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RESUMO

Mudancas relacionadas a imunossenescéncia estdo ocorrendo em PVHIV muito
mais cedo do que em individuos néo infectados pelo HIV. As mudan¢as mais notaveis
ocorrem no sistema imune adaptativo, especialmente no compartimento de células T.
Este estudo tem como objetivo avaliar e descrever o perfil de imunossenescéncia e
exaustdo de linfocitos CD4" e CD8" circulantes em PVHIV, assim como avaliar a
correlacdo existente entre os perfis de imunossenescéncia e 0s valores absolutos e
percentuais de LTCD4 no tempo zero e apds sessenta meses. A imunossenescéncia e a
exaustdo foram avaliadas por citometria de fluxo através da expressao dos marcadores
de superficie celular: CD45RA, CD27, CD28, CD57, CD62L, CCR7, CD95/Fas e morte
programada-1 (PD-1). Foram coletadas amostras de 46 PVHIV em acompanhamento no
Centro de Treinamento e Referéncia em Doencas Infecciosas e Parasitarias - CTR-DIP
Orestes Diniz, assim como de vinte (20) controles soronegativos (N). Os individuos
soropositivos foram separados em trés grupos de acordo com aspectos laboratoriais em:
progressores lentos (PL), replicagdo ativa (RA) e TARV com sucesso. Todos o0s
participantes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e este
projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Faculdade de Medicina da
UFMG. Os nossos achados mostram que, quando comparadas com o grupo controle, as
PVHIV apresentaram diminuicdo de células naive, bem como maior frequéncia e
expressao de células efetoras em estadios intermediarios e avancados de diferenciacao.
No entanto, observaram-se diferencas entre os trés grupos: a) No grupo RA foram
observadas a maioria das alteragbes imunes; b) as alteragcdes imunofenotipicas
observadas nos grupos RA e TARV foram evidenciadas em linfécitos CD4 e CD8; ¢) No
grupo PL, essas alteracdes ocorreram exclusivamente no compartimento de CD8. Por
outro lado, os perfis de imunossenescéncia se mostraram relacionados de forma
negativa com os valores absolutos e percentuais de LTCD4 no tempo zero e sessenta
meses depois. Em conclusdo, nossos resultados mostram que perfis imunofenotipicos
relacionados a imunossenescéncia se mostraram aumentados em linfécitos CD4 e CDS,
em todos os grupos de PVHIV estudados. Por outro lado a expanséo dessas células
terminalmente diferenciadas teve um impacto negativo na contagem de linfécitos CD4"
no tempo de realizacédo dos ensaios e sessenta meses apos. Esses achados podem, em
parte, explicar o papel prejudicial da imunossenescéncia no contexto da infecgéo cronica
pelo HIV.

Palavras chave: HIV; AIDS; imunossenescéncia; imunofenotipagem; CD4; CDS;
CD45RA; CD27; CD28; CD57; CD62L; CCR7; CD95/Fas; PD-1.



ABSTRACT

Immunosenescence changes are occurring in PLWH much earlier than in non-
HIV infected individuals. The most notable changes happen in the adaptive immune
system, especially in the T cell compartment. This study aims to assess the profiles
of immunosenescence and exhaustion of circulating CD4" and CD8" lymphocytes in
PLWH, as well as the possible correlation between immunosenescence profiles and
absolute values and percentages of T CD4 lymphocytes at time zero and sixty
months after. The immunosenescence and exhaustion were evaluated by flow
cytometry through the expression of cell surface markers: CD45RA, CD27, CD28,
CD57, CD62L, CCR7, CD95/Fas and programmed death-1 (PD-1). Samples were
collected from 46 PLWH on follow up at a Reference Center for Infectious and
Parasitic Diseases (Centro de Treinamento e Referéncia e Doencgas Infecciosas e
Parasitarias-Orestes Diniz) in Belo Horizonte, Brazil. Another 20 HIV seronegative
individuals were included as a control group. PLWH were divided into three groups
according to laboratory profiles in: slow progressors (SP), active replication (AR) and
HAART with success. All subjects signed an informed consent form and this project
was approved by the Institutional Research Ethics Committee. Our findings show that
when compared to HIV seronegative individuals, PLWH had a decrease in naive
cells, as well as higher frequency and expression of effector cells in intermediate and
advanced stages of differentiation. However, differences were observed among the
three groups: a) In the AR group we observed the majority of the immune changes;
b) CD4 and CD8 Immunophenotypic changes were seen in patients from both the AR
and HAART groups; c) In the SP group these changes occurred exclusively in the
CD8 compartment. On the other hand, the presence of immunosenescence profiles
were negatively correlated with T CD4 absolute values and percentages at time zero
and sixty months after. In conclusion our results show an increase in CD4 and CDS8
immunosenescence profiles in all groups of PLWH studied and the expansion of
these terminally differentiated cells had also a negative impact in the CD4" count at
time zero and sixty months after. These findings may in part explain the harmful role
of immunosenescence in the chronic HIV infection.
KEYWORDS: HIV; AIDS; immunosenescence; immunophenotyping; CD4; CDS8;
CD45RA; CD27; CD28; CD57; CD62L; CCR7; CD95/Fas; PD-1.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS
O sistema imune € responsavel pela defesa contra as infeccbes e pela

deteccao e destruicdo de células atipicas e autorreativas. Assim como acontece em
outros sistemas e aparelhos, o sistema imune envelhece e suas fungbes se
deterioram, aumentando a susceptibilidade a infecgcbes, tumores e doencas
autoimunes. Este processo natural e fisiolégico de envelhecimento € denominado
imunossenescéncia e, recentemente, tem ocupado lugar de destaque no campo de
pesquisa do virus da imunodeficiéncia humana (HIV). A imunossenescéncia
associada aos fatores de riscos classicos (i.e: tabagismo, sedentarismo, obesidade,
hipertensédo arterial sistémica), possibilita o aumento do risco de ocorréncia de
comorbidades cardiovasculares, 6sseas, metabdlicas e neurocognitivas em todas as
idades, inclusive em pacientes que apresentam controle virolégico. Estas condictes
tém grande relevéancia clinica, ndo somente pela carga de morbidade que adicionam
as pessoas vivendo com HIV (PVHIV), mas também porque séo a principal causa de
mortalidade nos paises desenvolvidos. Em geral, a incidéncia de comorbidades ndo
infecciosas € aproximadamente o dobro entre PVHIV quando comparados com
individuos ndo expostos ao HIV (ABERG, 2012; HEARPS et al., 2012; DEEKS,
LEWIN, HAVLIR, 2013; DE LEON-NARANJO, 2014a).

Pessoas vivendo com HIV experimentam mudancas relacionadas a
imunossenescéncia similares aquelas apresentadas por idosos sem esta infec¢éo, e
que apareceriam na populacdo geral somente 20 a 30 anos depois. Este
"envelhecimento acelerado ou precoce" parece estar em grande parte relacionado a
inflamacédo e a ativacdo imunoldgica cronica presentes na infeccéo pelo HIV, o que
tem feito desses processos fatores importantes nas decisdes terapéuticas. Dessa
forma, a imunossenescéncia no contexto da infeccdo crbnica pelo HIV se mostra
como uma linha prioritaria de pesquisa, necessitando de mais estudos para o
entendimento do processo e, no futuro, tentar propor formas de intervir na ativacao

celular e inflamac&o cronica.



2. INTRODUCAO

2.1. Breve histérico dainfeccéo pelo HIV

Os primeiros casos da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS -
Acquired Immune Deficiency Syndrome) foram descritos em 1981, quando foram
notificados ao CDC (Centers for Disease Control) os relatos de homens
homossexuais jovens, previamente higidos, e que no momento sofriam de varios
tipos de infeccdes oportunistas e grave imunodeficiéncia celular (GOTTLIEB et al.,
1981). Dois anos depois, 0 agente etiologico responsavel pela AIDS, o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV — Human immunodeficiency virus) foi isolado e
identificado (BARRE-SINOUSSI et al., 1983; GALLO et al., 1983; MONTAGNIER,
2002).

A epidemia do HIV/AIDS foi pautada pelo medo, morte, preconceito e
discriminagdo. O mundo se deparou com um virus novo e desconhecido, que estava
associado com altas taxas de morbimortalidade. No entanto, a introducéo da terapia
antirretroviral combinada (TARVc), altamente potente, na segunda metade da
década de 1990, determinou extraordinaria mudancga com relagéo ao prognéstico da
infeccdo pelo HIV, tornando-a uma doenca crbnica passivel de controle
(MAARTENS, CELUM, LEWIN, 2014; GRECO, PIETRA, RODRIGUES, 2015).

2.2. Epidemiologia

A infecgdo pelo HIV se transformou numa epidemia mundial que tem afetado
as vidas de milhdes de individuos durante as trés ultimas décadas, com um ndamero
estimado de 36,7 milhdes de PVHIV no mundo, para o ano 2016 (UNAIDS, 2017).

Segundo dados do mais recente boletim epidemioldgico brasileiro de
HIV/AIDS (BRASIL 2016), de 1980 a junho de 2016 tinham sido notificados 842,710
casos, 0 que corresponde a uma taxa de prevaléncia de 0,4% na populagéo geral.
De acordo com esses numeros, no Brasil a epidemia é classificada como estavel. No
entanto, a prevaléncia do HIV varia geograficamente, com niveis mais altos
observados no Sul (20,1%) e Sudeste (53%) do pais e entre populagbes mais
vulneraveis.

O Brasil possui 0 maior nimero de pessoas que vivem com o HIV na América

Latina e contabiliza 40% de todas as novas infec¢des. Isto se deve em parte a sua



grande populacdo em comparagcdo aos outros paises da América Latina (UNAIDS,
2016).

A maior concentracdo dos casos de AIDS no Brasil esta em individuos com
idade entre 25 e 39 anos para ambos 0s sexos; entre 0s homens, essa faixa etaria
corresponde a 53%, e entre as mulheres a 49,4% do total de casos registrados de
1980 a junho de 2016 (BRASIL, 2016). Além disso, conforme esperado, os dados
revelam que a infeccdo estd mais concentrada nas populacbes de maior
vulnerabilidade; sendo 5,9% entre usuarios de drogas, 10,5% entre homens que
fazem sexo com homens (HSH) e 4,9% entre mulheres profissionais do sexo
(BRASIL, 2014).

2.3. Infeccéo pelo HIV

O virus da imunodeficiéncia € RNA revestido por um envoltério lipidico da
célula hospedeira, pertencente a familia retroviridae e ao género Lentivirus. Existem
dois tipos conhecidos: o HIV tipo 1 (HIV 1) e o HIV tipo 2 (HIV 2). O HIV 1 é mais
prevalente e mais patogénico do que o HIV 2 e é responsavel pela grande maioria
dos casos da epidemia mundial. A infecgdo pelo HIV 2 é mais prevalente na Africa
Ocidental, embora pequenas epidemias tenham sido relatadas em Portugal, Franca,
Espanha e Brasil. (DEEKS et al., 2015).

O HIV pode ser encontrado em todos os liquidos corporais, como urina, saliva
e lagrima, mas em concentracbes subinfectantes, a excecdo do sangue e das
secrecOes genitais (WESTON, MARETTO, 2009; GRECO, PIETRA, RODRIGUES,
2015), sendo a exposicdo as superficies mucosas retais e genitais a maior
responsavel pelas infec¢des atuais e novas (MYRON et al., 2011).

As células dendriticas (CDs) presentes nas mucosas genitais ou nas
proximidades da regido envolvida desempenham um papel muito importante no
comeco da infeccdo pelo HIV (POPE, HAASE, 2003; DE LEON-NARANJO, 2014b).
Essas células apresentadoras de antigenos exibem uma alta afinidade pela
glicoproteina gp120 presente no envelope do virus, o que permite qgue possam reter
particulas infecciosas por dias, facilitando assim a apresentagcéo do virus as ceélulas
suscetiveis (FAUCI, 2007).

O ciclo de vida do HIV-1 é complexo e sua duracgéo e resultado dependem do
tipo de célula-alvo e da ativacéo celular. Nas primeiras etapas da infec¢éo, o HIV-1

penetra nas células sem causar danos letais imediatos, mas o processo de entrada



pode estimular cascatas de sinais intracelulares, o que, por sua vez, pode facilitar a
replicacédo viral (SIMON, D HO, ABDOOL, 2006). Os receptores primarios do HIV
sdo os linfocitos T CD4" ativados (FAUCI 2007; LACKNER, LEDERMAN,
RODRIGUEZ, 2012; MAARTENS, CELUM, LEWUIN, 2014; DEEKS et al., 2015),
gue sdo mais suscetiveis a infeccdo do que as células em repouso (DEEKS et al.,
2015). Além do grau de ativacao, a localizacdo destas células favorece que sejam o
alvo preferencial do virus, pois estdo situadas imediatamente abaixo e dentro das
camadas epiteliais do trato genital e gastrointestinal, onde a transmissao sexual
acontece (PICKER, 2006).

No entanto, a presenca de moléculas CD4" por si s6 nédo € suficiente para
permitir a entrada do virus em outras células como mondcitos e células dendriticas
(HASSAM, 2013). Portanto, o HIV requer um correceptor para entrar na célula alvo,
tipicamente os receptores de quimiocinas CCR5 e CXCR4 (LACKNER, LEDERMAN,
RODRIGUEZ, 2012; HASSAM, 2013; MAARTENS, CELUM, LEWUIN, 2014; DEEKS
et al., 2015). Estas moléculas sdo diferencialmente expressas em alguns subtipos de
células T. CCR5 é expresso em niveis elevados em linfécitos T de memodria,
macrofagos e células dendriticas, mas ndo em linfocitos T Naive, enquanto CXCR4 é
expresso em ambos (HASSAN 2013; DEEKS et al., 2015). O HIV geralmente usa
um ou outro receptor de quimiocinas, no entanto pode utilizar os dois.

A replicacdo do HIV na célula alvo comeca com a ligacdo da gpl20 a
molécula CD4, o seu receptor na superficie da célula hospedeira. Uma vez que
gpl120 se liga ao CD4, a glicoproteina sofre uma mudancga conformacional que
possibilita a sua ligacdo a um correceptor celular. A fusdo com a membrana celular
do hospedeiro continua e 0 nucleocapsideo viral entra no citoplasma (FAUCI, 2007).

ApoOs a entrada em uma célula, o RNA de cadeia simples é transcrito em DNA
viral (Dexociribonucleic acid — DNA), que é entéo integrado no DNA do hospedeiro.
Aproveitando as enzimas do hospedeiro, o HIV é transcrito, as proteinas séo
produzidas e clivadas e os virions maduros séo liberados (DEEKS et al., 2015).

