalmente por HIV-1. A analise dos dados foi realizada, em 2006, incluindo
os grupos Nao Tratados - NT (n=9) e em Tratamento - T (n=19) e em 2009, incluindo os
grupos Nao Tratados - NT (n=8) e em Tratamento - T (n= 19). A analise comparativa do
percentual de células T CD4" em 2006 ¢ em 2009 para o grupo NT esta representada no
grafico. As populagdes celulares foram identificadas utilizando anticorpos monoclonais
anti-CD4/TC, como descrito em Material e Métodos. Os resultados estio expressos em

dispersao e média dos valores individuais obtidos.
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A andlise dos resultados nao demonstrou nenhuma diferenca significativa na
populacdo de células T CD8", em 2006, a0 comparamos os grupos NT e T (média em
%: NT=42,61, T=43,31, p=0,86) (Figura 10). Esse mesmo comportamento foi
observado no ano de 2009 (média em %: NT=44,64, T=43,16, p=0,78). Ao analisarmos
percentual de linfécitos CD8" das criangas ndo tratadas em 2006 e compararmos com
esse mesmo grupo de criangas em 2009 também ndo encontramos diferenca
significativa (p=0,48). Desse mesmo modo ndo verificamos diferenca significativa

(p=0,63) ao compararmos as criangas tratadas em 2006 ¢ 2009.
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FIGURA 10: Analises do percentual de células T CD8" no sangue periférico de criancas
infectadas verticalmente por HIV-1. A andlise dos dados foi realizada, em 2006, incluindo
os grupos Nao Tratados - NT (n=9) e em Tratamento - T (n=19) e em 2009, incluindo os
grupos Nao Tratados - NT (n=8) e em Tratamento - T (n= 19). A analise comparativa do
percentual de células T CD8" em 2006 e em 2009 para o grupo NT esti representada no
grafico. As populagdes celulares foram identificadas utilizando anticorpos monoclonais
anti-CD8/FITC, como descrito em Material e Métodos. Os resultados estdo expressos em

dispersao e média dos valores individuais obtidos.
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5.3 Anailise longitudinal da freqiiéncia de expressao de moléculas de ativacao

em linfocitos do sangue periférico de criancas verticalmente infectadas pelo HIV

5.3.1 Analise da freqiiéncia de células T CD4"HLA-DR"

Para avaliar a freqiiéncia de células CD4 HLA-DR" do sangue periférico foi
realizado ensaio de dupla marcacdo e utilizada a estratégia de andlise convencional
como descrito em Material e Métodos.

Os percentuais de células CD4 HLA-DR 'na populagio de linfocitos CD4" do
sangue periférico das criangas estdo mostrados na Figura 11. A andlise dos resultados
nao demonstrou nenhuma diferenga significativa (p=0,79) na populacdo de células T
CD4"HLA-DR", em 2006, ao comparamos os grupos NT e T (média em %: NT=5,90,
T=7,63). Esse mesmo comportamento foi observado no ano de 2009 (média em %:
NT=5,97, T=11,74, p=0,07). Na analise dos resultados ndo verificamos diferenga
significativa (p=0,89) ao compararmos as criangas ndo tratadas em 2006 e 2009.
Entretanto, a analise dos dados revelou aumento significativo (representado no grafico)
no percentual de células CD4 ' HLA-DR" circulantes no sangue periférico das criangas
do grupo T, em 2009 (p=0,001), em relagdo a esse mesmo grupo de criangas avaliadas

em 2006.
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FIGURA 11: Anilises do percentual de células T CD4"HLA-DR'/CD4" no sangue
periférico de criancas infectadas verticalmente por HIV-1. A andlise dos dados foi
realizada, em 2006, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=9) e em Tratamento - T (n=
19) e em 2009, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=8) e em Tratamento - T (n= 19).
A anilise comparativa do percentual de células T CD4"HLA-DR'/CD4" em 2006 ¢ em
2009 esta representada no grafico. As populagoes celulares foram identificadas utilizando
anticorpos monoclonais anti-CD4/FITC e anti-HLA-DR/APC, como descrito em Material
e Métodos. Os resultados estio expressos em dispersao e média dos valores individuais

obtidos.



40

5.3.2 Anilise da freqiiéncia de células T CD4"'CD38"

Para avaliar a freqiiéncia de células CD4CD38" do sangue periférico foi
realizado ensaios de dupla marcagdo e utilizada a estratégia de analise convencional
como descrito em Material e Métodos.

Os percentuais de células CD4'CD38 na populagdo de linfocitos CD4" do
sangue periférico das criangas estdo mostrados na Figura 12. A andlise dos resultados
ndo revelou diferenca significativa no percentual de células CD4 'CD38" circulantes no
sangue periférico das criancas do grupo NT e T, em 2006 (média em %: NT=77,90;
T=66,61, p=0,23), ¢ nem na andlise realizada em 2009 (média em %: NT=73,76;
T=74,72; p=0,16). Ao analisarmos percentual de linfécitos CD4'CD38" das criangas
ndo tratadas em 2006 e compararmos com esse mesmo grupo de criangas em 2009
(p=0,08) também ndo encontramos diferenca significativa. Desse mesmo modo nao
verificamos diferenca significativa ao compararmos as criangas tratadas em 2006 e 2009

(p=0,80).
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FIGURA 12: Anilises do percentual de células T CD4'CD38'/CD4" no sangue periférico
de criancas infectadas verticalmente por HIV-1. A analise dos dados foi realizada, em
2006, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=9) e em Tratamento - T (n= 19) e em
2009, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=8) e em Tratamento - T (n=19). A analise
comparativa do percentual de células T CD4°'CD38"/CD4" em 2006 e em 2009 esta
representada no grafico. As populacdes celulares foram identificadas utilizando anticorpos
monoclonais anti-CD4/FITC e anti-CD38/PE, como descrito em Material e Métodos. Os

resultados estiao expressos em dispersao e média dos valores individuais obtidos.
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5.3.1 Analise da freqiiéncia de células T CD§"HLA-DR"

. o A . 7 =+ + ey
Para avaliar a freqiiéncia de células CD8 HLA-DR" do sangue periférico foram
realizados ensaios de dupla marcagdo e utilizada a estratégia de andlise convencional

como descrito em Material e Métodos.

Os resultados relativos aos percentuais de células CDS'HLA-DR " na populagio
de linfocitos CD8" do sangue periférico das criancas estdo mostrados na Figura 13. A
analise dos dados ndo mostrou diferenga significativa no percentual de células
CDS8'HLA-DR" circulantes no sangue periférico de criancas do grupo NT em relagdo ao
grupo T em 2006 (média em %: NT=22,62 ; T =17,46, p=0,28) ¢ em 2009 (média em
%: NT=24,61; T=19,73, p=0,37). Ao analisarmos percentual de linfocitos CD8 " HLA-
DR" das criancas ndo tratadas em 2006 e compararmos com esse mesmo grupo de
criangas em 2009 também nd3o encontramos diferenca significativa (p=0,36). Desse
mesmo modo nao verificamos diferenca significativa (p=0,17) ao compararmos as

criangas tratadas em 2006 e 2009.
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FIGURA 13: Anilises do percentual de células T CDS'HLA-DR'/CD8" no sangue
periférico de criancas infectadas verticalmente por HIV-1. A andlise dos dados foi
realizada, em 2006, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=9) e em Tratamento - T (n=
19) e em 2009, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=8) e em Tratamento - T (n= 19).
A anilise comparativa do percentual de células T CDS'HLA-DR'/CD8" em 2006 e em
2009 esta representada no grafico. As populacdes celulares foram identificadas utilizando
anticorpos monoclonais anti-CD8/TC e anti-HLA-DR/APC, como descrito em Material e
Métodos. Os resultados estio expressos em dispersio e média dos valores individuais

obtidos.
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5.3.2 Anilise da freqiiéncia de células T CD§'CD38"

Para avaliar a freqiiéncia de células CD8'CD38" do sangue periférico foram
realizados ensaios de dupla marcagdo e utilizada a estratégia de andlise convencional
como descrito em Material e Métodos.

Os resultados relativos aos percentuais de células CD8'CD38" na populagdo de
linfocitos CD8" do sangue periférico das criangas estdo mostrados na Figura 14. A
analise dos dados ndo mostrou diferenca significativa no percentual de células
CD8'CD38" circulantes no sangue periférico de criangas do grupo NT em relagdo ao
grupo T (média em %: NT=74,04; T=55,84; p=0,09), em 2006. Em 2009, nova analise
do percentual de células CD8'CD38" foi realizada e os resultados também ndo
revelaram diferenca significativa entre os grupos NT e T (média em %: NT=74,46;
T=56,73; p=0,05). Ao analisarmos percentual de linfocitos CD8'CD38" das criangas
ndo tratadas em 2006 e compararmos com esse mesmo grupo de criangas em 2009
também nao encontramos diferenga significativa (p=0,59). Desse mesmo modo nao
verificamos diferenca significativa (p=,047) ao compararmos as criangas tratadas em

2006 e 2009.
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FIGURA 14: Anilises do percentual de células T CD8'CD38'/CD8" no sangue periférico

de criancas infectadas verticalmente por HIV-1. A andlise dos dados foi realizada, em

2006, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=9) e em Tratamento - T (n= 19) e em

2009, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=8) e em Tratamento - T (n=19). A analise

comparativa do percentual de células T CD8'CD38"/CD8" em 2006 e¢ em 2009 esta

representada no grafico. As populacées celulares foram identificadas utilizando anticorpos

monoclonais anti-CD8/APC e anti-CD38/PE, como descrito em Material e Métodos. Os

resultados estao expressos em dispersao e média dos valores individuais obtidos.
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5.3.3 Analise da freqiiéncia de células T HLA-DR'CD38"

Para avaliar a freqiiéncia de células CD4 ' HLA-DR'CD38" e células CDS" HLA-
DR'CD38" do sangue periférico foram realizados ensaios de tripla marcacio e utilizada
a estratégia de analise convencional como descrito em Material e Métodos.

Os resultados relativos aos percentuais de células CD4 HLA-DR'CD38" na
populagdo de linfocitos CD4" do sangue periférico das criangas estio mostrados na
Figura 15A. A analise dos resultados ndo revelou diferenca significativa no percentual
de células CD4 " HLA-DR'CD38" circulantes no sangue periférico de criangas do grupo
NT em relagdo ao grupo T (média em %: NT=8,96; T=16,54; p=0,43).

Os resultados relativos aos percentuais de células CDS'HLA-DR'CD38" na
populagdo de linfocitos CD8" do sangue periférico das criangas estio mostrados na
Figura 15B. A anilise do percentual de linfocitos CD8'HLA-DR'CD38" no sangue
periférico das criangas avaliadas ndo revelou diferenga significativa entre os grupos NT

e T (média em %: NT=4,38; T=3,38; p=0,96).
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FIGURA 15: Anilises do percentual de células T CD4 " HLA-DRCD38"/CD4" (A) e de
células T CDS'HLA-DRCD38"/CD8" (B) no sangue periférico de criancas infectadas
verticalmente por HIV-1. A analise dos dados foi realizada, em 2009, incluindo os grupos
Nao Tratados - NT (n=8) e em Tratamento - T (n= 19). As populacées celulares foram
identificadas utilizando anticorpos monoclonais anti-CD4/FITC, anti-CD38/PE, anti-
HLA-DR/TC e anti-CD8/APC, como descrito em Material e Métodos. Os resultados estio

expressos em dispersdo e média dos valores individuais obtidos.
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5.4 Analise longitudinal da freqiiéncia de populagdes e subpopulacdes de

células NK no sangue periférico de criancas verticalmente infectadas pelo HIV

5.4.1 Distribuicio percentual da populacio de células NK

A Figura 16 mostra o resultado do percentual de células NK totais (CD3'CD16
"CD56™) na populagdo de células totais circulantes. A anélise dos resultados ndo
revelou diferenga significativa no percentual de células NK totais nas criangas do grupo
NT e T, em 2006 (média em %: NT=9,57; T=14,22; p=0,23). Em 2009, nova anélise foi
realizada e os resultados também ndo revelaram diferenga significativa (média em %:
NT=9,85; T=13,5; p=0,60) entre os grupos NT e T. Na andlise comparativa dos
resultados do percentual de células NK totais em 2006 em relacdo a 2009 para o grupo
de criangas ndo tratadas nao foi encontrada diferenga significativa (p=0,58). A analise
comparativa dos resultados do percentual de células NK totais, em 2006 ¢ 2009, ndo

revelou diferenca significativa entre as criangas tratadas (p=0,87).
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FIGURA 16: Analise do percentual de células NK CD3CD16"'CD56™ no sangue
periférico de criancas infectadas verticalmente por HIV-1. A andlise dos dados foi
realizada, em 2006, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=9) ¢ em Tratamento -
T (n= 19) e em 2009, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=8) e em Tratamento -
T (n= 19). A analise comparativa do percentual de células NK CD3 CD16""CD56"" em
2006 e em 2009 esta representada no grafico. As populacées celulares foram identificadas
utilizando anticorpos monoclonais anti-CD3/FITC, anti-CD16/PE e anti-CD56/TC, como
descrito em Material e Métodos. Os resultados estao expressos em dispersao e média dos

valores individuais obtidos.
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5.4.2 Distribuicdo percentual de subpopulacdes de células NK

Para quantificar os percentuais das subpopula¢des de células NK (CD3"
CD16°CD56,, CD3'CD16'CD56" ¢ CD3'CDI16CD56") do sangue periférico foram
realizados ensaios de tripla marcacdo e utilizada a estratégia de andalise para as células
NK, segundo proposto por Gaddy et al. (1997), como descrito em Material ¢ Métodos.

A analise do percentual das células CD3'CD16'CD56  (FIG.17) revelou
freqliéncia significativamente maior (p=0,002) nas criangas infectadas ndo tratadas com
antirretroviral quando comparadas com as criangas infectadas tratadas, em 2006 (média
em %: NT=47,65; T=17,52). Da mesma maneira, em 2009, a analise do percentual das
células CD3'CD16'CD56  também revelou freqiiéncia significativamente maior
(p=0,001) nas criangas infectadas ndo tratadas com antirretroviral quando comparadas
com as criangas infectadas tratadas (média em %: NT=52,28; T=20,47). Ja na analise do
percentual das células CD3°'CD16 CD56" das criangas infectadas ndo tratadas em 2006
ndo revelou diferenga significativa em relacdo a esse mesmo grupo de criangas
avaliadas em 2009 (p=0,81). Esse mesmo comportamento foi observado ao

compararmos as criangas infectadas tratadas em 2006 ¢ 2009 (p=0,05).
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FIGURA 17: Anilise do percentual de células NK CD3'CD16"CD56 no sangue periférico
de criangas infectadas verticalmente por HIV-1. A andlise dos dados foi realizada, em
2006, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=9) e em Tratamento - T (n= 19) e em
2009, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=8) e em Tratamento - T (n=19). A analise
comparativa do percentual de células NK CD3'CD16'CD56" em 2006 e em 2009 esta
representada no grafico. As populac¢oes celulares foram identificadas utilizando anticorpos
monoclonais anti-CD3/FITC, anti-CD16/PE e anti-CD56/TC, como descrito em Material e
Métodos. Os resultados estdo expressos em dispersio e média dos valores individuais

obtidos.
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A andlise do percentual de células CD3 CD16 CD56" (FIG 18) ndo revelou
diferengas significativas entre os grupos avaliados NT e T, em 2006 (média em %:
NT=23,20; T=37,24; p=0,05). Entretanto, no ano de 2009, as criangas ndo tratadas com
antirretroviral revelaram percentual de células CD3'CD16 CD56" significativamente
menor que as criangas tratadas (média em %: NT=26,64; T=40,66; p=0,03). A analise
do percentual das células CD3'CD16'CD56" das criancas infectadas ndo tratadas em
2006 nao revelou diferenca significativa em relagdo a esse mesmo grupo de criangas
avaliadas em 2009 (p=0,05). A analise do percentual das células CD3'CD16'CD56" das
criancas infectadas tratadas em 2006 também ndo revelou diferenga significativa em

relacdo a esse mesmo grupo de criangas avaliadas em 2009 (p=0,05).
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FIGURA 18: Anailise do percentual de células NK CD3°'CD16"CD56" no sangue periférico
de criancas infectadas verticalmente por HIV-1. A analise dos dados foi realizada, em
2006, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=9) e em Tratamento - T (n= 19) e em
2009, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=8) e em Tratamento - T (n=19). A analise
comparativa do percentual de células NK CD3'CD16 CD56" em 2006 e¢ em 2009 esta
representada no grafico. As populacoes celulares foram identificadas utilizando anticorpos
monoclonais anti-CD3/FITC, anti-CD16/PE e anti-CD56/TC, como descrito em Material e
Métodos. Os resultados estio expressos em dispersio e média dos valores individuais

obtidos.
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Com relacdo a fracio de células CD3'CD16CD56" (FIG 19), a analise nio
revelou diferengas significativas entre os grupos NT e T, em 2006 (média em %:
NT=29,15; T=45,24; p=0,08). Entretanto, no ano de 2009, foi observado percentual
significativamente menor de células CD3'CDI16CD56" no grupo de criangas ndo
tratadas em relagdo ao grupo de criangas tratadas (média em %: NT=21,33; T=38,82;
p=0,02). Na analise do percentual das células CD3'CD16'CD56" das criangas infectadas
ndo tratadas em 2006 ndo revelou diferenga significativa (p=0,11) em relacdo a esse
mesmo grupo de criancas avaliadas em 2009. A analise do percentual de células CD3"
CD16 CD56" revelou queda significativa dessa populagdo celular no grupo T no ano de

2009 em relagao a 2006 (p=0,001).
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FIGURA 19: Anilise do percentual de células NK CD3'CD16 CD56" no sangue periférico
de criancas infectadas verticalmente por HIV-1. A analise dos dados foi realizada, em
2006, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=9) e em Tratamento - T (n= 19) e em
2009, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=8) e em Tratamento - T (n=19). A analise
comparativa do percentual de células NK CD3'CD16CD56" em 2006 ¢ em 2009 esta
representada no grafico. As populacées celulares foram identificadas utilizando anticorpos
monoclonais anti-CD3/FITC, anti-CD16/PE e anti-CD56/TC, como descrito em Material e
Métodos. Os resultados estio expressos em dispersio e média dos valores individuais

obtidos.
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As células NK também podem ser -categorizadas em quatro outras
subpopulagdes baseadas na intensidade de expressdo de CD56. Para quantificar os
percentuais das subpopulacdes de células NK (CD3CD16'CD56%™, CD3'CD16
CD56%™, CD3'CD16'CD56™™ ¢ CD3'CD16 CD56™™) do sangue periférico foram
realizados ensaios de tripla marcacdo e utilizada a estratégia de analise para as células
NK, segundo proposto por Cooper et al. (2001), como descrito em Material ¢ Métodos.