O curso clinico da infec¢ao pelo HIV geralmente inclui duas fases ou estadios:
a infeccdo aguda e a infeccéo cronica, esta Ultima fase pode ser subdividida em um
periodo silencioso, de laténcia clinica ou paucissintomatico e um periodo sintomatico
caracterizado pelo aparecimento das doencas definidoras da AIDS (PANTALEO,
FAUCI, 1996; DE LEON-NARANJO, 2014b). No entanto, o espaco de tempo entre a



infecc@o aguda e o desenvolvimento da infeccéo crbnica sintomética pode ser amplo
e muito variavel.

Existem mudltiplos elementos ou fatores virais e do hospedeiro que podem
determinar a variabilidade da infeccdo pelo HIV-1, assim como as taxas de
progressdo da doenca nos individuos infectados (HASSAN, 2013; DE LEON-
NARANJO, 2014b).

Durante a infeccdo aguda, embora os individuos possam estar
assintomaticos, o virus estad replicando-se ativamente no organismo. Como
resultado, o sistema imunoldgico pode ficar lentamente danificado pela alta e
constante taxa de replicacdo. O estdgio sintomatico da infec¢do indica a sua fase
tardia onde os individuos podem ser suscetiveis a infeccfes oportunistas entre
outras complicacées (OSMOND, 1998; PICKER, 2006; WESTON, MARETTO, 2009;
HASSAN, 2013). O advento da terapia antirretroviral combinada na década de 1990
permitiu a supresséo da replicacao viral e a transformacao da infeccéo pelo HIV de
uma doenca progressiva fatal em uma doenca cronica passivel de controle
(MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014; GRECO; PIETRA; RODRIGUES, 2015).

O curso natural da infeccdo pelo HIV nédo tratada tem ampla variacéo,
podendo ser de um a mais de 20 anos (OSMOND, 1998; SABIN, LUNDGREN,
2013). A ultima década tem sido muito importante para o estudo e identificacdo de
PVHIV, que apresentam padrbes distintos de progressdao da doenca (SABIN;
LUNDGREN, 2013). No geral, o tempo médio desde a infeccdo inicial até o
desenvolvimento dos sinais clinicos da AIDS é de aproximadamente 8 a 10 anos
(progressores tipicos), mas pode variar entre os individuos e depende da complexa
interacdo entre o virus e o hospedeiro (PANTALEO, FAUCI, 1996; SILVA et al.,
2010).

Apesar das diferentes taxas de progressdo da doenca, a maioria dos
individuos infectados pelo HIV eventualmente progridem para a AIDS. De acordo
com a taxa de progressdo, trés subgrupos principais foram identificados:
1) individuos que apresentam uma progressao rapida ndo usual da doenca, onde a
AIDS se desenvolve dentro dos trés primeiros anos da infeccdo (progressores
rapidos); 2) individuos nos quais a AIDS se desenvolve paulatinamente entre um
periodo de trés e 10 anos ap0s a soroconversao (progressores lentos); 3) individuos

que ndo experimentam doenca progressiva por varios anos (8-10) apés a infeccéo



priméria (ndo-progressores ou controladores de elite) (PANTALEO, FAUCI, 1996;
KUMAR, 2013; SABIN, LUNDGREN, 2013).

2.4. Imunopatogénia da infeccdo pelo HIV: deplecdo de células T CD4" e
inflamac&o/ativacédo imunologica crénica.

A patogénese da infeccdo pelo HIV-1 é baseada na interagdo do virus com os
componentes do sistema imune do hospedeiro (imunidade inata e adaptativa) e tem
sido considerada como um processo lento de degradacdo imunologica e/ou
desregulacdo que pode, em Ultima instancia, conduzir a deficiéncia imunoldgica e
AIDS (MONTOYA, MORENO, RUGELES, 2006; PICKER, 2006; SIMON, D HO,
ABDOOL, 2006; ALCAMI, COIRAS, 2011).

Os mecanismos pelos quais o HIV induz a disfuncdo imune tém sido objeto de
estudo intenso desde a descoberta do virus no inicio da década de 1980. Entretanto,
com o decorrer do tempo, foi ficando cada vez mais improvavel que o virus pudesse
ser diretamente responsavel por induzir a deplecéo de células T e AIDS, sugerindo
que fatores adicionais também deveriam desempenhar um papel na determinacao
da disfuncéo imunolégica associada ao HIV (PAIARDINI et al., 2004; BRENCHLEY,
PRICE, DOUEK, 2006; SODORA, SILVESTRI, 2008).

Em PVHIV, a alta taxa de replicacdo viral durante a fase aguda da infeccéo
inicia 0 processo patogénico, resultando em duas consequéncias patoldgicas
cruciais: 1) a deplecéo profunda de células T CD4" de memoria efetora (Tew), € 2) 0
estabelecimento de um estado de hiperativacdo imunoldgica persistente. Esses
eventos, que hoje sdo reconhecidos como 0s mais importantes na patogénese da
infeccdo pelo HIV, produzem degradacdo significativa do sistema imunolégico e,
posteriormente, estabelecem uma sequéncia de eventos que levam a
descompensacédo imune final (BRENCHLEY et al., 2004; PICKER,2006; SIMON, D
HO, ABDOOL, 2006; DOUEK, 2007; APPAY, SAUCE, 2008; LACKNER,
LEDERMAR, RODRIGUEZ, 2012; MIEDEMA et al., 2013; MAARTENS, CELUM,
LEWIN, 2014).

O linfotropismo do HIV pelas células CD4" (Tem) confere a infeccéo pelo HIV
uma caracteristica unica e peculiar, pois estas células detém um papel essencial na
imunidade. A maioria das células T CD4" residem nos tecidos linfoides, como os
linfonodos e, em particular, nos tecidos linfoides associados a mucosa (Mucosa-

associated lymphoidtissue - MALT), como o trato gastrointestinal, pulmdes e trato



genital (PICKER, 2006; APPAY, SAUCE, 2008; KLATT, FUNDERBURG,
BRENCHLEY, 2013).

O sistema imunoldgico intestinal (Gut-associated lymphoid tissue — GALT)
contem aproximadamente 40% de todos os linfécitos, sendo considerado o maior
orgdo imunologico do organismo (LACKNER, LEDERMAR, RODRIGUEZ, 2012). Por
outro lado, em contraste com o sistema imunoldgico sistémico, a maioria das células
T CD4" no MALT sdo células T CD4" de memoria ativadas que expressam 0
correceptor CCR5, e sao, portanto, alvos ideais para o virus (BRENCHLEY et al.,
2004; APPAY, SAUCE, 2008; LACKNER, LEDERMAR, RODRIGUEZ, 2012,
DOUEK, 2013; PAIARDINI, MULLER-TRUTWIN, 2013). Por essa razdo, as mucosas
nao sdo apenas 0s sitios primarios de transmissao viral, mas também os principais
lugares para a replicacéo viral e a destruicdo de células T CD4", independentemente
da via de transmisséo do virus (LACKNER, LEDERMAR, RODRIGUEZ, 2012).

O efeito mais importante sobre a homeostase das células T ocorre muito cedo
no trato gastrointestinal, que passa por uma deple¢do macica de células T CD4" de
memoria ativadas, antes mesmo que acontecam alteracdes significativas nas células
T do sangue periférico (NILSON et al., 2007), e esta presente em todas as fases da
doenca (BRENCHLEY et al., 2004), com recuperacdo minima apés do inicio da
TARV (SIMON, D HO, ABDOOL, 2006; APPAY, SAUCE, 2008; DOUEK,
ROEDERER, KOUP, 2009; ALCAMI, COIRAS, 2011; KLATT et al., 2013;
PAIARDINI, MULLER-TRUTWIN, 2013; MAARTENS, CELUM, LEWIN, 2014;
DEEKS et al., 2015).

A profunda deplecéo de células T CD4" da mucosa (que ajudam a manter a
integridade da barreira epitelial do intestino) (HATANO, 2013), juntamente com a
apoptose dos enterdcitos, faz com que o revestimento intestinal seja permeavel,
permitindo a passagem ou translocacéo de produtos microbianos do Iimen intestinal
para a circulagcdo sistémica, fendmeno denominado translocacdo microbiana
(LACKNER, LEDERMAR, RODRIGUEZ, 2012; DOUEK, 2013; MIEDEMA et al.,
2013; DE LEON-NARANJO, 2014; MAARTENS, CELUM, LEWIN, 2014; DEEKS et
al., 2015).

A translocacgdo de produtos bacterianos imunoestimuladores através de uma
barreira intestinal permeéavel contribui na ativagédo crénica do sistema imune, através
da ativacdo de receptores Toll-Like (TLR) de varias populacdes de leucocitos. O

lipopolissacarideo (LPS) é o indicador de translocagédo microbiana mais utilizado, no



entanto, outros produtos bacterianos, como flagelina, peptidoglicano e dominios de
DNA ricos em CpG bacterianos que sao reconhecidos por TLR 2, 5 e 9,
respectivamente, também podem contribuir para a ativacdo do sistema imune
(BRENCHLEY et al., 2006; LACKNER, LEDERMAR, RODRIGUEZ, 2012; PLAEGER
et al., 2012; MIEDEMA et al., 2013).

Durante alguns anos, pensou-se que a patogénese da AIDS estava
essencialmente relacionada a destruicdo direta das células T CD4" pelo HIV. Nos
altimos anos, o foco tem sido os modelos patogénicos que enfatizam o papel da
ativacdo do sistema imunolégico e o excesso de apoptose de células T néo
infectadas na inducdo de deplecdo de células T CD4" associadas ao HIV
(PAIARDINI et al., 2004; MIEDEMA et al., 2013).

O termo "ativacdo imune" na infeccdo pelo HIV é uma expressdo bastante
ampla que abrange uma grande variedade de eventos ou observagdes envolvidas
em processos moleculares e celulares, incluindo o aumento do turnover das células
T (i.e. aumento das taxas de proliferacdo e morte de células T), aumento da
frequéncia de células T e B com fenoétipos ativados e aumento das concentracdes
séricas de multiplos mediadores pro-inflamatorios soluveis [IFN-a, IL-1p, IL-6, IL-8,
fator de necrose tumoral (TNF), TGFB, sCD14, sCD163, MIP-1a, MIP-18, RANTES e
IP-10] (DEEKS et al., 2004; BRENCHLEY, PRICE, DOUEK, 2006; DOUEK, 2007,
APPAY, SAUCE, 2008; SODORA, SILVESTRI, 2008; DOUEK, ROEDERER, KOUP,
2009; LACKNER, LEDERMAR, RODRIGUEZ, 2012; PLAEGER et al., 2012;
PAIARDINI, MULLER-TRUTWIN, 2013; DE LEON-NARANJO, 2014a; APPAY,
KELLEHER, 2016).

Dada a complexidade da interagdo entre o HIV e o sistema imune do
hospedeiro, existem mdltiplos mecanismos moleculares e celulares pelos quais a
infeccdo pelo HIV pode induzir a ativacdo imune. E ainda € possivel que exista um
sinergismo entre esses mecanismos, possibilitando assim a existéncia de graus
variaveis de ativacdo imune cronica (KLATT, FUNDERBURG, BRENCHLEY, 2013;
PAIARDINI, MULLER-TRUTWIN, 2013; RAJASURIAR et al., 2013). Os mecanismos
responsaveis pela ativacdo imunoldgica sistémica na infeccdo crbnica pelo HIV
incluem o efeito citopético direto do HIV, as respostas imunes inatas e adaptativas
ao virus e seus antigenos, a translocacdo microbiana (como citado anteriormente),
coinfec¢des com outros patdgenos virais persistentes, incluindo o virus da hepatite C

(VHC ou HCV) e virus do herpes, tais como citomegalovirus (CMV) e virus do



Epstein-Barr. Além disso, também € possivel que algum nivel de ativacdo imune
esteja relacionado a mecanismos homeostaticos e a ativacdo imunologica
inespecifica de células B e T, frente a producdo aumentada de citocinas pro-
inflamatérias (Figura 1) (BRENCHLEY, PRICE, DOUEK, 2006; APPAY, SAUCE,
2008; CATALFAMO et al., 2008; SODORA, SILVESTRI, 2008; LANE, 2010;
LACKNER, LEDERMAR, RODRIGUEZ, 2012; DOUEK, 2013; PAIARDINI, MULLER-
TRUTWIN, 2013; RAJASURIAR et al., 2013; DE LEON-NARANJO, 2014a; DEEKS
et al., 2015).
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Figura 1. Modelo imunopatogénico da infeccdo pelo HIV. Causas e consequéncias da

ativacao imunoldgica crénica.

Embora a ativacdo imune possa ter algumas consequéncias benéficas,
como a restauracédo da proliferacdo de células T em graus variaveis e, por inferéncia,
a restauracao parcial do pool de células T CD4" de memodria, hd uma concordancia
geral de que ela é indiscutivelmente prejudicial para a PVHIV (BRENCHLEY, PRICE,
DOUEK, 2006; APPAY, SAUCE, 2008; DOUEK, 2007; DOUEK, ROEDERER,
KOUP, 2009).

A ativagdo imune cronica causa um aumento exacerbado e sustentado na
frequéncia de células T CD4" e CD8" ativadas e em proliferacdo, muitas das quais
estdo destinadas a morrer, mesmo na auséncia de infec¢do, devido ao aumento da

sensibilidade a apoptose. Além disso, as células T CD4" ativadas sdo alvos



principais para a infeccéo pelo HIV, o que facilita a replicacao viral. Neste contexto, a
ativagdo, infeccdo e morte preferencial de células T CD4 HIV- especificas resulta no
esgotamento do sistema imunoldgico (PAIARDINI et al., 2004; DOUEK, 2007;
BRENCHLEY, DOUEK, 2008; SODORA, SILVESTRI, 2008; DOUEK, ROEDERER,
KOUP, 2009; SACHDEVA et al., 2010; CATALFAMO et al, 2011; KLATT,
FUNDERBURG, BRENCHLEY, 2013; PAIARDINI, MULLER-TRUTWIN, 2013;
DEEKS et al., 2015). Esta exaustdo imune estd implicada no comprometimento das
funcdes das células T efetoras, especialmente as células T CD8" HIV especificas
(Figura 1) (SACHDEVA et al., 2010). Além disso, a ativacdo imune e a inflamacao
parecem ser importantes contribuintes para a manutencdo dos reservatérios virais
do HIV, o maior obstaculo para a erradicacdo do virus e a cura da doenca (SERETI,
ALTFELD, 2016).

A inflamacao cronica e a ativagdo imune persistem indefinidamente, apesar
da supressdo completa ou quase completa da replicacdo viral com a TARVCc,
resultando na senescéncia proliferativa do pool de células T (BRENCHLEY, PRICE,
DOUEK, 2006; SODORA, SILVESTRI, 2008; DOUEK, ROEDERER, KOUP, 2009;
HATANO, 2013; KLATT et al., 2013; PAIARDINI, MULLER-TRUTWIN, 2013;
MAARTENS, CELUM, LEWIN, 2014). As células T e outros leucdcitos normalmente
proliferam em resposta a patdégenos, mas as células possuem um ndmero maximo
de divisbGes; uma vez que este limite € alcancado, o grupo de células T Naive ndo
pode ser reabastecido de forma eficiente e, portanto, ndo é capaz de substituir
continuamente as células T CD8" e T CD4" senescentes e/ou esgotadas em PVHIV
(APPAY, SAUCE, 2008). Isso sustenta a ideia de que, através da inducdo de
ativacdo e inflamacao imune persistente e sustentada, a infeccéo pelo HIV induz um
processo acelerado de imunossenescéncia e envelhecimento sistémico (ALCAMI,
COIRAS, 2011; KLATT et al., 2013; PAIARDINI, MULLER-TRUTWIN, 2013).
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Demografia do envelhecimento na populacao HIV positiva

Durante a primeira década da epidemia de HIV/AIDS, foram relatados poucos
casos em pessoas acima de 50 anos. No entanto, nos Ultimos anos este nimero tem
aumentado de forma constante. No Brasil, a incidéncia de HIV/AIDS nessa faixa
etaria dobrou entre 1996 e 2006 (CARDOSO et al., 2013). De acordo com a
UNAIDS, estima-se que em todo o mundo existem 3,6 [3,2 a 3,9] milhdes de
pessoas de 50 anos de idade ou mais que vivem com esta condi¢do, constituindo
um grupo populacional que aumentou em todas as regides, embora em ritmos
diferentes. (DE LEON-NARANJO 2014a).

O aumento da expectativa de vida nas pessoas vivendo com HIV (PVHIV) é
acompanhado de aumento na frequéncia de comorbidades néo relacionadas a esta
infecgdo (e.g: doencas cardiovasculares, neoplasias, infec¢des, reativacdes virais
cronicas, osteoporose, declinio neurocognitivo e fragilidade) e muitos estudos tém
demostrado que mesmo as PVHIV com bom controle clinico e imunovirolégico estao
em maior risco de desenvolver essas comorbidades (SKIEST et al., 1996; BAKER et
al., 2008; MOORE et al., 2008; MOCROFT et al., 2010; HASSE et al., 2011). Como
resultado, ha aumento da prevaléncia de doencas crénicodegenerativas nesta
populacdo ocorrendo precocemente. Este "envelhecimento acelerado” parece estar
em grande parte relacionado com a inflamacédo crénica, a ativagdo imunoldgica e a
imunossenescéncia presentes nesta infeccdo. (DEEKS, 2009; NIXON, LANDAY,
2010; RICKABAUGH, JAMIESON, 2010; DEEKS, 2011; HEARPS et al., 2012; OAR
WORKING GROUP ON HIV AND AGING, 2012; MEIR-SHAFRIR, POLLACK, 2012;
ABERG, 2012; HUNT, 2014; TSOUKAS, 2014).

3.2. Envelhecimento do sistema imunolégico

O envelhecimento, do ponto de vista bioldgico, é tipicamente definido como
a deterioracdo progressiva da funcédo fisioldgica, que ocorre como uma
consequéncia de dano cumulativo, molecular, celular e dos 6rgaos. (DEEKS, 2011,
FEDARKO, 2011).

Como acontece com qualquer sistema, o imunoldgico exibe mudancas
caracteristicas a medida que as pessoas envelhecem. O processo natural de

envelhecimento produz alteracdes na sua estrutura e funcdo que afetam tanto a
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imunidade inata quanto a adaptativa. As mudancgas mais notaveis ou pelo menos as
mais estudadas acontecem no sistema imunoldgico adaptativo e, especialmente nas
células T, que constituem a espinha dorsal da resposta imunitaria adaptativa. Essas
mudancas invariavelmente resultam em diminuicdo das respostas ao estresse e
maior susceptibilidade a doencas e a morte (DEEKS, 2011; OAR WORKING
GROUP ON HIV AND AGING, 2012; FANTAUZZI et al., 2013; FULOP, LARBI,
PAWELEC, 2013).

O envelhecimento do sistema imunolégico € um processo dinamico, que
pode, pelo menos em parte, refletir a evolucdo da adaptagédo da resposta imune
frente a agentes patogénicos. Nem todos os compartimentos da resposta imune
envelhecem da mesma maneira, a mesma velocidade ou na mesma direcao
(FULOP, LARBI, PAWELEC, 2013).

As alterac6es fenotipicas e funcionais observadas nas células T durante o
processo de envelhecimento sdo referidas como imunossenescéncia, e acredita-se
gue seja uma consequéncia da ativacdo e proliferacdo persistente das células T,
impulsionada pela exposicdo antigénica cronica experimentada ao longo da vida
(DEEKS, 2011; DOCK, EFFROS, 2011; CHOU, EFFROS, 2013; PIRRONE et al.,
2013; ROMERO-CABRERA, AMORES-HERNANDEZ, FERNANDEZ-CASTELEIRO,
2013; DE LEON-NARANJO, 2014a; TSOUKAS, 2014; SAAVEDRA, GARCIA, 2014).

3.3. Infeccgédo pelo HIV e imunossenescéncia

A ativacdo imunoldgica cronica durante a infeccdo pelo HIV impulsiona
gradualmente as células T para uma exaustdo da capacidade replicativa tornando-as
células senescentes. Isso tem sido amplamente caracterizado pela diminuicdo de
células naive, a perda da expressdo de moléculas co-estimuladoras como CD27 e
CD28, acumulagdo de células terminalmente diferenciadas, a expressdo de
receptores inibitérios, aumento da susceptibilidade a apoptose, bem como pelo
aumento de citocinas pro-inflamatorias (e.g: IL-6, TNF-a e IL-1B) (APPAY et al.,
2007; CHATTOPADYAY, ROEDER, 2010; FANTAUZZI et al., 2013; PIRRONE et al.,
2013).

O desenvolvimento de novas tecnologias (producdo de anticorpos
monoclonais e a citometria de fluxo) nos permite verificar a exaustdo e a
senescéncia a um nivel clonal. A identificacdo desses clones pode entdo ser

associada a avaliacdo do seu fenotipo (diferenciagdo, ativacdo e senescéncia
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usando marcadores de superficie) (CHOU, EFFROS, 2013). Existe uma grande
variedade de marcadores que podem ser utilizados, embora haja pouco consenso
em relacdo a quais dos marcadores de superficie celular melhor discriminam os
varios estadios da diferenciacdo de células T. Os marcadores mais comumente
considerados para estudos humanos sédo CD45RA, CD45R0O, CCR7, CD27, CD28,
CD57, CD62L, CD95/Fas e PD-1 (HARARI, VALLELIAN, PANTALEO, 2004; APPAY
et al., 2008; CHATTOPADHYAY, ROEDERER, 2010) os quais desempenham papel
importante na ativacdo de células T, na proliferacdo, producdo de citocinas e
apoptose (APPAY et al., 2008; CHATTOPADHYAY, ROEDERER, 2010; FULOP,
LARBI, PAWELEC, 2013; LARBI, FULOP, 2014;).

Embora as células T CD4" (auxiliares) e CD8" (citotoxicas) tenham diferencas
funcionais claras, os dois subtipos exibem uma evidente concordancia no processo
de diferenciacdo. As semelhancas envolvem mudancas fenotipicas e funcionais que
ocorrem ao longo da via de desenvolvimento pos-timico. Seguindo a selegéo positiva
e negativa, as células T sao liberadas do timo, como células maduras naive que se
proliferam e se diferenciam em células efetoras, em resposta a uma estimulacao
antigénica. Estas em grande maioria migram para tecidos periféricos e locais
inflamados para facilitar a destruicdo de alvos infectados.

As células T naive e de memodria (central, efetora) podem ser caracterizadas
com base na expressao de moléculas de superficie, incluindo o antigeno leucocitario
comum CD45. Diferentes isoformas desse antigeno sdo expressas na superficie dos
linfécitos T durante o processo de diferenciacéo celular, sendo a isoforma CD45RA
tipica de linfécitos T naive e a isoforma CD45RO associada aos linfocitos T de
memoéria (MICHIE et al.,1992). As moléculas de superficie CD62L (seletina) e CCR7
(receptor de quimiocinas) também séo Uteis para identificacdo das células T naive e
de memdéria. Células naive expressam altos niveis de ambas as moléculas enquanto
que durante o processo de diferenciacdo, as células de memodria perdem a
expressao do CD62L e/ou CCR7 (SALLUSTO et al., 1999).

Outros marcadores fenotipicos comumente utilizados sdo as moléculas
coestimulatorias CD27 e CD28, a reguladora PD-1, a molécula marcadora de células
terminalmente diferenciadas, CD57 e o receptor de morte CD95/Fas (APPAY,
ROWLAND-JONES, 2004; MAHNKE et al., 2013). CD28 e CD27 sao receptores
coestimuladores envolvidos, respectivamente, na regulagcédo da ativagdo das células

T e na geracao de células previamente expostas ao antigeno (antigen-primed cells).
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Esses receptores sao diferencialmente expressos na superficie das células T, e uma
vez que a expressdo € perdida, ndo ha evidéncia de subsequente reexpressao
(APPAY et al., 2002b; APPAY, ROWLAND-JONES, 2004; APPAY et al., 2008).
Programmed-death 1 (PD-1) é um membro da familia B7:28 de moléculas inibitérias
inicialmente encontradas em um hibridoma de células T submetidas a apoptose, e
portanto rotuladas de morte programada-1. Foi um dos primeiros receptores
inibitérios associados a exaustdo imune. Sua acao reguladora negativa é critica para
o equilibrio entre a ativagdo das células T e a tolerancia (ISHIDA et al., 1992,
KAUFMANN et al., 2008). O CD57 (HNK-1, Leu-7, L-2) € um glicopéptido encontrado
em varias glicoproteinas de superficie, proteoglicanos e glicolipidos em subtipos de
células NK, células T, também em células neuronais e no olho. Nas células T CD4" e
CD8" este marcador fenotipico mostrou estar presente nos estadios tardios da
diferenciagdo. A expressédo de CD57 define um estado de senescéncia replicativa e
de apoptoses antigeno induzida em células CD8" (BRENCHLEY et al., 2003). PD-1
e CD57 tém sido associados a senescéncia replicativa, sendo expressos em niveis
variados em células de memadria e comumente ausentes em células naive (APPAY
et al.,, 2008; MAHNKE et al., 2013; LARBI, FULOP, 2013). Dados da literatura
sugerem que as células da memodria efetora sédo o subtipo mais predisposto para
expressar PD1, enquanto o TEMRA exibe niveis mais altos de CD57 (LARBI,
FULOP, 2013). Além destes, a expressdo de marcadores associados a via
apoptotica CD95/Fas tem sido correlacionado a perfil fenotipico de senescéncia
(APPAY et al.,, 2008; CHATTOPADHYAY, ROEDERER, 2013; MAHNKE et al.,
2013).

Assim sendo, as células naive podem ser diferencias das células de memaria
uma vez que esta populacdo é caracterizada pela expressao de: CD45RA, CCR7 e
CD62L e as moléculas co-estimuladoras CD28 e CD27, e pela auséncia de CD57,
CD95 (OKADA et al., 2008; APPAY et al., 2008; CHATTOPADHYAY, ROEDERER,
2010; LARBI, FULOP, 2014: XU, LARBI, 2017).

As células T de memodria por sua vez podem ser divididas em dois
subconjuntos: as células T de memaria central (Tcyv), que sdo de longa duragéo,
circulam através dos ganglios linfaticos, apresentam uma maior cinética para a
producéo de citocinas do que outros subtipos de células de memoria e sdo grandes
produtoras de IL-2, e as células de memdria efetora (Tegm) conhecidas pela producao

rapida de citocinas e enzimas citoliticas. As populacdes de memdéria central sao
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tipicamente CD45RA” CD45RO* CCR7" CD27" CD28" CD57 CD62L", enquanto as
células de memodria efetora podem ser distinguidas pela auséncia de CCR7, CD28 e
CD62L e a expressdo de CD57 e PD-1 (LARBI, FULOP, 2014; UNSOELD,
PIRCHER, 2005; OKADA et al., 2008; APPAY et al.,, 2008; XU, LARBI, 2017).
Finalmente as células de memodria efetora terminalmente diferenciadas (Temra) foram
propostas para definir uma populagdo com uma pobre capacidade proliferativa, e
fenotipicamente distinta ja que podem reexpressar o marcador CD45RA (HARARI,
VALLELIAN, PANTALEO, 2004; APPAY et al., 2008: XU, LARBI, 2017).

F
Naive Tem Tem | Temra
CD45RA" CD45RA° CD45RA° CD45RA™
CD27" cD27" cp27"" cD27
cD28" cD28’ cD2s*" CD28
CD57 CD57 cD57" cD57"
cDe2L” cDe2L" cD62L°  CDeé2L
CCR7" CCR7" CCR7 CCR7
CD95" CD95 CcD95" CD95"
PD-1" PD-1" PD-1" PD-1"

Figura 2. Caracterizacdo imunofenotipica de acordo com a expressdo dos diferentes
marcadores de superficie celular. Tcy: Células T de memoria central; Tgy: células T de

memoria efetora; Temra: Células T de memoria efetora terminalmente diferenciadas.
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3.4. Imunossenescéncia nos diversos cenarios dainfecgcdo pelo HIV

Harr et al., em 1998 publicaram os resultados de estudo no qual foi avaliada a
expressdo dos marcadores CD95 e CD26 em coorte de PVHIV em diferentes
estadios da doenca, os mesmos foram classificados em: progressores lentos (11);
nao progressores (16); individuos em estadio A (10) do CDC e pacientes em estadio
B/C (10). Os achados demostraram que a expressao de CD95 é maior em individuos
infectados pelo HIV quando comparados com individuos sem esta infeccao. Além
disso, foram evidenciadas diferencas entre os grupos de PVHIV, mostrando que a
expressdo de CD95 em células TCD4" é similar entre progressores lentos e ndo
progressores, assim como em individuos em estadio A da infeccdo. Enquanto que
no compartimento de células T CD8" n&o foram observadas diferencas entre os 4
grupos de individuos infectados pelo HIV (HARR et al., 1998).