A anilise do percentual das células CD3 CD16'CD56%™ (FIG. 20) revelou
percentual significativamente menor (p=0,0004) nas criangas infectadas ndo tratadas
com antirretroviral quando comparadas com as criangas infectadas tratadas, tanto na
analise realizada em 2006 (média em %: NT=45,97; T=77,74; p=0,0004), quanto na
analise feita em 2009 (média em %: NT=43,43; T=76,02; p=0,001). Ja na analise do
percentual das células CD3°CD16"°CD56“™ das criangas infectadas ndo tratadas em
2006 nao revelou diferenga significativa (p=0,64) em relacdo a esse mesmo grupo de
criangas avaliadas em 2009. Esse mesmo comportamento foi observado ao

compararmos as criangas infectadas tratadas em 2006 e 2009 (p=0,56).
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FIGURA 20: Anilise do percentual de células NK CD3CD16°CD56"™ no sangue

periférico de criancas infectadas verticalmente por HIV-1. A anilise dos dados foi

realizada, em 2006, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=9) e em Tratamento -

T (n= 19) e em 2009, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=8) e em Tratamento -

T (n= 19). A analise comparativa do percentual de células NK CD3 CD16°CD56"™ em

2006 e em 2009 esta representada no grafico. As populacées celulares foram identificadas

utilizando anticorpos monoclonais anti-CD3/FITC, anti-CD16/PE e anti-CD56/TC, como

descrito em Material e Métodos. Os resultados estio expressos em dispersao e média dos

valores individuais obtidos.
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A andlise do percentual das células CD3'CD16'CD56%™ (FIG. 21) néo revelou
diferencga significativa nas criancas infectadas ndo tratadas com antirretroviral quando
comparadas com as criangas infectadas tratadas, em 2006 (média em %: NT=2,30;
T=3,18; p=0,39), Em 2009, a andlise dos resultados também ndo revelou diferenca
significativa no percentual de células CD3 CD16 CD56“™ no grupo NT em rela¢do ao
grupo T (média em %: NT=2,04; T=3,56; p=0,40). Ja na andlise dos resultados do
percentual de células CD3'CD16 CD56%™ nas criangas infectadas ndo tratadas revelou
queda significativa do percentual em 2009 em relagdo a esse mesmo grupo de criangas
avaliadas em 2006 (p=0,04). Entretanto, a analise do percentual de células CD3'CD16
CD56%™ das criancas infectadas tratadas em 2006 ndo revelou diferenca significativa

em relacdo a esse mesmo grupo de criangas avaliadas em 2009 (p=0,15).
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FIGURA 21: Anilise do percentual de células NK CD3 CD16'CD56"™ no sangue periférico
de criancas infectadas verticalmente por HIV-1. A analise dos dados foi realizada, em
2006, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=9) e em Tratamento - T (n= 19) e em
2009, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=8) e em Tratamento - T (n=19). A analise
comparativa do percentual de células NK CD3'CD16CD56"™ em 2006 ¢ em 2009 esti
representada no grafico. As populacées celulares foram identificadas utilizando anticorpos
monoclonais anti-CD3/FITC, anti-CD16/PE e anti-CD56/TC, como descrito em Material e
Métodos. Os resultados estio expressos em dispersio e média dos valores individuais

obtidos.
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A Figura 22 mostra o resultado do percentual de células CD3°CD16 CD56™ €M
no sangue periférico de criangas infectadas pelo HIV-1. A andlise dos resultados ndo

revelou diferenca significativa no percentual de células CD3°CD16'CD56™&™

nas
criangas do grupo NT e T, em 2006 (média em %: NT=7,62; T=5,83; p=0,27).
Diferenga significativa também ndo foi observada na analise dos resultados realizada
em 2009 (média em %: NT=6,94; T=6,11; p=0,64). A analise dos resultados do
percentual de células CD3°'CD16°CD56™€" nas criangas infectadas ndo tratadas ndo
revelou diferenca significativa ao comparamos os dados da analise realizada em 2006
em relagdo a 2009 (p=0,19). Dessa mesma forma, a analise dos resultados do percentual
de células CD3'CD16 CD56™¢" nas criangas infectadas tratadas ndo revelou diferenca

significativa ao compararmos os dados da andlise realizada em 2006 em relagdo a 2009

(p=0,82).
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FIGURA 22: Anilise do percentual de células NK CD3'CD16°CD56"" no sangue
periférico de criancas infectadas verticalmente por HIV-1. A andlise dos dados foi
realizada, em 2006, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=9) e em Tratamento -
T (n= 19) e em 2009, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=8) e em Tratamento - T
(n=19). A anilise comparativa do percentual de células NK CD3"CD16"CD56""*" em 2006
e em 2009 esta representada no grafico. As populacées celulares foram identificadas
utilizando anticorpos monoclonais anti-CD3/FITC, anti-CD16/PE e anti-CD56/TC, como
descrito em Material e Métodos. Os resultados estio expressos em dispersao e média dos

valores individuais obtidos.
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A Figura 23 mostra o resultado do percentual de células CD3'CD16 CD56™€"
no sangue periférico de criangas infectadas pelo HIV-1. A andlise dos resultados ndo

revelou diferenca significativa no percentual de células CD3 CD16 CD56™ €™

nas
criangas do grupo NT e T, em 2006 (média em %: NT=0,66; T=0,71; p=0,82).
Diferenga significativa também ndo foi observada na analise dos resultados realizada
em 2009 (média em %: NT=0,56; T=1,09; p=0,23). A analise dos resultados do
percentual de células CD3'CD16 CD56™¢" nas criangas infectadas ndo tratadas nio
revelou diferenca significativa ao comparamos os dados da analise realizada em 2006
em relacdo a 2009 (p=0,12). Entretanto, a analise dos resultados do percentual de

células CD3 CD16CD56™" nas criancas infectadas tratadas revelou aumento

significativo ao comparamos os dados da andlise realizada em 2009 em relacdo a 2006

(p=0,01).
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FIGURA 23: Anilise do percentual de células NK CD3 CD16 CD56"" no sangue
periférico de criancas infectadas verticalmente por HIV-1. A andlise dos dados foi
realizada, em 2006, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=9) e em Tratamento -
T (n= 19) e em 2009, incluindo os grupos Nao Tratados - NT (n=8) e em Tratamento - T
(n=19). A anilise comparativa do percentual de células NK CD3'CD16 CD56"™" em 2006
e em 2009 esta representada no grafico. As populacées celulares foram identificadas
utilizando anticorpos monoclonais anti-CD3/FITC, anti-CD16/PE e anti-CD56/TC, como
descrito em Material e Métodos. Os resultados estio expressos em dispersao e média dos

valores individuais obtidos.
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5.5 Expressao de receptor de quimiocina CCRS no sangue periférico de
criancas verticalmente infectadas pelo HIV

Para avaliar a expressdo do receptor de quimiocina CCRS em linfocitos CD4 " do
sangue periférico foram realizados ensaios de dupla marcacdo e utilizada estratégia de
analise especifica como descrito em Material e Métodos.

A expressio de CCRS em linfocitos CD4" no sangue periférico das criangas
infectadas pelo HIV-1 estd mostrada na Figura 24. A andlise dos dados ndo revelou
diferenca significativa na expressdo de CCR5 em linfocitos CD4 " circulantes no sangue
periférico de criancas infectadas pelo HIV-1 ndo tratadas em relagdo as criangas
infectadas pelo HIV-1 tratadas com antirretroviral (média em %: NT=28,54 ; T=19,10;

p=0,34).
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FIGURA 24 - Expressio do receptor de quimiocina CCRS em linfécitos CD4" circulantes
no sangue periférico de criancas infectadas verticalmente por HIV-1. A analise dos dados
foi realizada, em 2009, incluindo os grupos Nio Tratados - NT (n=8) e em Tratamento -
T (n=19). As populacgdes celulares foram identificadas utilizando anticorpos monoclonais
anti-CD4/FITC e anti-CCRS/PE, como descrito em Material e Métodos. Os resultados

estio expressos em dispersio e média dos valores individuais obtidos.
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5.6 Analise da variante polimorfica delta32 do receptor de quimiocinas

proinflamatoria CCRS

A andlise dos alelos do receptor de quimiocinas proéinflamatérias CCRS no
sangue periférico das criangas infectadas pelo HIV-1 estd mostrada nas Figuras 25 e 26.
A andlise do gel mostrou que, na nossa populacdo estudada, ndo ha nenhum paciente
homozigotico para delecdo de 32 pares de base nos alelos da CCRS. Nossos dados ainda
revelaram que o paciente seis apresentou perfil heterozigotico (CCRS/ CCR5A32"Y), ou
seja apresentou um alelo com dele¢do de 32 pares de base (CCR5A32) e um alelo do
tipo selvagem. Os demais pacientes demonstraram perfil compativel com o normal, ou

seja, sem delecdo de genes da CCRS.
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FIGURA 25 — Perfil da PCR do sangue periférico dos pacientes infectados por HIV-1. Os
iniciadores foram usados para gerar fragmento selvagem de 189 pb e fragmento com
delecio de 157 pb e a corrida foi realizada em gel de agarose a 2%. A posicio 6 representa
o paciente heterozigoto, sendo um alelo do tipo selvagem (189pb) e um alelo com delecio
de 32pb (157pb). Os demais pacientes apresentaram perfil normal com dois alelos do tipo

selvagem (189pb).
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Figura 26 — Perfil da PCR do sangue periférico dos pacientes infectados por HIV-1. Os
iniciadores foram usados para gerar fragmento selvagem de 189 pb e fragmento com
delecdo de 157 pb e a corrida foi realizada em gel de agarose a 2%. Todos os pacientes

apresentaram perfil normal com dois alelos do tipo selvagem (189pb).
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6 DISCUSSAO

Os perfis de progressdao para AIDS entre os pacientes infectados pelo HIV-1
variam e dependem de uma complexa interagdo entre fatores do hospedeiro e o potencial
patogénico do virus. Criangas infectadas verticalmente pelo HIV-1 tém periodos de
laténcia até¢ o desenvolvimento da AIDS menores que os adultos. Criancas infectadas
verticalmente pelo HIV-1 e assintomaticas por mais de sete anos sdo pouco usuais,
representando apenas 2% da populagdo infectada pelo HIV-1. Essas criancas sdo de
grande interesse, ja que representam a chance de se estudar a evolu¢do natural da
infeccao pelo HIV-1.

O presente estudo objetivou uma analise longitudinal, por citometria de fluxo,
dos linfocitos T do sangue periférico de criangas infectadas pelo HIV, a fim de detalhar
o perfil fenotipico da resposta imune desencadeada pela infec¢do pelo HIV. A infeccao
pelo HIV tem sido bastante estudada nos seus mais diversos detalhes. Um aspecto dessa
infec¢do que se tornou importante neste periodo foi que, apesar de causar significativas
alteragdes imunologicas e viroldgicas na maioria das criangas infectadas, ha um
subgrupo que mantém boa evolugdo imunoldgica e viroldgica sem uso de terapia
(OFORI-MANTE et al, 2007).

Esses pacientes tém sido definidos de modos diferentes pelos autores, sendo:
criangas infectadas verticalmente que sobreviveram por mais de oito anos, em uso de um
ou no maximo dois antirretrovirais (PAUL et al., 2005) ou criangas que na auséncia de
tratamento permaneciam assintomaticas, com contagem de CD4" normal e carga viral
relativamente baixa ou indetectavel (HOGAN et al., 2001.). Em nosso estudo, utilizamos
a segunda defini¢ao.

Desde 1994, depois da divulgagdo do protocolo 076 do Aids Clinical Trial Group
(PACTG 076), sabe-se que o uso da zidovudina (AZT) pela gestante infectada e pelo
recém-nascido, durante as primeiras semanas de vida, pode reduzir em cerca de 70% o
risco de a crianga ser infectada, sendo considerado um dos principais avangos no
conhecimento sobre a AIDS (CONNOR et al., 1994). Desde entdo varios fatores de risco
foram identificados e medidas foram adotadas com o mesmo objetivo. O uso combinado
dos anti-retrovirais (ARV) (WATTS, 2002; MINKOFF, 2003), a via de parto de acordo

com a carga viral materna (GARCIA et al.,1999), ¢ a substituicdo do aleitamento
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materno por formula lactea (ABRAMS et al.,2004; MAGDER et al., 2005) sdo
considerados determinantes na reducao da transmissao vertical do virus.

De acordo com o Ministério da Satde, a terapia antirretroviral combinada esta
indicada para as mulheres gravidas que preencham os critérios para inicio de tratamento,
visando o controle de sua infec¢do ¢ a reducdo da transmissao vertical do HIV. Estudos
clinicos e observacionais indicam que a transmissao vertical do HIV ¢ muito pequena,
quando utilizados esquemas antirretrovirais potentes, que reduzem drasticamente a carga
viral materna do HIV. Além disso, o aleitamento materno representa risco adicional de
transmissao de 7% a 22% (BOBAT et al., 1997; DUNN et al.,1992; GRAY et al., 1997;
NDUATI et al., 2000; Tess et al., 1998). Em nosso estudo, todas as mées de criangas
ndo tratadas ndo fizeram uso de terapia antirretroviral durante a gestacdo e nem no
momento do parto, como preconizado pelo Ministério da Saude. Ainda em nosso estudo
todas as criancas ndo tratadas tiveram aleitamento materno, o que nos faz acreditar que o
aleitamento materno nao influenciou no tipo de evolugdo da infec¢do. Esse resultado
pode ser indicativo de que essas criangas, provavelmente, podem ter sido contaminadas
por virus menos patogénico além de possivelmente contarem com uma resposta
imunolodgica diferenciada e por isso desenvolveram periodo de laténcia mais prolongado.

Diversos componentes do compartimento celular sdo recrutados durante a
infec¢@o pelo HIV-1. Considerando a estimulagdo do sistema imune induzido durante a
infeccdo pelo HIV-1, pode-se sugerir que eventos imunoldgicos estejam relacionados
tanto com processos imunopatoldgicos, quanto com mecanismos para a eliminacao do
agente etiologico e controle da infecgdo (CLERICI et al., 1989; SLEASMAN et al.,
1996).

A caracterizacdo do perfil imunologico predominante durante o estabelecimento
da infec¢@o ¢ de fundamental importancia para se determinar o papel da resposta imune
e sua associacdo com o perfil de desenvolvimento da infeccio pelo HIV
(SCHLESINGER et al., 1995; De MARTINO et al., 1998).

A contagem de CD4 e a carga viral sdo os principais parametros utilizados,
mundialmente, para avaliar o desenvolvimento da infec¢do em criangas infectadas pelo
virus HIV. A discordancia na resposta viral e imunolégica ocorre de forma mais
freqliente em criangas que em adultos. Fatores que contribuem para essa discordancia

sdo ainda pouco conhecidos e podem incluir causas virais e do hospedeiro (GHAFFARI
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et al., 2004). O uso da terapia antirretroviral melhorou consideravelmente o prognostico
das criancgas infectadas pelo HIV-1 tanto nos paises desenvolvidos quanto nos paises em
desenvolvimento (PUTHANAKIT et al.,2007). Tendo em vista o exposto nesse presente
estudo, a populacdo de pacientes infectados foi subclassificada em dois grupos distintos
NT, T.

Um importante achado do presente trabalho foi a capacidade das criangas
infectadas pelo HIV-1 manterem a contagem de células T CD4", apos trés anos de
seguimento, mesmo na auséncia de qualquer tratamento antirretroviral. Estudos mostram
que criancas progressoras lentas geralmente ndo experimentam deplegdo de células T
CD4", normalmente, observada na progressio da infeccdo pelo HIV-1, embora alguns
casos de declinio ja tenham sido descritos (HUNT et al.,2008; ANDRADE et al.,2008).
Em nossa populacio de estudo, observou-se estabilidade na contagem de CD4,
indicando preservagao da competéncia imune no periodo avaliado.

A terapia antirretroviral tem demonstrado ter um profundo impacto no aspecto
imunologico do desenvolvimento da infeccdo pelo HIV-1 (RESINO et al,2003). A
recuperagio dos valores de CD4" apos o tratamento, também, tem sido descrita desde os
primeiros estudos com monoterapia (BOGNER & GOEBEL, 1991; MELLORS et al.,
1996). Mas diferentemente desses achados, nas criangas analisadas nesse estudo o uso da
terapia antirretroviral ndo provocou modificagdo na contagem de células T CD4" em
relacdo ao grupo de criangas tratadas analisadas 2006 e 2009. O grupo de criangas
tratadas foi composto por criancas com falha e sucesso imunologico, o que,
provavelmente, contribuiu para esse resultado.

Talvez a resposta mais efetiva as células infectadas pelo virus HIV-1 seja a
resposta das células T CD8". Embora estudos de deplegdo dessas células nio sejam
definitivos, a deplecdo de células T CD8" em modelos experimentais da infec¢do pelo
HIV-1 correlaciona-se com aumento na carga viral e declinio na contagem de células T
CD4" (FRIEDRICH et al.,2007). No presente estudo, todas as criangas, independente do
grupo, apresentaram altos valores de linfocitos T CD8" e assim como observado com a
populacdo de linfocitos T CD4 ", também houve manutencdo na contagem de linfocitos T
CDS". Esse resultado pode indicar que, nos nossos grupos, a presenca de células T CD8"
pdde contribuir para o controle da replicagdo viral e consequentemente conter o

desenvolvimento da infeccdo pelo virus HIV-1, j& que tanto as criangas ndo tratadas
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quanto as tratadas mantiveram contagens estaveis de linfocitos T CD4" e bom controle
da carga viral com niveis baixos ou indetectaveis de replicacdo viral. A qualidade da
resposta dos linfocitos T CD8" também ¢é de grande relevancia e pode estar contribuindo
para manutencdo do bom controle da infec¢do pelo HIV-1. Com isso, ¢ importante
ressaltar que com boa condugio clinica dos pacientes infectados pelo HIV-1, em uso ou
ndo de antirretrovirais, o status imunoldgico se mantém estavel, resultando em boa
evolucao como observado nesse estudo.

As criangas do grupo Nao Tratado foram caracterizadas por apresentar
manuten¢do nos valores da carga viral nas analises realizadas em 2006 e 2009, mesmo
na auséncia de tratamento com antirretroviral. Esse achado pode corroborar com nossa
hipdtese inicial de que essas criangas podem ter sido infectadas por virus menos
patogénico além de provavelmente possuirem resposta imunoldgica capaz de manter a
replicagdo viral sob controle. Em criangas em uso de HAART, a carga viral foi reduzida
para limites indetectaveis em 2009. Esse achado ¢ similar ao que geralmente ¢ observado
em estudos na Europa e nos Estados Unidos. (van ROSSUM et al.,2002), que mostram
que antirretrovirais, geralmente, induzem uma redugdo na carga viral a niveis
indetectaveis (PRENDERGAST et al.,2008). Na comparagdo entre grupos Nao Tratados
e Tratados houve diferencga significativa tanto em 2006 quanto em 2009, ou seja, nesse
presente trabalho o uso da terapia antirretroviral contribuiu de forma significativa para o
controle da replicagao viral.

Sabe-se que multiplos fatores podem estar associados ao perfil de
desenvolvimento lento da infec¢do pelo HIV-1, em criangas e adultos, na auséncia de
qualquer tratamento com antirretroviral (BLANKSON & SILICIANO,2008). A ativacdo
imune tem recebido o maior foco de atengdo nos ultimos tempos em pacientes adultos
progressores lentos (LIU et al.,1998; CHOUDHARY et al, 2007). Alguns marcadores de
superficie tais como HLA-DR e CD38 sao normalmente utilizados como indicadores de
ativacdo de células T. Esses marcadores se alteram em paralelo com a progressdo da
infecc¢do pelo HIV (SCHLESINGER et al, 1995; De MARTINO et al, 1998).