Appay et al., em 2000 conduziram estudo com o objetivo de caracterizar
melhor as diferengas existentes entre as células CD8" especificas para o HIV e o
CMV. Foram estudadas 25 pessoas com infeccdo pelo HIV e 25 pessoas sem esta
condicdo. O status de maturacdo das células foi avaliado pela expressdo dos
marcadores CD28, CD27, CD45RA e CD45R0. Os resultados demostraram que a
maioria das células T CD8" especificas contra o HIV e 0 CMV ndo expressavam o
marcador CD28. No entanto, a expressdo de CD27 diferiu entre as células CD8"
especificas para o HIV e o CMV, sendo que as células CD8" especificas contra o
HIV foram predominantemente CD27" e CD45RA/RO" (APPAY et al., 2000).

Choremi-Papadopoulou et al., em 2000 publicaram os resultados de estudo
no qual avaliaram a expressdo do marcador CD28 em células T CD4" e CD8". Para
a realizacdo do estudo foram inclusas 152 PVHIV assintomaticas no inicio do
estudo, além disso, foram incluidas 731 pessoas sem esta condi¢cdo. Os pacientes
foram acompanhados por 3 a 4 anos e no decorrer da pesquisa foram classificados
em dois grupos de acordo com a progressao ou nao para AIDS. Os achados
demostraram que as PVHIV apresentam um aumento na percentagem de células
CD8'CD28 quando comparadas com os controles sem esta condi¢do. Este achado
esteve presente durante todo o tempo de observacdo dos pacientes. Além do mais,
ao final do tempo de observacgao foi possivel evidenciar diferencas entre 0s grupos
de PVHIV e, que no momento do diagndstico de AIDS, a percentagem assim como o

nimero absoluto de células T CD4'CD28" estavam mais elevadas no grupo de
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individuos que néo progrediram para AIDS, enquanto que a percentagem de CD28"
CD8" era significativamente baixa (CHOREMI-PAPADOPOULOU et al., 2000).

Champagne et al., 2001, estudaram as diferencas de maturacdo entre as
células T CD8" especificas para o HIV e o CMV baseados na expressdo dos
marcadores CD45RA e CCR7 numa coorte de 18 individuos com infecgéo pelo HIV.
Os resultados demostraram que nas PVHIV existe acumulagdo de células CD45RA
CCR7°CD8", fenotipo celular representativo de estagio preterminal de diferenciagio,
mostrando esses resultados, distirbio no processo de maturacéo das células CD8"
HIV especificas (CHAMPAGNE et al., 2001).

Mueller et al., em 2001, realizaram estudo com o objetivo de caracterizar
fenotipicamente as células CD8" HIV, CMV e EBV antigeno-especificas de 25
individuos com infeccédo pelo HIV e determinar as diferencas no fenétipo de memoéria
e no potencial apoptético entre essas ceélulas virus especificas. Eles constataram
que a maioria das células T CD8" HIV-especificas expressam o fendtipo
CD45RA'CD62L" enquanto que muito poucas células expressam o fendtipo
CD45RA'CD62L". Além disso, foi demonstrado que as células T CD8" HIV-
especificas apresentam uma susceptibilidade aumentada a apoptose induzida por
CD95/Fas. Para avaliar se esse aumento da sensibilidade a apoptose estava
relacionado com diferencas na expressdo de CD95/Fas, a expressdo do CD95 foi
examinada em células CD8" em PVHIV assim como em individuos sem infeccéo
pelo HIV, mostrando que de fato existe um aumento na expressdo desse marcador
em pessoas infectadas pelo HIV (MUELLER et al., 2001).

Appay et al., 2002, avaliaram a expressao dos marcadores CD28, CD27 e
CD45RA em diferentes infeccBes virais cronicas: virus do Epstein—Barr (EBV),
citomegalovirus (CMV) e virus da hepatite C (HCV) em 14 PVHIV desde a fase
aguda ou inicial da infeccdo pelo HIV até a fase crénica da doenca, com a finalidade
de avaliar a diferenciacdo das células T CD8" especificas para o HIV. O grupo
controle foi composto por individuos com infeccéo crénica pelo HIV, com carga viral
baixa (3x10%> — 1.6x10°) durante pelo menos 3 anos, com ou sem TARV. Eles
observaram grande quantidade de células CD28"CD27" ainda na fase aguda da
infeccdo, as quais se diferenciaram rapidamente (2-4 semanas) em células
intermediarias CD28'CD27", logo depois, no final da fase aguda, foi observada
expressao substancial, mas ainda baixa de células CD28 CD27"; no entanto, assim

que a ativacdo celular diminui e a fase de expansao termina, € observado um
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fenotipo compativel com a fase cronica da infeccdo CD27°CD28". Além disso, foi
observado que a maioria das células apresentaram auséncia do marcador CD45RA
ainda durante a fase aguda da infeccéo (APPAY et al., 2002a).

Tussey et al., em 2003, investigaram o estado de maturacdo de células T
CD8" antigeno-especificas de varios modelos de infecgbes virais, bem e mal
controladas. No caso das células T CD8" HIV-especificas foi observado um aumento
na expressao do fenétipo CD27"'CD28 CD45RO'/RA” em individuos que fazem uso
de TARV e apresentam controle imunovirolégico adequado (TUSSEY et al., 2003).
Demostrando que apesar dos efeitos benéficos da TARV, esta ndo consegue
impedir os danos ao sistema imune.

Palmer et al., em 2005 estudaram a frequéncia, fenétipo e funcéo das células
T CD4'CD57" em coorte de 25 pessoas infectadas pelo HIV, ndo tratados, além de
10 controles soronegativos. A percentagem de células T CD4" que expressam o
marcador CD57 foi significativamente maior nos individuos com HIV néo tratados do
que nos doadores soronegativos. Cabe destacar que a expressdo de CD57" néo se
normalizou em individuos que receberam pelo menos 6 meses de TARV com
sucesso (carga viral indetectavel). Além disso, o marcador CD57" era
predominantemente expresso na fracdo CCR7™ do compartimento de células T CD4"
e representou a maioria das células na populagdo CCR7 CD45RA" (PALMER et al.,
2005)

Trautmann et al., em 2006 usaram uma coorte de 31 individuos com infeccao
cronica pelo HIV, classificados como virémicos (20) e com carga viral (CV)
indetectavel (TARV) (18), para monitorar a expressdo do marcador de morte
programada 1 (Programmed Death 1 — PD-1) em células CD8" HIV, CMV e EBV-
especificas. Os resultados mostraram aumento da expressao do marcador PD-1, o
gual se mostrou correlacionado de forma significativa com a CV (TRAUTMANN et
al., 2006). Esses dados sugerem que o acumulo de células T CD8" HIV-especificas
disfuncionais na PVHIV impossibilitaria a renovag¢do de um repertorio destas células
funcionalmente competentes.

Day et al., em 2006 examinaram a expressdo de PD-1 em células CD8" HIV-
especificas de 71 individuos virgens de TARV. Os resultados demostraram que PD-1
esta significativamente aumentado nestas células, assim como no numero total de
células T CD8". Além do mais, foi observada correlagdo positiva entre a CV ea

intensidade de fluorescéncia e a percentagem de PD-1; e correlacédo inversamente

18



proporcional destes com a contagem de células T CD4". Cabe destacar que para a
realizagdo deste estudo foram utilizados tetrameros de classe | do Complexo
Principal de Histocompatibilidade (DAY et al., 2006). No mesmo ano, Petrovas e
colaboradores reportaram que PD-1 € preferencialmente expressado em células T
CD8" virus-especificas independentemente do seu estado de maturacgio.
(PETROVAS et al., 2006).

Em 2007, Hoji e colaboradores estudaram a diferenciacio das células T CD8"
HIV-especificas, através da analise dos marcadores CD27, CD28, CD57 e CD62L
em um grupo de 7 PVHIV naive (sem TARV) e 11 pessoas com sorologia negativa
para o HIV. Neste estudo foi observado que a maioria das células T CD8" HIV-
especificas nos participantes com infeccéo crbnica e nao tratada, apresentavam o
fendétipo CD27 CD28CD57/CD62L"" sugestivo de um estagio intermediario a
avancado de diferenciacdo celular (HOJI et al., 2007). Resultado este que revela
mais uma vez que a infeccdo pelo HIV produz uma disfuncdo do processo de
diferenciacéo de células T.

Zhang et al., em 2007 estudaram as diferencas na expressdo do marcador
PD-1 entre progressores tipicos e progressores lentos. Para a realizacdo deste
estudo foram incluidas 63 PVHIV, categorizadas de acordo com aspectos clinicos,
laboratoriais e de progressao da doenca em: progressores tipicos, nao progressores
e respondedores a TARV. Inicialmente foram avaliados os marcadores de
diferenciacdo de células T e os achados dessa andlise revelaram que o0s
progressores tipicos apresentaram maior porcentagem de células T de memodria
efetora (Tem) - CD45RA'CCR7'CD8" - e mais baixa frequéncia de células de
memoria efetora terminalmente diferenciadas (Temra) - CD45RA'CCR7°CD8'-,
enquanto 0s nao progressores apresentam uma percentagem moderada destas
células Tegv € maior nimero de células de Tewra. Quando avaliada a expressdo de
PD-1, foi evidenciado que o0s progressores lentos apresentam expressao
marcadamente menor em células TCD8 de memdéria HIV-especificas. Por outro lado,
0S progressores tipicos apresentaram expressao significativamente maior, a qual
estava estreitamente relacionada com reducdo do nimero de células T CD4" e
elevacao dos niveis de carga viral (ZHANG et al., 2007).

Cao et al., em 2009 publicaram um estudo de casos com o0 objetivo de
determinar se a infec¢cdo e progressdo do HIV-1, ndo tratada, estd associada a

envelhecimento prematuro das células T CD4naive e CD4" e CD8" de memodria.
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Para a realizagdo deste estudo foram incluidas 60 PVHIV classificadas em dois
grupos de acordo com a velocidade de progressdo para AIDS em: progressores
rapidos (20) e progressores lentos (40); também foram incluidos 9 individuos sem
esta condicdo. Os resultados demostraram um aumento na propor¢cao de células
CD57°CD8" entre o grupo de pessoas com infeccdo pelo HIV, sem diferenca
significativa entre os dois grupos. Posteriormente foi avaliada a distribuicdo das
células T CD8" definidas pelos padrdes de expressdo de CD28 e CD57, e nesse
contexto foi observado que os 2 grupos de PVHIV apresentam clara elevacdo de
CD28 CD57'CD8" consistente com estagio intermediario de diferenciagdo. Ainda foi
constatada uma diminuicdo de células em estdgio inicial de diferenciacdo
CD28'CD57'CD8" e aumento de células terminalmente diferenciadas CD28
CD57°CD8". Comparados com 0s progressores lentos, os progressores rapidos
apresentaram maior declinio de células naive CD28"CD57" e aumento de células em
estagio intermediario de diferenciagdo CD28 CD57". Em relacdo ao compartimento
de células T CD4", a infeccdo pelo HIV ndo causou mudancas significativas em
termos da expresséo isolada de CD57 ou da coexpressao de CD28 e CD57. Por fim,
foi percebido que em comparacdo com o compartimento de células T CD8", o
comportamento de células T CD4" esteve composto em mais de 90% por células
naive CD28"CD57 seguida de pequena proporc¢io de células em estagio terminal de
diferenciacdo. O estudo sugere que a patogénese do HIV envolve um
envelhecimento acelerado das células CD4'naive e das células CD4" e CD8" de
memoria (CAO et al., 2009).

Em 2011, Fernandez e colaboradores, em um estudo que avaliou 18 homens
com sorologia positiva para o HIV e o CMV, observaram um aumento na frequéncia
de CD57. Além disso, foi evidenciado que as células T CD4" HIV-especificas que
expressavam altos niveis de CD57" ndo coexpressavam o marcador CD28
(FERNANDEZ et al., 2011).

Em um estudo publicado em 2012 (MOJUMDAR et al., 2012), as células T
foram caracterizadas, de acordo com a expressado dos marcadores CD45RA, CCRY7,
CD27 e CD28. Neste estudo foram incluidos 39 pacientes com sorologia positiva
para o HIV, assim como 8 individuos HIV negativos. Foi observado que na infec¢ao
pelo HIV ocorre um aumento de células T de memoaria e efetoras, e uma diminuicao
concomitante de células naive. Nas PVHIV foi observado um acumulo de células

TCD8" num estadio intermediario de diferenciacdo (CD27°CD28) e de células
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TCD4" em estadios mais avancados de diferenciacdo (CD27 CD28). Além disso, foi
observado aumento na expressdo do marcador CD57", predominantemente no
compartimento de células T CD8". Estes perfis se mostraram correlacionados de
forma negativa com a contagem de células T CD4", e de forma positiva com a
concentracdo plasmatica do virus. Esses resultados destacam o papel da ativacao
imune induzida pelo HIV no contexto da disfuncdo de células T.

Tassiopoulos et al., em 2012 estudaram a expressédo do marcador CD28" em
células T CD4" e CD8" de individuos com infecgdo cronica pelo HIV sem TARV e as
mudancas relacionadas com este marcador apds o inicio do tratamento
antirretroviral eficaz. Os marcadores foram avaliados no tempo zero e 96 semanas
apos o inicio da TARV. Foram avaliadas de forma prospectiva 1291 PVHIV, assim
como 48 pessoas sem esta condicdo. Neste estudo, 0s niveis baixos de células
TCD4" antes da TARV estiveram associados com uma percentagem maior de
células CD4'CD28 e CD8'CD28. Por outro lado, os individuos mais velhos
apresentaram uma maior percentagem de células T CD28 sobretudo no
compartimento de células CD8", quando comparados com individuos mais jovens.
Além disso, foi observado que apds 96 semanas de TARV houve reducdo da
percentagem de células CD28 entre individuos que apresentam controle
imunovirolégico, no entanto, quando comparado com as pessoas sem infec¢ao, as
PVHIV exibem niveis significativamente maiores de CD28" (TASSIOPOULOS et al.,
2012).

Breton et al., em 2013 realizaram uma analise transversal da expressao de
PD-1 em subtipos de células T CD4" e CD8" em 51 individuos em diferentes
estadios da doenca, incluindo pessoas que faziam uso de TARV e pessoas
soronegativas. Inicialmente foi avaliado o impacto do HIV na distribuicdo de subtipos
de células T CD4" e CD8" e os resultados dessa andlise demostraram que durante a
fase aguda e crbnica da infeccdo pelo HIV existe um aumento de células de
memoria efetora (CD45RA'CD27'CCR7) e uma diminuicdo de células naive
(CD45RA'CD27'CCR7") tanto em CD4" quanto em CD8". No entanto durante o
processo de transicdo da fase aguda para a fase crbnica da infeccéao foi observado
um aumento consideravel de células naive em ambos os compartimentos. Quando
analisada a expressao dos marcadores CD28 e CD57 foi observado que durante o
curso da infeccéo pelo HIV a maioria das células CD4" e CD8" sdo CD28' CD57". Por

outro lado, foram observados niveis significativamente elevados da expressao de
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PD-1, em ambos os compartimentos de células T CD4" e CD8", tanto em pacientes
com infecgcdo aguda, assim como em pacientes com infec¢cdo crbnica, quando
comparados com individuos sem a infeccdo. Contudo a expressao de PD-1 é maior
no compartimento de células T CD8", durante a infec¢&o cronica, quando comparado
com a fase aguda da infeccdo. Além disso, a TARV pode restaurar os niveis de
expressdo de PD-1 para niveis observados em pessoas nao infectadas pelo HIV, na
maioria, mas ndo em todos os subtipos de células T CD4 e CD8 (BRETON et al.,
2013).

Lee et al., em 2014 publicaram um estudo no qual utilizaram coorte de
individuos que tinham sido recentemente diagnosticadas com HIV (<6 meses, desde
a data estimada de infeccdo) e que, posteriormente, iniciaram o uso de TARV. O
objetivo do estudo foi descobrir se proporcdes anormalmente baixas de células T
CD28CD57'CD8" séo evidentes durante os primeiros meses de infeccdo pelo HIV.
Os seus achados demonstraram que, pessoas recentemente infectadas apresentam
propor¢des mais baixas de células T CD28'CD57°CD8" quando comparados com 0s
individuos sem esta infeccdo e essas propor¢cdes aumentam com o uso da TARV.
Isto quer dizer que apesar de que o HIV levar a aumento na frequéncia de células
CD28'CD8*, muito poucas células coexpresam o marcador CD57, e esta
anormalidade é evidente ja nos primeiros meses de infeccédo pelo HIV e pode ser
revertida pelo inicio precoce da TARV. Por outro lado, niveis anormalmente baixos
de CD28CD57'CD8" sdo importantes preditores de mortalidade em PVHIV e que
fazem uso de TARV (LEE et al., 2014).
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4. JUSTIFICATIVA

As PVHIV tem experimentado uma melhora dramatica na sobrevida devido
a introducdo da TARV na segunda metade da década de 1990 (ABERG, 2012;
SILVA et al., 2013; GRECO, PIETRA, RODRIGUES, 2015, p.324). Mas apesar do
sucesso inquestionavel da TARV, esta por si s6 ndo € capaz de impedir os danos ao
sistema imunolégico (DEEKS, 2011).

O aumento da expectativa de vida nas PVHIV esta relacionado com aumento
na prevaléncia de doencas caracteristicas do envelhecimento nesta populacao. Este
"envelhecimento acelerado" parece estar em grande parte relacionado com a
inflamacé&o crénica e a ativacado imune decorrentes da exposi¢cao antigénica cronica
ao virus (NIXON, LANDAY, 2010; RICKABAUGH, JAMIESON, 2010; DEEKS, 2011,
HEARPS et al.,, 2012; MEIR-SHAFRIR, POLLACK, 2012; ABERG, 2012; HUNT,
2014; TSOUKAS, 2014). O estudo de véarios marcadores imunoldgicos envolvidos no
processo de ativacao e diferenciacéo celular mostra um desequilibrio no processo de
maturacdo e diferenciacdo celular. Esses dados sugerem que na infeccdo pelo HIV
ha “esgotamento” ou “envelhecimento” precoce do sistema imune (DEEKS, 2011).

Ainda nédo esta claro como os pacientes devem ser tratados com base nestas
informacgdes, ou se esses marcadores devem ser utilizados para avaliar a reducao
do risco potencial de desenvolvimento de doencas degenerativas nas pessoas
vivendo com HIV. Acredita-se, portanto, que uma melhor compreensdo dos
mecanismos subjacentes a senescéncia imune ir4 conduzir a uma estratégia de
intervencao eficaz destinada a melhorar a qualidade de vida dos individuos. Assim
sendo, este serd um toOpico que continuard a ser parte importante da agenda de
pesquisa nos proximos anos.

Muitos estudos sobre a imunossenescéncia em PVHIV tém sido conduzidos
nos paises desenvolvidos, mas nos paises em desenvolvimento e, particularmente
no Brasil, muito pouco se sabe sobre o assunto, mostrando uma grande lacuna
nesta area. Por tanto, 0 nosso grupo de pesquisa propds estudar uma coorte de
individuos com infecgdo crénica pelo HIV com o objetivo de avaliar e descrever os
perfis de imunossenescéncia e exaustdo de linfocitos CD4" e CD8" circulantes, em
individuos com idade entre 18 e 56 anos. Para tais fins, foi avaliada por citometria de
fluxo a expressdo dos marcadores de superficie celular: CD45RA, CD27, CD28,
CD57, CD62L, CCR7, CD95/Fas e morte programada-1 (PD-1).
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5. OBJETIVOS
5.1. OBJETIVO GERAL

Analisar, por meio de citometria de fluxo, os perfis de imunossenescéncia e
exaustdo de linfécitos CD4" e CD8" circulantes em pessoas vivendo com HIV
(PVHIV), com idade entre 18 e 56 anos.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Descrever os perfis de imunossenescéncia e exaustdo de linfocitos CD4" e
CD8" circulantes, com base na frequéncia celular e intensidade media de

fluorescéncia, em PVHIV, com idade entre 18 e 56 anos.

2. Comparar os valores de imunossenescéncia e exaustdo das PHIV com os

valores do grupo controle.
3. Avaliar a correlacdo entre os perfis de imunossenescencia e o0s valores

absolutos e percentuais de linfocitos T CD4" de PVHIV no tempo zero e 60 meses

apos.
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6. METODOLOGIA

6.1. Delineamento

O desenho do presente trabalho foi baseado no estudo de uma série de
casos, destinado a avaliar a imunossenescéncia e exaustdo de pessoas vivendo
com HIV (PVHIV). Trata-se de pesquisa descritiva, observacional e analitica,

avaliada de forma transversal.

6.2. Local do estudo

Os pacientes foram recrutados no Centro de Treinamento e Referéncia em
Doencas Infecciosas e Parasitarias Orestes Diniz (CTR-DIP Orestes Diniz —
UFMG/PBH), onde fazem o acompanhamento ambulatorial da infecg&o pelo HIV.

Os exames de imunofenotipagem foram realizados no Servico de Medicina
Laboratorial do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(Laboratério DIP FM-UFMG).

O ambulatério faz parte da rede de referéncia no atendimento de individuos
com infecgdo pelo HIV e o laboratorio, também é uma das referéncias para os
exames de contagem de linfécitos TCD4" da rede publica, na regido metropolitana

de Belo Horizonte.

6.3. Participantes da pesquisa
Apds concordarem em participar e assinar o TCLE, foram incluidas 46
PVHIV, de 18 a 56 anos de idade, de ambos os sexos, em diversos cenarios
laboratoriais. Além dos pacientes portadores de infeccéao pelo HIV, foram incluidas,
também, 20 pessoas com sorologia negativa para o HIV.

6.3.1. Critérios de incluséo:
e Idade entre 18 e 56 anos;

e Auséncia de doenca infecciosa ativa.

6.3.2. Critérios de exclusdo:
¢ Infecgéo pelo virus da hepatite B ou C;

e Uso de drogas imunossupressoras tais como corticoide sistémico;
e Vacinacao nos ultimos 30 dias;

e Doenca reumatolégica ou autoimune;
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e Gestacao ou parto no ultimo més;

e Dislipidemia com dosagem de triglicerideos acima de 500mg/dI.

6.4. Selecédo dos participantes e plano de inclusao

Os pacientes foram recrutados enquanto aguardavam consulta ambulatorial
de rotina com médico assistente no CTR-DIP Orestes Diniz. Todos os médicos
assistentes foram comunicados sobre o projeto e estavam de acordo com a
possivel inclusédo de seus pacientes.

Os prontuarios foram avaliados conforme ordem de chegada e os dois
primeiros pacientes que preenchiam os critérios de inclusdo e ndo apresentavam
critérios de exclusdo eram abordados. Devido ao fluxo do laboratério na realizagéo
dos exames, apenas dois pacientes ao dia eram incluidos. O convite para
participar do projeto se deu em sala fechada, por pesquisador médico ou
estudante de medicina em estagio de iniciacdo cientifica, de forma a ndo atrasar a
consulta programada. Aqueles que aceitaram participar do estudo, responderam
um questionario e foram, na sequéncia, encaminhados para a coleta de sangue no
préprio ambulatério, em setor adequado e por profissional qualificado. Foram
coletadas duas amostras de 5mL de sangue periférico em tubo com EDTA.

A seguir, as amostras foram prontamente encaminhadas para o laboratério
e processadas em até 24 horas.

Os individuos sem infeccdo pelo HIV foram selecionados também no
ambulatério do CTR-DIP Orestes Diniz. A abordagem e coleta de sangue seguiu 0
mesmo padréo utilizado para os pacientes com sorologia positiva para o HIV.

Os pacientes com infeccdo pelo HIV foram caracterizados nos seguintes
grupos conforme com aspectos laboratoriais:

1. Progressores-lentos (PL): individuos com infec¢cdo pelo HIV, que nunca
usaram TARV, com Carga viral (CV) menor que 5.000 copias/mL e contagem de
linfécitos TCD4™ maior que 500 células/mm3 h&a mais de 7 anos;

2. Replicagéo ativa (RA): individuos com infecgéo pelo HIV, com ou sem
uso de TARV, que apresentavam CV acima de 5.000 coOpias/mL nos ultimos 2
exames consecutivos;

3. TARV com sucesso: individuos com infecgdo pelo HIV, em uso de

TARYV, com CV menor que 50 copias/mL nos ultimos 2 exames consecutivos.
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Das 46 PVHIV, os grupos de replicacao ativa e TARV com sucesso contaram,
com pelo menos 20 participantes em cada. No grupo de progressores lentos foram
incluidos 6 participantes. Ja era esperado um menor numero nesse grupo, tendo em
vista a raridade de pacientes que apresentam controle viral e imunolégico
sustentado sem TARV (DEEKS, WALKER, 2007).

6.5. Consideracdes éticas

Este estudo integra-se a linha de pesquisa sobre Infec¢des virais: HIV/AIDS,
HTLV I/ll, e outros virus, do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude:
Infectologia e Medicina Tropical, da Faculdade de Medicina da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG).

Para a execucao deste projeto foram utilizadas as normas de pesquisas
envolvendo seres humanos contidas na Resolucdo N2. 466 de 12 de dezembro de
2012 do Conselho Nacional de Saude e o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UFMG em 26 de abril de 2011, conforme o parecer
N©. ETIC 0636.0.203.000-10 (Anexo 5), de modo que fossem salvaguardados os
direitos e o bem-estar das pessoas estudadas. Os exames propostos s6 foram
realizados apos obtencdo do consentimento, por escrito, das pessoas que aceitaram
participar voluntariamente do estudo. Foram tomadas todas as medidas possiveis e
recomendadas para reducdo de qualquer tipo de risco ou desconforto inerente a
pesquisa. Os resultados dessa investigagcdo serdo divulgados assegurando que

nenhuma forma de identificacdo individual seja exposta.

6.6. Coletade dados sociodemograficos, clinicos e laboratoriais

A coleta de dados do estudo ocorreu no periodo de novembro de 2012 a
junho de 2014, e foi realizada através de preenchimento de questionario especifico
para cada paciente, abordando aspectos gerais, clinicos e laboratoriais (Anexos 3 e
4 respectivamente) durante a entrevista. Alguns dados imunovirologicos foram
coletados atraves do Sistema de controle de exames laboratoriais (SISCEL), com a

prévia autorizacéo da coordenacédo do Lab. DIP.
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6.7. Imunofenotipagem

O presente estudo foi realizado com o intuito de avaliar os perfis de
imunossenescéncia e exaustdo de linfocitos CD4" e CD8" circulantes, em um grupo
de individuos com infeccéo cronica pelo HIV, atendidos no Centro de Treinamento e
Referéncia em doengas infecciosas e parasitarias (CTR DIP) — Orestes Diniz.
Analisamos de forma comparativa as subpopulacdes de linfocitos baseados no uso
de marcadores de ativacao e diferenciacédo celular (CD45RA, CCR7, CD27, CD28,
CD62L, CD95/Fas), exaustdo PD-1 e imunossenescéncia CD57 em PVHIV em
comparacao com pessoas sem esta infeccao.

Os ensaios de imunofenotipagem foram realizados segundo o protocolo
proposto pelo fabricante com pequenas modificacdes conforme descrito a seguir: em
tubos de poliestireno 12x75 mm foram adicionadas quantidades pré-estabelecidas
de anticorpos monoclonais especificos para os marcadores de superficie celular de
interesse (acima descritos), marcados com os fluorocromos: Isotiocianato de
fluoresceina (FITC), Ficoeretrina (PE), Complexo Proteina Clorofila Peridinina
(PerCP) e aloficocianina (APC) - BD Pharmingen (San Diego, CA, USA). Para cada
combinacdo de anticorpos monoclonais prediluidos foram adicionadas aliquotas 50
Ml de sangue periférico total coletado em EDTA. Apos homogeneizagdo em voértex,
as preparacfes foram incubadas por 30 minutos, a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. Ap6s o periodo de incubacdo, procedeu-se a lise dos eritrocitos,
utilizando 0,45 mL de solucéo de lise comercial FACS Lysing Solution™ (Becton,
Dickinson and Company - BD Biosciences - 2350 Qume Drive. San Jose, CA 95131
USA) diluida 10 vezes em agua destilada. Apds nova homogeneizacdo em vértex, as
preparacdes foram incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente e entéo
foram submetidas a centrifugacdo (400g, 7 minutos a 18°C). O sobrenadante foi
descartado e os leucécitos lavados, duas vezes, com 4mL de tampdo salino PBS
(0,015M pH 7,4), empregando as mesmas condi¢des de centrifugagcédo anteriormente
citadas, numa etapa final, foram acrescentados 300 pl de PBS. Foram adquiridos
trés mil eventos/tubo dentro do gate de linfocitos usando um citdmetro de fluxo
FACSCalibur® (Becton Dickinson and company - BD Biosciences - 2350 Qume
Drive. San Jose, CA 95131 USA), utilizando o programa software Cell-Quest™
(Franklin Lakes, NJ, EUA) para aquisicdo e armazenamento dos dados e Flowjo®

(Tree Star, San Carlos, Califérnia) para andlise primaria dos dados.
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6.8. Variaveis estudadas
* Idade;
*  Sexo;
* Tempo de diagnéstico;
« Contagem de linfécitos TCD4": no tempo zero e 60 meses apos.
« Carga viral do HIV;
» Porcentagem de linfécitos que expressam os marcadores CD45RA, CD27,
CD28, CD57, CD62L, CCR7, CD95/Fas e PD1.