Atualmente, ja estd muito bem estabelecido na literatura que marcadores de
ativacdo celular também sao capazes de predizer a forma de progressao da doenga em
adultos (STITES et al., 1986; LEVACHER et al., 1992; GIORGI et al.,1993; LIU et al.,
1997). Com excegdo de alguns estudos que demonstraram aumento (ARNO et al., 1998)
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ou estabilidade (SCOTT et al., 1989) na ativacdo celular apds a terapia, a grande maioria
dos trabalhos tem evidenciado quedas significativas na expressdo de HLA-DR na
vigéncia do tratamento (AUTRAN et al., 1997; BORKOWSKY et al., 2000).

LIU et al.,1997 mostraram que a expressdo de CD38" em células T foi o melhor
preditor de progressio da doenca que outros marcadores de ativagdo em adultos.
Diferentes estudos foram conduzidos durante a década de 90 avaliando o valor
progndstico da molécula CD38. A maioria deles mostrou que a expressdo de CD38 em
células T CD8" pode ser considerada bom marcador de progressio da doenca, em
adultos, independente da contagem de CD4" e carga viral (GIORGI & DETELS, 1989;
GIORGI et al, 1993; MOCROFT et al, 1997, CARBONE et al., 2000).
Ocasionalmente, a presenca da subpopulagdo linfocitaria CD8'CD38" teve maior valor
preditivo para progressio da doenga que a contagem de linfocitos CD4" e carga viral
(GIORGI et al, 1993). Estudos em criangas concluiram que subpopulagdes de linfocitos
CDS8, incluindo CD8'CD38", tém sido associadas com maior progressdo da doenca
(ALDHOUS et al., 1996; SHERMAN et al., 2002; RESINO et al., 2003).

As criangas ndo tratadas apresentaram manutencdo da ativacdo de células T
CD4", mediada pelos marcadores de superficie celular HLA-DR e CD38, entre 2006 e
2009. Apesar de essas criangas manterem células T CD4" ativadas na circulacio, essas
células parecem estar sob controle, impedindo que a ativacdo proporcione maior
replicagdo viral e contribuindo para o controle natural da infeccdo. Zhang et al.
hipotetizaram que baixos niveis de replicagdo viral nas células T CD4" em repouso
sustentariam a infec¢dao, mas que apenas altos niveis de replicacdo viral em células T
CD4" ativadas sio capazes de disseminar a infec¢do para os tecidos linféides e o
desenvolvimento da infecgdo (ZHANG et al., 2004). Isso nos leva a acreditar que apesar
da existéncia de células T CD4" ativadas na circulagdo, essa ativagio pode ndo ser
suficiente para proporcionar altos indices de replicagdo viral que ¢ fundamental para o
desenvolvimento da infec¢do. Além disso, sugere-se que outros fatores, que nao so a
replicacdio viral, podem estar envolvidas na ativacio de células T CD4".

As criangas tratadas demonstram diferenga significativa no perfil de ativagao,
apenas em relagdo ao marcador de superficie celular HLA-DR, quando comparadas entre
os anos de 2006 e 2009. Verificamos aumento significativo de ativagdo de linfocitos T

+ : r A . ~ . . . .
CD4' nas criangas tratadas apos trés anos de infeccdo, ou seja, a terapia antirretroviral
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permitiu ao organismo aumentar a ativagio de linfocitos T CD4", em relagdo ao
marcador HLA-DR, mas manteve a carga viral em niveis indetectaveis. Nesse caso,
provavelmente, o controle da replicagdo viral estd sendo feito pela acdo dos
antirretrovirais, pela agdo das células T CDS" e pelo conjunto de atividades das demais
células do sistema imune.

Ao verificarmos a expressao das moléculas de ativagdo HLA-DR e ou CD38 nas
células CDS8", percebemos que nio houve diferengas significativas entre os grupos de
criancas analisados e também observamos manutengio no percentual de células T CD8"
ativadas, nos dois grupos, apos trés anos de seguimento. O grupo de criangas com
progressdo lenta (NT) apresentou o mesmo perfil ativado das células CDS" que o grupo
tratado (T). Sendo assim, nosso estudo pode indicar que as criangas ndo tratadas mantém
quantidade suficiente de células T CDS8" ativadas para manter o controle natural da
infec¢do pelo HIV-1, mas insuficiente para induzir perda da capacidade imune. Ja nas
criancas tratadas, acreditamos que a reducdo da viremia induzida pela terapia
antirretroviral tenha modulado a resposta celular, evitando a ativacio de células T CDS8".
Esses dados estdo de acordo com os resultados encontrados em diversos estudos do
perfil de ativacdo linfocitdria em criangas infectadas por HIV-1 em uso de terapia
antirretroviral (RESINO et al., 2001; RESINO et al., 2003; PAUL et al., 2005; RESINO
et al., 2006). Além disso, acreditamos que as células T CDS8' ativadas estejam
auxiliando no controle da replicagdo viral, ndo somente pela atividade citotoxica dessas
células, mas também pela liberagdo de citocinas. Streeck e colaboradores verificaram
que a estimulagdo de resposta polifuncional das células T CDS" pelo virus do HIV-1
caracteriza-se pela degranulagdo e liberacdo de multiplas citocinas incluindo interferon-y
(INF- v), fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-2 (IL-2) e proteina
inflamatoria de macrofago-1p (MIP-1p). Essas respostas sdo perdidas em pacientes que
progridem rapidamente na infec¢do (STREECK et al., 2008).

Estudos sugerem que a molécula de superficie CD38 também possa ser marcador
de imaturidade celular (PLAEGER MARSHALL, 1994; de MARTINO, 1998; PAUL et
al., 2005) e que a ativagio de células T CD4" ¢ T CD8" deva ser avaliada associando-se
dois marcadores de ativagdo celular, como CD38 e HLA-DR (Paul et al., 2005). Uma
limitacdo da primeira andlise fenotipica realizada nesse estudo, em 2006, foi a

impossibilidade metodolégica de se realizar ensaios de tripla marcagdo com CD38 e
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HLA-DR, mas para a analise em 2009 foram feitos ensaios de tripla marcagao para essas
duas proteinas.

As criangas avaliadas no presente estudo, independente do grupo de alocagao,
ndo demonstraram diferenca significativa no perfil de ativagdo de linfocitos T CD4" e T
CDS8" ao analisarmos CD38 ¢ HLA-DR simultaneamente. Esse resultado pode indicar
que a terapia antirretroviral esteja mantendo niveis controlados de ativagdo celular nas
criangas infectadas pelo HIV-1 fazendo com que essas apresentem o mesmo perfil de
ativacdo das criangas que mantém controle natural da infec¢do. Subpopulagdes de
linfocitos T CD8'CD38"HLA-DR tém sido associado com evolugdo mais rapida da
infec¢do pelo HIV-1, em adultos (BORTHWICK et al.,1994; BOUSCARAT et al.,
1996; McCLOSKEY et al.,1998; LEWIS et al.,1999; CLERICI et al., 2000;
CHAMBERLAIN et al., 2000). Nossos achados contradizem esses estudos,
provavelmente em fun¢do da nossa populagdo estudada e em fungdo do nosso numero de
pacientes avaliados.

Em adultos ha fortes evidéncias da participacdo de células natural killer (NK) no
controle da infecgdo cronica pelo HIV-1 (FEHNIGER. et al.,1998; ALTER et al.,2007)
Entretanto estudos de células NK em criangas infectadas pelo HIV-1 ainda s3o escassos
e controversos. Alguns autores tém mostrado que o percentual de células NK estd
reduzido em criangas infectadas pelo HIV-1 e que hé reconstitui¢do parcial dessas
células apds supressdo da replicagdo viral (AZZONI et al., 2005; FU et al., 2010).
Outros pesquisadores verificaram que criancas infectadas pelo HIV-1 apresentam
quantidades normais de células NK, mas com atividade reduzida quando comparadas a
criangas ndo infectadas (BALLAN et al., 2007). Nossas observagdes sugerem que, ao
contrario dos adultos, as criancas infectadas pelo HIV-1 t€m a capacidade de sustentar o
percentual total de células NK, independentemente do uso de antirretrovirais.

Embora nossos dados sugiram que criancas infectadas pelo HIV-1 preservem o
percentual total de células NK, esta condi¢do parece ocorrer de forma diferente nas
subpopulagdes de células NK. Quando analisamos as subpopulacdes de células NK,
nossos dados mostraram que as criangas do grupo NT apresentaram maior percentual de
células NK CD3CD16 CD56  quando comparadas com as criangas do grupo tratado,
tanto nas analises realizadas em 2006 quanto em 2009. Sendo assim, as células NK CD3"

CD16 CD56 podem contribuir para estabelecimento ou manutengdo do status clinico
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assintomatico na infeccdo pelo HIV-1. Essa subpopulagdo de célula NK tem baixa
atividade citolitica ¢ é responsavel por produzir e liberar citocinas (GADDY et al., 1995;
GADDY et al.,1997). E possivel que a produgio de citocinas por essas células NK, CD3"
CD16'CD56’, esteja contribuindo para o mecanismo de controle natural da infec¢io em
nosso grupo de criangas NT.

Além disso, as criancas do grupo de NT mostraram percentual reduzido de
células NK CD3°'CD16'CD56" quando comparadas a criangas tratadas, em 2009. J4 essa
subpopulagdo de célula NK, CD3'CD16'CD56", tem boa atividade citolitica
principalmente citotoxicidade celular dependente de anticorpo (GADDY et al., 1995;
GADDY et al.,1997). Sendo assim, essa redugdo no percentual de células NK CD3"
CD16 CD56" pode estar envolvido no perfil favoravel de evolucio da infecgdo, ja que
teriamos menor lise de células T CD4" e, conseqiientemente, maior controle da infecgio
pelo HIV-1 na auséncia de tratamento. Corroborando com esse achado, nosso grupo de
criancas com progressao lenta também apresentou percentual reduzido de células NK
CD3 CD16CD56" em relagdo as criangas tratadas, em 2009. As células NK CD3'CD16
CD56" também apresentam boa atividade citotoxica, mas independente de anticorpo.
Assim as criangas com progressao lenta do nosso estudo apresentam menor percentual
de células NK com atividade citotdéxica podendo apresentar maior preservagao
principalmente das células T CD4", o que pode auxilia-las a manter o controle natural da
infecgao.