6.9. Célculo da amostra

Devido a auséncia de dados sobre a imunossenescéncia e exaustdo de
linfécitos em pessoas vivendo com HIV na nossa populacdo e dados de estudos
estrangeiros muito diversos em relacdo ao numero de pacientes incluidos, optou-se

por incluir amostra de conveniéncia de 80 pacientes.

6.10. Pesquisa bibliografica

O levantamento bibliografico foi feito a partir da base de dados MEDLINE
Interface PubMed e do Google académico. A pesquisa foi limitada a literatura de
linguas portuguesa, inglesa e espanhola. Inicialmente foram estabelecidos os
Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) ou Medical Subjets Headings (MeSH
terms). O acceso aos descritores foi realizado através de Consulta ao DeCS da
Biblioteca Virtual em Saulde [http://decs.bvs.br/]. Foram utilizados os seguintes
termos e palavras chaves: HIV/AIDS, ativacdo imunoldgica, ativacdo celular,
imunossenescéncia, envelhecimento prematuro, esgotamento imunolégico, exaustao
imune, imunofenotipagem, citometria de fluxo, diferenciacdo de células T,
caracterizacio de células T, células T CD4", células T CD8", CD45RA, CD27, CD28,
CD57, CD62L, CCR7, CD95/Fas e PD1.

As citacdes no texto foram indicadas pelo sistema autor/data e as referéncias
bibliograficas foram organizadas em ordem alfabética, de acordo com as normas

estabelecidas pela Associagéo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).
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6.11. Analise estatistica

O banco de dados foi feito no software Excel 2010 de Microsoft Office e
posteriormente esses dados foram importados ao software GraphPad Prism, version
7.0 (GraphPad Software, Inc. 7825. Fay Avenue, Suite 230 La Jolla, CA 92037 USA)
para a correspondente analise.

A andlise das variaveis qualitativas foi avaliada através da distribuicdo de
frequéncia absoluta e relativa, enquanto que as variaveis quantitativas foram
analisadas com base nas medidas de tendéncia central e medidas de dispersao
mais apropriadas para a distribuicdo dos dados. Para testar a normalidade da
distribuicdo dos dados numéricos, foram usados os testes D’Agostino-Pearson e
Kolmogorov-Smirnov. Para variaveis continuas com distribuicdo normal foi realizada
a analises através do teste One Way ANOVA e para variaveis com distribuicdo nao
normal foi empregado o teste Kruskall Wallis.

A correlagdo dos valores de LTCD4" com os perfis de imunossenescéncia e
exaustao foi avaliada através dos testes de correlacdo de Spearman ou Pearson de
acordo com a distribuicdo dos dados.

Para todos os testes, foi considerado como nivel de significAncia estatistica as

variaveis que tiveram o valor de p <0,05.
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7. RESULTADOS

7.1. Caracteristicas demograficas e dados laboratoriais da coorte

Para a realizacdo deste trabalho foram incluidos 66 participantes, 46 PVHIV e
20 pessoas com sorologia negativa para o HIV. Ao serem analisadas as
carateristicas gerais dos participantes, observou-se que a coorte esteve composta
pela mesma quantidade de homens e mulheres. No entanto quando a frequéncia de
sexo foi separada segundo o status sorolégico, observou-se que no grupo de PVHIV
houve um predominio de homens (60,87%). Nas PVHIV a média de idade foi de 43
anos, com desvio padrdo de 8 anos e minima e maxima de 23 e 56 anos,
respetivamente. Ja no grupo controle a média de idade foi de 37 anos, com desvio
padrdo de 9 anos e minima e maxima de 20 e 56 anos, a pesar de que 0 grupo
controle era um pouco mais jovem, quando realizada a comparacao entre as idades

dos grupos nao foram observadas diferencas estatisticamente (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas demograficas e dados laboratoriais

Sexo HIV negativo Progressores  Replicacéo TARV com
n=20 lentos n=6 ativa n=20 sucesso n=20
Masculino 5 (25%) 5 (83,3%) 9 (45%) 14 (70%)
Feminino 15 (75%) 1 (16,7%) 11 (55%) 6 (30%)
Média de idade 37 (20-56) 44.33 (37-55) 43 (23-56) 43 (25-54)
Média de anos N
de diagnostico N/A 12 (5-21) 9 (0-24) 9 (1-23)
Media de CV
copias/ml N/A 742 37,625 46
41,9 31.68 17.80 23.93

- .
Médiade CDA%  592.539¢ (21,3-39.2) (38-348)  (7.3-39,9)

29,1 44,71 50.43 48.80

. .
Mediade CD8% (133 433 (31,1-587) (0,39-758) (30,8 - 68,2)

*Intervalo

A grande maioria das PVHIV estavam em uso de TARV, sendo que 58,8%
pertenciam ao grupo de TARV com sucesso e 0s 41,2% restante ao grupo de
replicacdo ativa. O esquema mais empregado foi a combinacdo de Zidovudina,
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Lamivudina e Efavirenz (AZT+3TC+EFZ) usado por 23,5% dos pacientes, seguido
pela associagdo de Zidovudina, Lamivudina e Nevirapina (AZT+3TC+NVP) e

Tenofovir, Lamivudina, Atazanvir e Ritonavir com 14,7% cada um (Tabela 2).

Tabela 2 —Esquemas antirretrovirais usados pelas PVHIV

Replicacao ativa TARV com sucesso

AZT + 3TC + ATVIr

AZT + 3TC + EFZ

AZT + 3TC + LPVIr

AZT + 3TC + NVP

TDF + 3TC + ATVIr

TDF + 3TC + ATV/r + RAL
TDF + 3TC + DRV/r + RAL
TDF + 3TC + EFZ

TDF + 3TC + FPVIr

TDF + 3TC + LPVIr

TDF + 3TC + NVP

P WFEPNNMNMNORFPWOOLER

RlPrOPRPORBNNMNO

TOTAL

N
o

7.2. Imunofenotipagem

Inicialmente serdo apresentados os resultados nos quais as células foram
caracterizadas de acordo com os perfis imunofenotipicos em: células naive, células
de memoria efetora e/ou células altamente diferencias. Estes resultados seréo
descritos considerando as analises nas subpopulacfes de linfécitos CD4, CD8 e
linfécitos totais.

Em seguida serdo apresentadas as andlises de intensidade média de
fluorescéncia (IMF) dos marcadores fenotipicos avaliados e, por fim, as analises de
correlacdo entre os perfis fenotipicos observados e os valores percentuais e
absolutos de células TCD4, na época dos testes, e sessenta meses apos.

Para a apresentacdo dos dados, os diferentes grupos avaliados: HIV
negativo, Progressores-lentos, Replicacao ativa e TARV, serdo expressos como N,
PL, RA e TARV, respectivamente, e as diferencas estatisticamente significativas
serdo identificadas nas figuras pelas letras “a”, “b”, “c” e “d” em comparagdo com N,

PL, RA e TARV, respectivamente.
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7.2.1. Células naive

As andlises dos dados demostraram uma diminuicdo de células naive em

todos os grupos PVHIV, embora diferencas estatisticamente significativas tenham

sido observadas, mais frequentemente, no grupo RA.

Os perfis fenotipicos utilizados para caracterizar este estagio de maturacéo

celular estdo descritos a seqguir.

7.2.1.1. Perfis fenotipicos CD45RA" e CD62L"

Uma queda na frequéncia de células CD45RA™CD62L" é observada no grupo
35,8, RA = 21,7 e
TARV = 34,25) (Figura 2A) e em linfocitos CD8" (mediana em %: N = 38,45;

RA, em linfécitos CD4" (mediana em %: N = 41;

PL = 20,1; RA = 15,6 e TARV = 26) (Figura 2B).

PL

Quando considerados os linfécitos totais, este achado foi corroborado para

o marcador CD45RA", demonstrado pela queda na frequéncia destas células nos
grupos RA e TARV (mediana em %: N = 19,5; NP=10,3; RA = 5,38 e TARV = 10,3)

(Figura 2C).
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Figura 3. Frequéncia dos marcadores fenotipicos CD45RA" e CD62L" em linfécitos CD4"

(A), linfécitos CD8" (B) e linfdcitos totais (C). As diferencas significativas estdo identificadas

nas figuras pela letra “a” em comparagdo com o grupo N.

7.2.1.2. Perfis fenotipicos CCR7" e CD62L"

Foi avaliada a frequéncia dos marcadores CCR7 e CD62L em linfocitos CD4",

CD8" e linfocitos totais. Os dados demostraram uma diminuicdo de células
CCR7'CD62L*/CD4" nos grupos RA e TARV (mediana em %: N = 59,15; PL = 40,1;
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RA = 30,1 e TARV = 44,8) (Figura 3A) e CCR7"CD62L*/CD8" no grupo RA (mediana
em %: N = 20,95; PL = 11,05; RA = 6,62 e TARV = 16,4) (Figura 3B).
N&o foram observadas alteracdes significativas na analise destes marcadores

em linfocitos totais.
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Figura 4. Frequéncia dos marcadores fenotipicos CCR7* e CD62L" em linfécitos CD4" (A) e

linfécitos CD8™ (B). As diferencas significativas estéo identificadas nas figuras pela letra “a

em comparacdo com o grupo N.

7.2.1.3. Perfil fenotipico CD45RA" e CD28"

Foi observada uma diminuicdo do fen6tipo CD45RA'CD28" no grupo RA em
células CD8" (media na em %: N = 28,7; PL = 14; RA = 16,15 e TARV= 27) (Figura
4). Excepcionalmente, foi realizada a marcacdo deste perfil somente em células
CDs.

%CD45RA"CD28"/CD8"

60

o |
1

N PL RA TARV

Figura 5. Frequéncia dos marcadores fenotipicos CD45RA" e CD28" em linfocitos CD8". A

diferenca significativa esté identificada, na figura, pela letra “a” em comparagéo com o grupo N.
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7.2.1.4. Perfis fenotipicos CD27" e PD-1

Quando analisada a frequéncia de células CD27PD-1" foi evidenciada uma
diminuicio deste fendtipo em linfécitos CD8" nos grupos LP e RA (mediana em %:
N= 56,6; PL = 28,35; RA = 33,7 e TARV = 44,5) (Figura 5B). Por outro lado, quando
analisada a sua frequéncia em linfocitos CD4" n&o foi possivel observar diferencas
estatisticamente significativas (Figura 5A). O mesmo foi observado na analise dos

linfocitos totais.

A %CD27 PD-1/CD4" B %CD27 PD-1/CD8’
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Figura 6. Frequéncia dos marcadores fenotipicos CD27" e PD-1" em linfécitos CD4" (A) e
linfocitos CD8" (B). As diferengas significativas est&o identificadas nas figuras pela letra “a”

em comparagdo com o grupo N.

7.2.1.5. Perfis fenotipicos CD28" e CD57

Uma queda na frequéncia de células CD28"CD57" é observada no grupo RA,
em linfécitos CD4" (mediana em %: N = 87,4; PL = 83,5; RA = 44,4 e TARV = 69,3)
(Figura 6A) e em linfécitos CD8" (mediana em %: N = 52,15; PL = 33,15; RA = 28,3
e TARV = 43,8) (Figura 6B).
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Figura 7. Frequéncia dos marcadores fenotipicos CD28" e CD57 em linfocitos CD4" (A) e

linfécitos CD8™ (B). As diferencas significativas estéo identificadas nas figuras pela letra “a

em comparacdo com o grupo N.

7.2.1.6. Perfis fenotipicos CD28" e CD95

Foi observada uma diminui¢cdo acentuada da frequéncia de CD28"CD95 no
grupo RA quando comparado com os demais grupos, tanto em linfocitos CD4"
(mediana em %: N = 38,7; PL = 36,8; RA = 12 e TARV = 27,5) (Figura 7A), quanto
em linfécitos CD8" (mediana em %: N = 24,7; PL = 9,3; RA = 11,3 e TARV = 13,6)
(Figura 7B).

De forma semelhante foi observada uma queda na frequéncia do marcador
CD95 nos grupos RA e TARV, quando foram analisados os linfocitos totais

(mediana em %: N =17,9; PL = 13,13; RA =6,35 e TARV = 9,63) (Figura 7C).
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A %CD28*CD95/CD4"

B %CD28*CD95/CD8"

C %CD4'CD957/Linf. Totais
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Figura 8. Frequéncia dos marcadores fenotipicos CD28" e CD95 em linfocitos CD4" (A),
linfocitos CD8" (B) e linfocitos totais (C). As diferencas significativas estdo identificadas nas

figuras pelas letras “a” e “b” em comparacdo com os grupo N e PL, respectivamente.

Resumindo, observamos que no grupo de PVHIV, a frequéncia de células
naive mostrou-se diminuida tanto no subtipo de linfécitos CD4" quanto no subtipo de
linfocitos CD8". Porém, esta diminuicdo foi muito mais significativa no grupo de

individuos que apresentam replicacéo ativa.

7.2.2. Células de memoéria efetora e/ou terminalmente diferenciadas

Quando analisamos os perfis células de memoria efetoras e/ou terminais
observamos um aumento destas células em todos os grupos de PVHIV, embora
diferencas significativas tenham sido observadas, mais frequentemente, no grupo de

replicagéo ativa.

7.2.2.1. Perfis fenotipicos CD45RA e CD28".

Um aumento na frequéncia de células CD45RA'CD28 é observada nos
grupos PL, RA e TARV quando foram analisados nos linfocitos CD8" (mediana em
%: N =11; PL = 25,1; RA = 34,7 e TARV = 24,9) (Figura 8A). Nos linfocitos totais,
este achado foi semelhante para o perfil CD28", evidenciado pelo aumento da
frequéncia deste fenotipo nos grupos PL, RA e TARV (mediana em %: N = 11; PL =
25,1; RA =34,7 e TARV = 24,9) (Figura 8B). No entanto, ndo foi possivel avaliar este
perfil em linfocitos CD4", pois n&o foi realizada a marcacdo destes fenétipos nestas

células.
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A %CD45RA CD28/CD8* B %CD8*CD287/Linf. Totais
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Figura 9. Frequéncia dos marcadores fenotipicos CD45RA" e CD28 em linfocitos CD8", (A)

a0

e linfécitos totais (B). As diferengas significativas estéo identificadas nas figuras pela letra “a

em comparagdo com o grupo N.

7.2.2.2. Perfis fenotipicos CD28 e CD57"

No compartimento de células CD4" foi observado um aumento da frequéncia
de CD28°CD57 no grupo RA, quando comparado com os grupos N e PL (mediana
em %: N=1,6; PL =6,2; RA=41,3 e TARV = 11,8) (Figura 9A). J4 na populacdo de
células CD8" (Figura 9B) e nos linfocitos totais, ndo foram notadas mudancas

estatisticamente significantes.
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Figura 10. Frequéncia dos marcadores fenotipicos CD28 e CD57 em linfécitos CD4" (A) e

linfécitos CD8" (B). As diferencgas significativas estédo identificadas nas figuras pelas letras “a

e “b” em comparagao com os grupos N e PL, respectivamente.
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7.2.2.3.

Perfis fenotipicos CD28 e CD57"
Quando analisado o fen6tipo CD28 CD57" nos compartimentos de linfocitos

CD4" nio foram observadas diferencas estatisticamente significativas. Porém,

quando foram estudadas as células CD8", observou-se diferenca significativa. No

entanto, apos tratamento estatistico estas alteragdes ndo se mostraram significantes

(Figuras 10A e 10B, respetivamente).

Ja na analise de linfécitos totais evidenciou-se um aumento da percentagem
de CD57" em todos os grupos de PVHIV (mediana em %: N = 20,4; PL = 21,8;
RA = 32,3 e TARV = 28,3) (Figura 10C).
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Figura 11. Frequéncia dos marcadores fenotipicos CD28 e CD57" em linfocitos CD4" (A),

linfocitos CD8" (B) e linfocitos totais (C). As diferencas significativas estdo identificadas nas

[Tl

figuras pela letra “a” em comparag¢ao com o grupo N.

7.2.2.4.
A frequéncia das células CD28 CCR7" mostrou-se aumentada no grupo RA,
CD8" (mediana
PL = 57,65; RA = 62,6 e TARV = 48,3) (Figura 11). No entanto, ndo foi possivel
avaliar este perfil em linfécitos CD4", pois nio foi realizada a marcacdo destes

no

compartimento de linfécitos

Perfil fenotipico CD28 e CCRY7".

fendtipos nestas células.

em

%: N = 36,5
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Figura 12. Frequéncia dos marcadores fenotipicos CD28 e CCR7 em linfocitos CD8" A
diferenca significativa esté identificada na figura pela letra “a” em comparagao com o grupo
N.

7.2.2.5. Perfis fenotipicos CCR7 e CD62L"

Em ambos os compartimentos CD4" e CD8", foi observado um aumento do
fendtipo CCR7°'CD62L" no grupo RA quando comparado ao grupo N (mediana em %:
N = 15,55; PL = 20,4; RA = 25,2 e TARV = 18,6) (Figura 12A); (mediana em %:
N =49,85; PL = 66,1; RA =70,4 e TARV =53,5) (Figura 12B), respectivamente. Nao
foram observadas alteracdes significativas quando o perfil CD28' CCR7" foi avaliado

em linfocitos totais.
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Figura 13. Frequéncia dos marcadores fenotipicos CCR7 e CD62L" em linfécitos CD4" (A) e

linfécitos CD8" (B). As diferengas significativas estéo identificadas nas figuras pela letra “a

em comparagdo com o grupo N.
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7.2.2.6. Perfis fenotipicos CD45RA e CD62L"

Um aumento da percentagem de linfécitos CD45RACD62L", no grupo RA, foi
observado tanto no compartimento de linfocitos CD4" (mediana em %: N = 19,9;
PL = 22,1 ; RA = 28,8 e TARV = 20,7) (Figura 13A) quanto no compartimento de
linfécitos CD8" (mediana em %: N = 22,45 ; PL = 30,9 ; RA = 38,15 e TARV = 27)
(Figura 13B). Nao foram observadas alteracdes significativas quando o perfil
CD45RACD62L" foi avaliado em linfocitos totais.
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Figura 14. Frequéncia dos marcadores fenotipicos CD45RA e CD62L" em linfocitos CD4"
(A) e linfécitos CD8™ (B). As diferencas significativas estdo identificadas nas figuras pela letra

“a” em comparagao com o grupo N.

7.2.2.7. Perfis fenotipicos CD45RA e CCR7"

Um aumento na porcentagem de CD45RA'CCR7 foi evidenciado no
compartimento de células CD8", no grupo RA (mediana em %: N = 24,5; PL= 38,3;
RA = 42,5 e TARV = 35) (Figura 14B). Enquanto que na subpopulacdo de células
CD4" e nos linfocitos totais ndo foram observadas alteracbes estatisticamente

significativas.
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Figura 15. Frequéncia dos marcadores fenotipicos CD45RA e CCR7 em linfocitos CD4" (A)
e linfocitos CD8" (B). A diferenca significativa esta identificada na figura pela letra “a” em

comparacdo com o grupo N.

7.2.2.8. Perfis fenotipicos CD27" e CD28

Foi evidenciando um aumento da porcentagem de células CD27°CD28", no
grupo RA, tanto no compartimento de linfécitos CD4" quanto no compartimento de
linfocitos CD8", sendo que em CD4" este aumento foi observado quando comparado
aos grupos N e PL (mediana em %: N = 1,79; PL = 4,54; RA = 25,6 e TARV = 3,14)
(Figura 15A) e, em CD8", quando comparado aos grupos N e TARV (mediana em %:
N = 8,28; PL = 16; RA = 26,9 e TARV = 10,3) (Figura 15B). Nao foram observadas

alteracdes estatisticamente significativas nas analises em linfocitos totais.
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Figura 16. Frequéncia dos marcadores fenotipicos CD27" e CD28 em linfécitos CD4" (A),
linfécitos CD8" (B). As diferencas significativas estdo identificadas nas figuras pelas letras

“a”, “b” e “d” em comparagao com os grupos N, PL e TARV, respectivamente.
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7.2.2.9. Perfis fenotipicos CD27 e CD28
No compartimento de células CD4" foi observado um aumento do fenétipo
CD27°CD28’, no grupo RA (mediana em %: N = 2,38; PL = 3,45; RA = 10,9 e

TARV = 6,07) (Figura 16A). Porém, quando foi analisada a frequéncia deste fenotipo

em células CD8", ndo foram notadas alteracbes estatisticamente significativas

(Figura 16B).

Em linfécitos totais, observa-se um aumento na frequéncia de células CD27"
nos grupos RA e TARV (mediana em %: N = 9,25; PL = 20,65; RA = 21,7 e TARV =

24,6) (Figura 16C).
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Figura 17. Frequéncia dos marcadores fenotipicos CD27 e CD28 em linfocitos CD4" (A),

linfocitos CD8" (B) e linfocitos totais (C). As diferencas significativas estdo identificadas nas

[Tl

figuras pela letra “a” em comparag¢ao com o grupo N.

7.2.2.10. Perfis fenotipicos CD27 e CD95"

Na subpopulacio de linfécitos CD4" é observado um aumento da frequéncia
de células CD27CD95",
PL = 3,45; RA = 10,9 e TARV = 6,07) (Figura 17A). Ja no compartimento de
linfocitos CD8" este aumento foi observado, porém, foi estatisticamente significante
somente no grupo TARV (mediana em %: N = 18,9; PL =43,35; RA=41,4e TARV =

41,09) (Figura 17B).

no grupo RA (mediana

em %:

N =

2,38;

Em linfécitos totais foi evidenciado um aumento da frequéncia de células
CD95" em todos os grupos de PVHIV (mediana em %: N = 16,9; PL = 39,8; RA =
50,7 e TARV = 40,5) (Figura 17C).
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Figura 18. Frequéncia dos marcadores fenotipicos CD27 e CD95" em linfocitos CD4" (A),

linfocitos CD8" (B) e linfocitos totais (C). As diferencas significativas estdo identificadas nas
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figuras pela letra “a” em comparag¢ao com o grupo N.

7.2.2.11. Perfis fenotipicos CD28 CD95"

Um aumento na frequéncia de células CD28CD95" foi evidenciado em
linfocitos CD4", no grupo RA, quando comparado aos grupos N e TARV (mediana
em %: N = 4,47; PL = 5,33; RA = 17,65 e TARV= 5,53) (Figura 18A). Quando foram
analisados os linfocitos CD8*, este resultado foi reproduzido. Porém, neste
compartimento, foi observando um aumento de células CD28' CD95" nos grupos RA
e PL, quando comparado ao grupo N (mediana em %: N = 25,6; PL = 56; RA = 61,2
e TARV = 48,5) (Figura 18B). Nao foram observadas alteragbes significativas nas

analises em linfécitos totais.

A %CD28 CD95'/CD4"* B %CD28 CD95*/CD8*

60 100
a

aed a
80 T

40
60 -

40 - J_

LaWuli;

N PL RA TARV N PL RA TARV

20+

Figura 19. Frequéncia dos marcadores fenotipicos CD28 e CD95" em linfécitos CD4" (A) e

linfécitos CD8" (B) As diferencgas significativas estdo identificadas nas figuras pelas letras “a

e “d” em comparagao com os grupos N e TARV, respectivamente.
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7.2.2.12. Perfis fenotipicos CD27 e PD-1"

A

frequéncia das

células CD27PD-1" mostrou-se

aumentada

no

compartimento de linfocitos CD8", no grupo PL e RA (mediana em %: N = 2,03;
PL= 10,25; RA = 7,56 e TARV = 3,41) (Figura 19B). Porém, ndo foram observadas

diferencas estatisticamente significativas em linfocitos CD4" (Figura 19A).

Quando foram analisados os linfocitos totais, foi demonstrado um aumento

da expressdo de PD-1" em todos os grupos de PVHIV (mediana em %: N = 4,1;
PL =11,45; RA=15,7e TARV = 7,1) (Figura 19C).
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Figura 20. Frequéncia dos marcadores fenotipicos CD27 e PD-1" em linfocitos CD4" (A),

linfocitos CD8" (B) e linfocitos totais (C). As diferencas significativas estdo identificadas nas

figuras pela letra “a” em comparacéo com o grupo N.

Em sintese, nos grupos de PVHIV, a frequéncia de células de memodria

efetora e/ou

terminalmente  diferenciadas  mostrou-

se aumentada

nos

compartimentos de células CD4" e CD8", embora mais frequentemente, nos

linfocitos CD8". Este aumento foi observado para muitos fenétipos, também, em

linfécitos totais. Porém, as alteracbes mais acentuadas foram demonstradas no

grupo RA.
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7.3. Intensidade média de fluorescéncia

Os marcadores fenotipicos também foram avaliados em relacéo a intensidade
meédia de fluorescéncia (IMF) e os fendtipos nos quais foram observadas diferencas
estatisticamente significativas serdo mostrados a seguir.

A expressao dos marcadores CD62L e CD45RA mostrou-se estatisticamente
diminuida no grupo RA, sendo que CD62L mostrou-se-diminuido, tanto em linfécitos
CD4" (mediana em %: N = 60; PL = 48,35; RA = 42,30 e TARV = 52,35) (Figura
21A), quanto em linfécitos CD8" (mediana em %: N = 37,25;
PL =21,6; RA=19,9 e TARV = 24,5) (Figura 21B); e CD45RA s6 no compartimento
de linfécitos CD8" (mediana em %: N = 182; PL = 130; RA = 104 e TARV = 123)
(Figura 21D).
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Figura 21. Expressdo dos marcadores de superficie celular CD62L e CD45RA em linfécitos
CD4" e CD8". (A) Expressdo de CD62L em linfocitos CD4". (B) Expressdo de CD62L em
linfécitos CD8". (C) Expresséo de CD45RA em linfocitos CD4". (D) Expressdo de CD45RA em
linfécitos CD8". As diferencas significativas estdo identificadas nas figuras pela letra “a” em

comparagdo com os grupos N.
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Por outro lado, nas células CD4" ocorreu um aumento da intensidade de
fluorescéncia dos marcadores CD95 e PD-1, no grupo RA (medianas em %: N =
98,2; PL=123; RA=172 e TARV = 146, e N =6,93; PL = 8,26; RA = 10,55 e TARV
= 10,24, respectivamente) (Figuras 20A e 20C, respectivamente). Ja nha
subpopulacdo de linfécitos CD8", notamos uma maior expressdo de CD95, nos
grupos PL, RA e TARV (mediana em %: N = 52,60; PL = 86,05; RA = 82,70 e TARV
= 75,70) (Figura 20B) e do marcador PD-1, no grupo RA quando comparado aos
grupos N e TARV (mediana em %: N = 6,2; PL =12,4; RA = 16,35 e TARV = 7,92)
(Figura 20D).
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Figura 22. A expressdo de CD95 e PD-1 em linfocitos CD4" e CD8" foi analisada por meio da
intensidade média de fluorescéncia. (A) Expressédo de CD95 em linfécitos CD4". (B) Expresséo
de CD95 em linfocitos CD8". (C) Expressdo de PD-1 em linfocitos CD4". (D) Expressédo de PD-1
em linfocitos CD8". As diferengas significativas estéo identificadas nas figuras pelas letras “a” e

“d” em comparagao com os grupos N e TARV.
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7.4. Analise de correlagédo

Baseados nos resultados obtidos na imunofenotipagem, foi conduzida a
analise de correlacéo, para verificar se os perfis observados apresentavam alguma
relacdo com os valores percentuais e absolutos de linfocitos TCD4, na época do
estudo (tempo zero) e 60 meses apos.

Os nossos achados nos permitiram evidenciar uma relacdo inversamente
proporcional entre os perfis de imunossenescéncia e a percentagem de linfécitos T
CD4", no tempo zero e 60 meses apds (Tabela 3). Em relacdo aos valores absolutos
de células CD4", CCR7CD62L/CD4" e
CD45RA CD62L/CD4" significativa,

apresentando de forma semelhante correlacao negativa (Tabela 3).

somente  os  fendtipos

demostraram relacdo  estatisticamente

Tabela 3: Correlacdo entre os perfis de senescéncia e os valores de LTCD4% e

CD4 células/pL no tempo zero e 60 meses apos.