Além disso, as criangas tratadas com antirretroviral apresentaram percentual
reduzido das células NK CD3 CD16CD56" quando comparamos os anos de 2006 e
2009. Este achado sugere que a reducdo da viremia induzida pela terapia antirretroviral
auxilia na reducdo da atividade citotoxica, provavelmente auxiliando na preservacao as
células T CD4" o que consequentemente poderia ajudar no melhor controle da infecgdo
pelo virus HIV-1.

Cooper et al. verificaram que as células NK humanas também podem ser
classificadas em duas outras subpopulagdes com base na intensidade da expressdo de
CD56 que esta diretamente relacionado as suas caracteristicas funcionais (COOPER et
al., 2001). A maioria dos humanos apresenta no sangue periférico células NK com baixa
gdim

densidade do antigeno CD56 na superficie celular (CD56™") e também expressam CD16

de baixa afinidade, que ¢ responsavel por citotoxicidade celular anticorpo-dependente
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(CHALIFOUR et al., 2004). Por outro lado, um pequeno subconjunto de células NK (5-
10%) no sangue periférico expressa o antigeno CD56 em maior intensidade e a maioria

bright q:
68" diferem das

deles geralmente ndo tém CDI16 na superficie. As células NK CD5
células CD56"™ uma vez que sio mais eficientes para na produgdo de citocinas e
apresentam baixa citotoxicidade natural (COOPER et al., 2001; THORE'N et al., 2007).

Numerosas anormalidades nas células NK tém sido reportadas na infec¢ao pelo
HIV-1 (FAUCI et al. 2005), incluindo status de ativacdo (ALTER et al., 2004; FOGLI et
al., 2004), turnover aumentado (KOTTILIL et al.,2007), expressdo diferenciada de
marcadores de ativagdo/inibicdo (MAVILIO et al.,2003), inibi¢do da interacdo com
células dendriticas (HONG et al., 2009) e perda de células NK CD3'CD16'CD56%™
(TARAZONA et al., 2002; HONG et al.,2009). Diferentemente da evolugdo natural
relatada na literatura, nossos achados sugerem que, em criangas tratadas e criancas com
progressdo lenta, o percentual de células NK CD3°CD16 CD56%™ se mantém constante
ao longo dos anos. Tais células NK CD3°CD16'CD56%™ apresentam maior potencial
citotoxico, principalmente citotoxicidade anticorpo-dependente, ou seja, sua reducdo em
criangas com progressdo lenta pode contribuir na manutencdo do controle natural da
infecgdio pelo HIV-1, através da preservacio de células T CD4 "

Esta bem descrito na literatura que as células CD56™€" s30 células produtoras de
citocinas mais eficientes que as células CD56“™ (COOPER et al,2001). Devido a essa
capacidade de secretar diversas citocinas, elas sdo capazes de promover a diferenciacdo
de células T CD4" ¢ iniciar ou manter a resposta efetora anti HIV-1 (SCHARTON &
SCOTT, 1993; ORANGE et al., 1995). Nossos achados sdo concordantes com essa
hipotese, por demonstrar que criangas com progressao lenta preservam células NK CD3"
CD16CD56™"  Interessantemente, verificou-se que na vigéncia de terapia
antirretroviral, observa-se elevagdo significativa no percentual das células CD3'CD16
CD56™"  Este achado sugere que a reducdo da viremia induzida pela terapia
antirretroviral auxilia na elevacdo de célula NK produtora de citocinas, provavelmente
contribuindo com os diversos mecanismos de resposta imune ao virus HIV-1.

Também fundamentais na definicdo do perfil de evolugdo, estdo fatores
relacionados a infeccao celular e replicacao viral.

Ap0s a descoberta de CCRS como correceptor fundamental para entrada do HIV-

1 na célula, constatou-se que individuos com alto risco de infec¢do que permaneciam
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livres da infecg¢do apresentavam delecao homozigota de 32 pares de bases na estrutura de
leitura aberta do gene CCRS5 (LIU et al.,1996). Sabe-se também que individuos
heterozigotos, que apresentam um alelo CCR5delta32 e um alelo do tipo selvagem,
podem apresentar risco menor para infecgdo pelo HIV-1 (SAMSON et al., 1996;
MARMOR et al. 2001). Ainda, quando esses individuos adquirem a infecgdo,
apresentam evolugdo atenuada (IOANNIDIS et al.,2001; ZIMMERMAN et al. 1997).
Ao longo da progressdo da infec¢do, aproximadamente metade das pessoas infectadas
pode desenvolver virus capazes de também utilizar o co-receptor CXCR4 para entrada
na célula. Isto se associa a uma acelera¢do da evolucdo da doenga (KOOT et al., 1993).

Nosso estudo identificou apenas um paciente com perfil heterozigoto para
delecdo CCR5delta32. Surpreendentemente, essa crianga pertencia ao grupo nao
tratado, em 2006, mas em 2008 foi iniciada terapia antirretroviral. Esse resultado pode
ser indicativo de que esse paciente possa ter desenvolvido virus com tropismo por
CXCR4, acelerando a evolug¢dao da infeccdo, o que gerou a necessidade do uso de
antirretrovirais. Associado a isso, houve alteragdes nas recomendagdes para tratamento
de criancgas infectadas pelo HIV-1, o que pode ter gerado a necessidade de se tratar esse
paciente.

O fato das criangas com progressdao lenta com antirretrovirais apresentarem o
mesmo perfil de expressio de CCRS na superficie de células T CD4" que as criangas
tratadas sugere que na nossa populacao estudada a expressdao de CCRS ndo influenciou o
perfil de evolugdo da infecgdo pelo HIV-1. Ou seja, a estabilidade verificada na
evolugdo das criancas com progressao lenta ndo pode ser atribuida a expressdo

diferenciada de CCR5 em células T CD4".
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7 CONCLUSOES

o Em criangas infectadas pelo HIV, a distribui¢ao das populagdes de linfocitos T
CD4" e T CDS8" ndo varia, independente do uso ou ndo de antirretrovirais .

o Em criangas infectadas pelo HIV, o status de ativacao linfocitaria, medido pela
expressdo de moléculas de ativacdo celular, ndo varia independente da
subpopulagdo de linfocitos T e do marcador avaliado.

o Em criangas infectadas pelo HIV virgens de tratamento, a menor proporcao de
subpopulagdes de células NK com atividade citotdxica e o maior percentual de
subpopulagdes de células NK com capacidade de liberar citocinas podem
representar elemento fundamental para o bom controle da infeccao pelo HIV-1
na auséncia de tratamento com antirretroviral. Nas criangas infectadas pelo HIV
em uso de antirretroviral, a baixa da viremia induzida pela medicagao possibilita
a presen¢a de maior percentual de células NK com atividade citolitica auxiliando
no controle da infecgao.

o A estabilidade verificada na evolugdo das criangas com progressao lenta nao
pode ser atribuida a baixa expressio de CCRS em células T CD4", ja que ndo ha

diferenga na expressao desse receptor, independente do grupo avaliado.

Diante da similaridade verificada entre grupos com evolugdes distintas, nossos dados
indicam que o status de ativacao imune, bem como as subpopulacdes de células NK e o
receptor de quimicina CCRS ndo devem ser empregados na avaliagdo prognostica das

criangas infectadas pelo HIV-1 por transmissdo vertical.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Informacdes para consentimento para participar em um estudo de pesquisa clinica

Titulo: Avaliacdo longitudinal do perfil fenotipico de leucocitos e analise do gene
codificador de CCRS5 do sangue periférico de criancas infectadas verticalmente pelo

HIV-1 que progridem lentamente na infec¢ao

Pesquisadores (ordem alfabética): Jorge Andrade Pinto, Juliana Ribeiro Romeiro,

Maria Luiza Silva, Silvana Maria E16i Santos.

Introducio:

Antes de aceitar participar desta pesquisa clinica, ¢ importante que vocé leia e
compreenda a seguinte explicacao sobre os procedimentos propostos. Esta declaragao
descreve o objetivo, procedimentos, beneficios, riscos, desconfortos e precaugdes do
estudo. Também descreve os procedimentos alternativos que estdo disponiveis ao seu
filho e o seu direito de sair do estudo a qualquer momento. Nenhuma garantia ou

promessa pode ser feita sobre os resultados do estudo.

Objetivo:
O objetivo deste estudo ¢ avaliar as populagdes e subpopulagdes de leucocitos
circulantes de criangas infectadas pelo HIV de diferentes grupos subclinicos:

a) Nao Tratados;

b) Tratados

Pretendemos ainda melhorar o modelo de atendimento e tratamento precoce para

as criangas que nascerem de maes infectadas.

Resumo:
Maes infectadas pelo virus HIV podem transmitir a infec¢@o para seus filhos por
trés vias: (1) no utero, por contagio transplacentério; (2) durante o parto, pelo canal de

parto infectado; (3) ap6s o nascimento, pela ingestao do leite materno. Dessas trés vias,
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a transmissdo durante o nascimento (intraparto) e no periodo imediatamente
subseqiiente (periparto) sao consideradas as formas mais comuns de contagio.

Diversos avancos no entendimento da patogenia da infec¢do perinatal, nos
ultimos anos, tém elevado a capacidade de prevengdo deste modo de transmissao.

As criangas infectadas pelo HIV podem ser divididas em 2 grupos de acordo
com o tipo de evolugdo da doenga: a) progressores lentos, que apresentam periodo sem
doenca relativamente longo, permanecendo sem sintomas por aproximadamente dez
anos e, b) progressores usuais, que apresentam sintomas ap6s 4 ou 5 anos de vida.

Diferentes parametros imunoldgicos e viroldgicos estdo sendo avaliados, nos
ultimos tempos, na tentativa de prever a evolucao clinica das criangas infectadas.

A resposta imune em criangas infectadas pelo HIV tem sido pouco estudada.
Além disso, estudos de valor prognéstico de marcadores imunolédgicos na evolugdo da
infeccdo pelo HIV ainda s bastante controversos.

Marcadores fenotipicos precoces podem predizer a condi¢do de progressdo da
doenca em criancas com transmissao vertical.

Com isso, torna-se importante o estudo comparativo do perfil fenotipico das populagdes
e subpopulagdes de leucdcitos periféricos nos diferente grupos progressores, em
criancas, para determinar os marcadores precoces de evolugdo e garantir a conduta

clinica mais eficaz.

Procedimentos:

Os pacientes incluidos no estudo serdo os pacientes portadores de HIV sendo
caracterizados como: progressores lentos, progressores usuais com resposta terapéutica e
progressores usuais sem resposta terapéutica eficaz, cadastrados no Centro de
Treinamento ¢ Referéncia em Doencas Infecto Parasitarias (CTR-DIP) da UFMG.

A participagao de seu filho neste estudo constara apenas da coleta de amostra de
sangue, por puncao venosa através do sistema de coleta a vacuo (Vacuntainer, BD) em
um frasco de 3ml, contendo o anticoagulante EDTA.O sangue coletado em EDTA sera
utilizado para a realizagdo de hemograma e estudo do perfil imunofenotipico de
leucdcitos periféricos.

Os registros de participagdo de seu filho neste estudo serdo mantidos

confidencialmente até onde é permitido por lei. No entanto, o Comité de Etica em
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Pesquisa/UFMG podera verificar e ter acesso aos dados confidenciais que o identificam
pelo nome. Qualquer publicagdo dos dados ndo o identificara. Ao assinar esse
formulédrio de consentimento, voc€ autoriza o pesquisador a fornecer os registros

médicos do seu filho para o Comité de Etica em Pesquisa/UFMG.

Desligamento/Afastamento Médico:

A participacao de seu filho neste estudo ¢ voluntaria e sua recusa em participar
ou seu desligamento do estudo ndo envolverd penalidades ou perda de beneficios aos
quais seu filho tem direito. Vocé€ podera cessar a participagdo de seu filho a qualquer

momento sem afetar seu acompanhamento médico em andamento.

Novas Descobertas:

Todos os novos achados descobertos durante a realizacdo desta pesquisa que
possam influenciar razoavelmente seu desejo de continuar a permitir participacao de seu
filho neste estudo serdo fornecidos a vocé assim que tais informagdes se tornarem

disponiveis.

Compensacio:
Vocé nao receberd qualquer compensacao financeira pela participagdo do seu

filho no estudo.

Emergéncia/Contato com a Comissio Etica:

Durante o estudo, se vocé tiver qualquer duvida sobre este estudo ou se seu filho
apresentar qualquer problema médico, por favor, contate o Comité de Etica em
Pesquisa-COEP/UFMG (31) 3409-4592, cujo presidente ¢ a Profa. Maria Elena de Lima
Perez Garcia. O responsavel por este estudo ¢ Juliana Ribeiro Romeiro. Vocé pode

encontra-la no telefone (31) 3248-9116 ou (31) 3248-9822.
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Consentimento:

Li e entendi as informagdes precedentes. Tive oportunidade de fazer perguntas e
todas as minhas davidas foram respondidas a contento. Estou assinando

voluntariamente minha participacao neste estudo.

Data: / /

Nome do Responsavel:

Assinatura Responsével:

Assinatura do Investigador:

Data: / /
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Further Evidence That the Expression
of CD38 and HLA-DR" in CD8"
Lymphocytes Does Not Correlate

to Disease Progression in HIV-1
Vertically Infected Children

Juliana Ribeiro Romeiro, MS::', Jorge Andrade Pinto, MD, Pth,
Maria Luiza Silva, PhD?, and Silvana Maria Eloi-Santos, MD, PhD'%?

Abstract

Background: In adults, an increase in COBTCD3BT T cell levels is a strong indicator of disease progression in HIV infection.
Hewewver, in children, data are conflicting. Slow-progressing children (SPC) provide an exceptional resource for the
investigation and clarification of the immunological and virological mechanisms of natwral control of HIV infection and can be
used to investigate prognostic indicators of disease progression. Objectives: To investigate the immune activation status and
T regulatory (Treg) cell levels in SPC. Study design: A cross-sectional study was carried out on 28 children 8 years old and
older who were vertically infected with HIV. The children were stratified inte 3 groups according to their dinical sutcome:
SPC (anti-retroviral-therapy-naive; =B years-old, CD4 >20%; viral load <25,000 copies), IFVF (anti-retroviral-therapy but
with no therapeutic response), and I1SVS (antiretroviral therapy with good therapeutic response). Uninfected children (NI)
were assessed as healthy control group. Results: A higher percentage of activated CD8' T cells were found in all HIV
infected children, regardiess of the evolution of disease. The activation of CDB' T cells was not associated with either viral
load or the percentage of CD4" T cells. In addition, Treg cell levels did not show any correltion with the clinical outcome
or the acrivation statwus of CDBY T cells. Conclusions: HIV-1-infected children presented an increased percentage of
activated CDB" T cells and an unaltered percentage of Treg cells, regardless of their dinical evolution. Thus, these
immunological parameters should not be used for prognostic evaluation.

Keywords
HIV, slow-progressing children, CD38, Treg, HLA-DR

CD&'CD38'T cells has been proposed as an HIV-1 infection
progression marker in both adults and children.”

It is still not clear how the immune system responds to this
hvperactivation state. As explored in a review by Terzieva, sev-
eral recent studies have defined regulatory T cells ( Treg cells)
as a key populzation in the regulation of immune activation

Background

Slow-progressing  children (SPC) provide an exceptional
resource for the investigation and clarification of the immuno-
logical and virological characteristics of HIV infection. In
addition, they can aid in clarifving the underlying mechanisms
of natural infection control and can be used to investigate prog-
nostic indicators of disease progression,'

CDE" T lymphocytes, which have a role in the in vitro con-
trol of HIV replication, are known to influence the process that
underlies slow progression.” HIV infection induces lymphocyte
activation, which results in the increased expression of surface
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T lymphocyte activation markers such as CD38 and HLA-
DR.3# In adults, an increase in CD&TCD38TT cell levels is a
strong indicator of disease progression.” However, in children,
increased CD8YCD38"T cell levels has been described as a
survival indicator by some authors and has been associated
with advanced stages of infection by others®® Likewise, in

some studies, the ncrease in HLA-DR expression in
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Table 1. Demographic, Clinical, Immunalogical, and Virological Characteristics of the Children Included in This Study

Meninfected Group

HiY-nfected Children

NI SPC IFPVF 1S/VE

n 11 9 10 9
Median age, years 96 4+ 25 109 +£ 2.7 124 + 18 84 4 23
Sex, male/femnale 56 5i4 a1 45
CDC chssification

M MN/A 0 0 0

A MN/A 7 0 I

B MN/A 2 2 I

[ MN/A 0 8 7

Immunoclogical profile
Median CD4, % (K2R 25%-75%)
Median CD4 count, cells/mm” (IQR I5%-T5%)
Median CD8, % (IQR 25%-75%)
Median CD8 count, cells/mm® (IQR I5%-T5%)
Virological profile

B98 (B34-1124)

674 (555-760)

Viral load <50 copiesimL (%) N/A

Median plasma viral load, log (IQR 25%-75%) NIA
Antiretroviral therapy

Antiretroviral therapy naive NI

On treated NIA

37.33 (34.29-42.87)

30,00 (23.63-34.69)
10 (365-1102)

156947 (424-2681)
303* (149-427)

3324 (29.62-38.69)
TTT (584-1131)

24.90 (21.96-29.21)  39.79°" (38.56-48,36) 47.79° (42.09-60,01) 3357 (29.13-3573)

1177 (836-1448) 966 (568-1372) 81 (5841 131)
1{1%) 0 4 (44%)
414 (3186-437) 440 (4.03-456) 2237 (1902.23)
9 0 0
0 10 9

Albbreviations: NI noninfected children; SPC. slow-progressingchildren; HAART, highly active antiretroviral therapy: IF/VF, children on HAART with immunabogical and
wirokogical fadlure; IS5, children on HAART with immunological and virological success IQR: interquartile rangs; NAA: not applicable.

* Significant diferences batween NI (P < 05).
"nghmnt differences between |3WE (P < 05)
* Significant differences between SPC (P < 05)
< Sgnificant differences between IFAVF (F< 05).

during HI'V-1 infect ion.? Initially the Treg cells were character-
ized as CD4CD25T, but lately it was demonstrated that their
regulatory function depends on the expression of the transcrip-
tion factor FoxP3. However, longitudinal studies of Treg cell
frequencies during the course of HIV-1 infection have provided
divergent results.*!?

Objectives

The aim of this study was to assess the relationship between
immume activation, Treg cells, and the infection progression
profile of children vertically infected with HIV-1.

Study Design

All works were approved by the Ethical Committee of Univer-
sidade Federal de Minas Gerais (COEP). A cross-sectional
study was performed on 28 children vertically infected with
HIV stratified into 3 groups according to their clinical out-
come: SPC (n = 9, age =8 years old, antiviral-treatment naive,
D4 = 20% andfor = 500 cells/mm’; viral load <25 000 cop-
ies/mL), mmmological failure/virological failure ([IF/VF]; n
= 10, age =6 years old, children on highly active antiretroviral
therapy (HAART) but with IF and VF) and immunological suc-
cessivirological success ([IS/VS]; n = 9; age =6 vears old, chil-
dren on HAART but with IS and V%), Noninfected children
([NI] n = 9) were also studied as healthy controls. Viral load
was measured by b-DNA assay, and T cell subsets were eval-
uated by 3-color flow cytometry. Cytofluorimetric data

acquisition was performed with a FacsCalibur mnstrument
(BD Biosciences, Mountain View, California), CELLQUEST
TM software provided by the manufacturer was used for data
acquisition and analysis. Statistical analysis was performed
using Prism 5.01. As all data sets were nonparametric in nature,
statistical analysis was performed using Kruskal-Wallis var-
iance analysis followed by Dunn test for comparison between
groups. Spearman’s tests were used for correlation. Significant
differences at P < .05 are identified in the figure and in the
table.

Results

The immunological and clinical characteristics of all patients
are shown in Table 1. Asshown in Figure 1A, the infected chil-
dren  presented  significantly  higher percentagpes of
CDETCD38" cells in the peripheral blood when compared to
the NI, regardless of the disease evolution profile. The infected
children also presented significantly higher percentages of
CDETHLA-DR ' cells in the population of CD&" lymphocytes,
as shown in Figure 1B. Among the groups of infected patients,
no relevant difference was observed in relation to either marker
used above. In addition, we examined whether there was any
correlation between CDETCD3ET, CDRTHLA-DR " cells, and
the percentage of CD4 count. As shown in Figure 1C and D, no
significant correlation was observed between the percentages
of CD4 count and activated CD& " T lymphocytes in any of the
assessed infected patient groups.
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Figure I. A and B, Percentage of CD8+ T cells expressing CD38 (A) or HLA-DR+ (B) in noninfected children (NI1), slow progressing children
(SPC), children on highly active antiretroviral therapy (HAART) with immunclogical and virological success (I5and V5) and children on HAART
with immunological and virological failure (IF and ¥F). Significant differences at P < .05 are identified by letters a, b, and cwhen compared M1 with
SPC, I5/VS, and IF/VF, respectively. C and D, Correlation between the percentage of CD4 lymphocyte and (C) CODB-+CD384+ T cells (SPC 1]
r=1285 P= 457, IFVF [@]r= 289 P = 41T, ISV5 [A] r= 475 P =_197; NI[©]r= 252 P = 455)and (D) CO8+HLA-DR+ T cells (SPC
[0 r=327,P= 145 IFVF [@] r = 429, P = 216, I5VS [&] r = 375, P = 105, NI [<:] r = .186, P = 585). E and F, Correlation between
the parcentage of CD4CD25high ymphocytes and the percentage of (E) COB+CD384 T cells (SPC [1]. P = 527 IFVF[@] r = 381, P= 377,
IS5 [A] r=.321,P= 399Nl () r= 413, P = 236) and (F) COB+HLA-DR+ T cells (SPC [ r = .429.P = .07; IFVF [@] r = .159. B = .660;
IS/ [A] r= 0312, P= 414 Ml [&] r = 056, P = 878).

Mext, we assessed whether the activation of CD8" T cells  and CD8"HLA-DR' lymphocyte percentages was observed
was associated with virological evolution in HIV-infected chil-  in any of the groups of infected patients assessed (data not

dren by examining the possible correlation of CDE'CD38" and  shown), )
CDEHLA-DR" cells with viral load. Tn our patients, no sig- Onr results also showed that the percentage of CD4C D25™E

nificant correlation between the viral load and CD8TCD38"  cells, a potential T regulatory cell subset, was similar in all
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groups of children (data not shown). In order to verify whether
Treg cells were associated with immunological activation in
HIV-infected children, we assessed the correlation between
CD4CD25™ cells and CD8'CD38" and CDS'HLA-DR'
lymphocytes. As shown in Figure 1E and F, no significant cor-
relation between the percentage values of CD4C D255 cells
and the percentage values of CDE'CD38" and CDE&YHLA-
DR lymphocytes was observed in any infected patient group.

Discussion

HIV infection is known to cause significant immunological
impairment, including the increased expression of activation
markers, such as CD3 8 and HLA-DR on CD&" T lymphocytes,
and this increased expression has been associated with particu-
lar clinical outcomes.*'*'® The T cell activation has been
related to the immune system’s attempt to control wiral
replication in HIV-1-infacted children.'® But it has also been
proposed as one of the main mechanisms responsible for the
depletion of CD4 count and the subsequent development of the
disease.'®!7

In our study, high activation of CD&" T cells was found in
all groups of HIV-1-infected children, regardless of their pro-
file of clinical evolution. In fact, we did not observe any asso-
ciation between CD&" T cell activation and CD4 count
percentage or viral load. This high expression of activation
marker canbe explained by imnmmne repopulation that is known
to ocowr in children despite persistent viremia.'® It has been
reported that CD38 is expressed early in hematopoietic cells,
with downregulation during the cell maturation process and
reexpression upon cell activation. This cyclic nature of CD38
expression during lymphopoietic ontogeny may explain the
presence of high expression of CD38 in HIV-infected children.

Another explanation for these divergent results can be
attributed to the differences among the characteristics of stud-
ied patients and differences in the stage of HIV infection at
which these cells were examined. In many other studies, the
classification of children with slow progression inchides chil-
dren under a treatment either with or without protease inhibi-
tors."™® In the present study, we only assessed in SPC
group, children that were therapy naive, and thus free of treat-
MENt Pressure.

Considering the important regulatory role of Treg cells in
the immune system, it is possible that this cell population also
influences the immunopathology of HIV-1 chronic infection *®
Longitudinal studies on the frequencies of Treg cells in the
adult HIV-1-infected population have provided divergent
results. Egpena et al observed that Treg depletion was strongly
associated with the activation and depletion of CD4 count.
They suggested that Treg depletion contributes to the chronic
immune activation observed in HIV infection during disease
progression, corroborating data from the other studies™'®
Thus, the loss of immunoregulatory mechanisms in the more
serious clinical forms of disease would contribute to immune
response unbalance, triggering powerful inflammatory asctivity
and the subsequent greater reduction in CD4  count

MNevertheless, Cao et al verified that Treg proportions are high
during the course of HIV-1 infection in adults and that the mag-
nitude of this rise is associated with the progression of the dis-
ease, Recently, Freguja and colleagues reported an elegant
study that evaluated the relationship between wiral load,
immune activation, and Treg cells in HIV-1-infected children.
The study showed a strong relationship between viral load,
immune activation, and expansion of Tregs, suggesting that
viral load induces a rise in immune activation that leads to an
expansion nfTregs.ﬂ Contrary to these findings, in our study,
we did not observe any correlation between Treg cells and the
status of the immunological activation of CD8" T cells in
infected children in any analyzed groups. It is possible that
these divergent results may be partially attributed to the differ-
ences in the definitions of Treg cells, since we did not evaluate
FoxP3 expression.

In conclusion, based on our data, the percentage of activated
T cells and the percentage of CD4CD25"E" cells may not be a
good prognostic biomarker in HIV-infected children, since in
our population, children with distinguished clinical outcome
present similar profiles.
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ATA DA DEFESA DE TESE DE DOUTORADO de JULIANA RIBEIRO ROMEIRO, n°® de
registro 2007659381. As quatorze horas do dia 18 de novembro de dois mil e onze,
reuniu-se na Faculdade de Medicina da UFMG, a Comissdo Examinadora de defesa de
tese, indicada pelo Colegiado do Programa de Poés-Graduagao em Patologia da UFMG, para
juigar, em exame final, o trabalho intitulado: “AVALIACAO LONGITUDINAL DO PERFIL
FENOTIPICO E ANALISE DO GENE CODIFICADOR DE CCR5 DO SANGUE
PERIFERICO DE CRIANGAS INFECTADAS VERTICALMENTE PELO HIV-1 QUE
PROGRIDEM LENTAMENTE NA INFECGAO?”, requisito final para a obtencéo do grau de
Doutora em Patologia, pelo Programa de Pos-Graduac&o em Patologia da UFMG - Area de
Concentracdo em Patologia Geral. Abrindo a sessdo, a Presidente da Comissdo, Profa.
Silvana Maria El6i Santos, apds dar a conhecer aos presentes o teor das normas
regulamentares do trabalho final passou a palavra a candidata para apresentacéo de seu
trabalho. Seguiu-se a arguicao pelos examinadores com a respectiva defesa da candidata.
Logo apos, a Comissdo se reuniu sem a presenca da candidata e do publico para
julgamento e expedic¢ao do resultade final. Foram atribuidas as seguintes indicacdes:

Profa. Silvana Maria El6i Santos/Orientadora Instituicdo: UFMG Indicacao: ek
Prof. Jorge Andrade Pinto/Coorientador Instituicgo: UFMG Indicagédf_w%’zjiyffé’ 77 7
Profa Fabiana Maria kakehasi Instituicdo: UFMG Indicagdo: S dia.
Profa. Taciana de Figueiredo Soares Instituicdo: UFMG Indicagao: ,Ll"f/?’?-’}? e

Profa. Mariléia Chaves Andrade Instituicdo: UNIMONTES  Indicacéo: &_j orOvacloe.

Profa. Flavia Gomes Faleiro Ferreira Instituigao: UFOP Indicagdo: rgcvindlen
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oty ’n g by 10 101 L /?,5",;
Pelas indicacdes, a candidata foi considerada L LR

O resultado final foi comunicado publicamente a candidata pela Presidente da Comissao.
Nada mais havendo a tratar, a Presidente encerrou a reunido e lavrou a presente ATA, que
sera assinada por todos os membros participantes da Comissdo Examinadora. Belo
Horizonte, 18 de novembro de 2011.
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