CD4% no tempo zero CD4% ap0s 60 meses

Coeficiente de Coeficiente de

Perfil correlacio Valor de p correlacdo Valor de p
CD28 CD95 /CD4" r=-0,55 p = 0,0003 r=-0,43 p = 0,0027
CD28 CD95 /CD8" r=-0,48 p = 0,0022 r=-0,42 p = 0,0094
CCR7'CD62L/CD4" r=-0,53 p = 0,0004 r=-0,53 p = 0,0004
CCR7'CD62L /CD8" r=-0,51 p = 0,0010 r=-0,38 p =0,0195
CD45RA CD62L /CD4" r=-0,54 p = 0,0003 r=-0,53 p = 0,0004
CD45RA CD62L /CD8’ r=-0,41 p = 0,0102 r=-0,41 p=0,0112
CD4 cels/uL no tempo zero CD4 cels/uL ap6s 60 meses
CCR7 CD62L /CD4" r=-0,32 p = 0,0350 r=-0,36 p = 0,0215
CD45RA CD62L/CD4 r=-0,38 p =0,0122 r=-0,41 p = 0,0080
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8. DISCUSSAO
O presente estudo expande estudos iniciais que tem investigado a associacao

entre o HIV e o envelhecimento do sistema imune. Um elemento importante foi o uso
de uma ampla variedade de marcadores de superficie celular que nos permitiram a
identificacdo de diferentes fenotipos celulares relacionados ao estado de maturagéo
das células, além da caracterizacdo desses fenotipos em linfocitos CD4" do sangue
periférico, que tem sido pouco estudada. A imunossenescéncia dos linfécitos durante
a infeccdo pelo HIV é fundamentada nos nossos achados que revelam que em
individuos com infec¢éo cronica pelo HIV existe uma diminuicdo de células naive
caracterizada pela baixa expressdo de CD45RA'CD62L"; CCR7'CD62L;
CD28'CD57; CD28'CD95 em linfécitos CD4" e CD8', CD45RA'CD28";
CD27'PD-1"em CD8 e de CD45RA™; PD-1"; CD95 nos linfocitos totais.

A diminuicdo de células naive CD28'CD57 nos linfécitos de PVHIV esta de
acordo com o achado de Cao e colaboradores (CAO et al., 2009) que evidenciaram
uma diminuicdo de células CD28'CD57 nos linfécitos T CD8" em uma coorte de
individuos progressores rapidos e nao progressores. No nosso trabalho esse achado
foi observado no compartimento de linfécitos CD4" e CD8" em todos os grupos de
PVHIV, embora estatisticamente significativo no grupo de replicagéo ativa.

Embora vérios trabalhos relatam (MOJUMDAR et al., 2012; BRETON et al.,
2013 ) uma diminuicdo de células naive durante a infec¢do crbénica pelo HIV, ndo
especificam quais fenétipos celulares se acham diminuidos, dificultando dessa forma
a comparacao dos nossos resultados.

Além da diminuicdo de células naive, outro fator que sustenta a ideia de que
as PVHIV apresentam envelhecimento precoce, € o aumento ou acumulacdo de
células efetoras e/ou terminalmente diferenciadas, fator esse que estad presente
durante o envelhecimento fisiolégico do sistema imune.

No nosso estudo esse fato foi caracterizado pelo aumento de células efetoras
em estadios intermediarios de diferenciacdo; CD27°CD28; CD45RA'CD62L" em
linfocitos CD4" e CD8", CD28 CD57"; CD45RA'CD28"; CD45RA'CCR7 ™ em linfocitos
CD8", e pelo incremento na frequéncia de células terminalmente diferenciadas;
CCR7'CD62L"; CD27'CD28’; CD27'CD95"; CD28'CD95" em linfécitos CD4" e CD8",
CD28'CCR7; CD27PD-1" em CD8" e de CD27"; CD28"; CD57"; CD95"; PD-1" nos

linf6citos totais.
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A imunossenescéncia tem sido frequentemente associada com a expressao
aumentada de CD57 e com diminuicdo na expressédo de CD28 nas subpopulacdes
de células T. Por isto, avaliamos o nivel de expressdo destes marcadores em
linfécitos CD4 e CD8. Os nossos achados demostraram aumento estatisticamente
significativo de CD57" e CD28™ nos linfécitos totais de todos os grupos de PVHIV,
embora significativo apenas no compartimento de células CD8". Estes resultados
sdao semelhantes aos reportados em diversos estudos (CHOREMI-
PAPADOPOULOU, 2000; CAO et al., 2009; FERNANDEZ et al., 2011; MOJUMDAR
et al., 2012) e ao mesmo tempo diferem dos resultados observados por (PALMER et
al.,, 2005; TASSIOPOULOS et al.,, 2012) quem acharam um aumento destes
marcadores em linfocitos CDA4.

Posterior as analises isoladas dos marcadores acima citados procedemos a
estudar a sua marcacao conjunta, ja que estas células sdo em grande parte co-
expressadas na superficie dos linfécitos T CD4 e CD8. Os resultados desta analise
demostraram que nos grupos de replicacdo ativa e TARV com sucesso ocorre
aumento de células efetoras em um estadio intermediario de diferenciacao
CD28'CD57/CD4", embora este achado tenha sido estatisticamente significativo s6
no grupo de replicacdo ativa. Quando analisado o compartimento de linfécitos CD8,
foi observado também aumento destas células no grupo de PVHIV, ndo entanto, ndo
foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. Esses
resultados sao parcialmente semelhantes aos achados por CAO e colaboradores
(CAO et al., 2009), onde evidenciaram aumento ou acumulacdo de células CD28"
CD57°, no entanto, este achado foi evidenciado s6 no compartimento de células
CDs.

Por outro lado, foi observado aumento de células efetoras terminalmente
diferenciadas CD28CD57" em células CD4 e CD8 em todos o0s grupos de PVHIV,
porem, este aumento ndo foi estatisticamente significativo. O fato do nosso estudo
contar com numero amostral baixo pode ter influenciado na auséncia ou falta de
significancia estatistica entre os grupos. Apesar da falta de forga estatistica do nosso
grupo de estudo, estes resultados sédo similares aos apresentados por (CAO et al.,
2009; FERNANDEZ et al., 2011; BRETON et al., 2013; LEE et al., 2014) que
também observaram este aumento de células terminais.

O mecanismo relacionado com a perda acelerada de expressdo de CD28

durante a infeccao pelo HIV continua a ser elucidado. No entanto, a sua acumulacéo

50



durante a infeccéo pelo HIV pode ser um resultado combinado da diferenciacéo
acelerada devido a estimulacdo antigénica persistente. Semelhantemente, a
expressdo aumentada de CD57" define um subtipo de células de fase tardia
derivadas de células CD57°, que foram submetidas a varias rodadas de divisdes
celulares, sendo considerado um marcador da historia proliferativa que apresenta
limitada capacidade proliferativa e maior resisténcia a apoptose, fatos que facilitam a
sua acumulacdo (CAO et al, 2009; FOCOSI et al, 2010; STRIOGA,
PASUKONIENE, CHARACIEJUS, 2011).

Em relacdo & marcacédo conjunta dos marcadores CD27 e CD28, no nosso
grupo de estudo foi observado aumento das células CD27°CD28 nos
compartimentos de linfocitos CD4 e CD8, predominantemente no grupo de
replicacdo ativa. Este fendtipo de células de memoria efetora em estadio
intermediario tem sido amplamente descrito como uma célula caracteristica da
infeccdo crénica pelo HIV. Segundo diversos estudos, a acumulagéo destas células
nas PVHIV esta relacionada a alteracbes no processo de maturacdo das células,
que levaria a diferenciacdo menos efetiva e/ou acumulacdo dessas células
(APPAY et al.; 2000; APPAY et al., 2002a; YUE et al., 2004; TUSSEY et al., 2006;
MOJUMDAR et al., 2012), sendo esta uma provavel estratégia patogénica do virus
gue impediria estas células de alcancar funcdes efetoras completas, diminuindo
consequentemente a efetividade do sistema imune para controlar a infeccdo. Cabe
destacar que apesar da concordancia com estudos anteriores, a maioria deles foram
realizados ap06s estimulacdo antigénica e, portanto os resultados séo referentes a
células CD4 e CD8 HIV-especificas.

Paralelo ao aumento de células CD27°CD28" foi observado também aumento
da expressao ou acumulacéo de células CD27°CD28" em todos os grupos de PVHIV
e em ambos os compartimentos de linfocitos, embora estas observacdes tenham
sido estatisticamente significativas apenas no grupo RA e na subpopulacdo de
células CD4. Estes dados coincidem com os reportados por Mojumdar e
colaboradores (MOJUMDAR et al., 2012), que observaram aumento de células
terminalmente diferenciadas em uma coorte de individuos com infecgéo pelo HIV. A
acumulacédo de células terminais no contexto da infec¢do pelo HIV € um marcador
de disfuncdo do sistema imune e ao mesmo tempo uma caracteristica do
envelhecimento dos linfocitos, em vista de que estas células apresentam baixa

capacidade funcional e proliferativa.
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Além destes, a expressdao de marcadores associados a via apoptoética
CD95/Fas tem sido correlacionado a perfil fenotipico de senescéncia. Nesse sentido,
no nosso trabalho foi observado um aumento na expressao de CD95 nos linfocitos
totais em todos os grupos de PVHIV guando analisada a frequéncia celular e a
intensidade media de fluorescéncia. Estes dados sao similares aos encontrados por
Harr e colaboradores e Mueller e colaboradores (HARR et al., 1998; MUELLER et
al., 2001) os quais sugerem que este aumento pode estar relacionado com o
compromisso na sobrevida e diferenciacédo dos linfocitos.

Posterior a andlise isolada do marcador de superficie celular CD95, foi
avaliada a marcacao conjunta de CD95/Fas e das moléculas coestimuladoras CD27
e CD28. O resultado desta analise demostrou que nas PVHIV existe aumento do
fenotipo CD27°CD95" nos compartimentos de células CD4 e CD8, estatisticamente
significante no grupo RA, em CD4 e, no grupo TARV, em CD8. Por outro lado, foi
observado também aumento da expressdo de CD28CD95" no grupo RA em
linfécitos CD4 e nos grupos RA e PL em linfocitos CD8. Isto demostra que 0s
linfécitos das PVHIV apresentam maior susceptibilidade a apoptoses, mas essa
susceptibilidade pode variar dependendo do grau de viremia do individuo.
Consequentemente essa maior predisposicdo das células a apoptoses levara o
sistema imune a diminuir sua capacidade proliferativa e a consequente
imunossenescéncia.

O marcador de morte programada PD-1 foi um dos primeiros receptores
inibitérios associados a exaustdo do sistema imune. No presente trabalho foi
avaliada a sua expressao em linfécitos CD4 e CD8, observando um aumento deste
marcador em todos os grupos de pessoas vivendo com HIV quando analisada a
frequéncia das células e a intensidade media de fluorescéncia. Além do mais, foi
observado aumento da frequéncia do fenétipo CD27°PD-1" nos compartimentos de
células CD4 e CD8, no grupo de PVHIV, embora so6 significativo nos grupos PL e RA
nos linfocitos CD8. Estes resultados sdo semelhantes aos relatados em estudos
prévios (DAY et al., 2006; PETROVAS et al., 2006; TRAUTMANN et al., 2006;
ZHANG et al., 2007; BRETON et al., 2013), que mostram que no contexto da
infecgdo pelo HIV existe aumento de PD-1. Esta alteragdo esta relacionada com
distarbios na distribuicdo dos linfécitos o que resulta na acumulacdo de células
disfuncionais que impedem a renovacédo de células funcionalmente competentes.

Cabe destacar que as observacfes realizadas nos trabalhos acima citados foram
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feitas em células T CD8 HIV-especificas e, 0s nossos resultados apesar de ter sido
obtidos em analises ex vivo, confirmam ou corroboram esses achados.

Posteriormente foi avaliada a expressao dos marcadores CD45RA, CCR7 e
CD62L, os resultados desta analises demostraram um aumentos dos fendtipos
CCR7°CD62L em CD4", CD45RA'CD62L em CD8" e de CD45RA'CCR7 em CD4" e
CD8", em todos os grupos de PVHIV, embora estatisticamente significativo no grupo
RA quando comparado ao grupo N. Estes dados coincidem com os reportados
anteriormente por varios autores (CHAMPAGNE et al., 2001; MUELLER et al., 2001;
ZHANG et al., 2007; BRETON et al., 2013) que também observaram aumento de
células efetoras nos individuos com infeccdo cronica pelo HIV. Apesar das
similitudes existem diferencas entre os estudos, que estdo relacionadas ao uso
conjunto de outros marcadores de superficie celular. Por exemplo, Breton e
colaboradores (BRETON et al.,, 2013), também observaram aumento de células
CD45RACCRY7’, porém, estas células também eram CD27°, elemento que néo foi
possivel analisar no nosso estudo. Por outro lado, estes dados também também séo
semelhantes aos evidenciados por Mueller e colaboradores (MUELLER et al., 2001),
que notaram aumento de células em estadios intermediarios do processo de
diferenciacdo CD45RA'CCR7'CD62L. No entanto, por questdes técnicas nao
podemos falar que sdo exatamente as mesmas células porque no nosso estudo nao
foi possivel analisar a marcacéo conjuntas dos trés marcadores, mas a pesar disso
no nosso trabalho foram identificados trés fendtipos compativeis com o fendtipo
identificado por eles. A perda de CD62L no contexto da infecgéo pelo HIV resultara
em relativa ineficiéncia para a conducdo dessas células aos linfonodos onde o virus
esta presente.

Analisados de forma conjunta, esses dados demostram que PVHIV
apresentam distlrbios no processo de maturacao celular, que levam a acumulagéo
de células efetoras em estadios intermediarios a avancados do processo de
diferenciacao.

Apesar de que no nosso estudo foi feita analise ex vivo dos linfécitos CD4 e
CD8, os nossos achados corroboram resultados de estudos anteriores. Estes
estudos demostraram que durante a infeccdo pelo HIV o sistema imune apresenta
mudancas funcionais e fenotipicas, que em parte podem ser decorrentes do
processo acelerado de diferenciacdo impulsionado pela estimulacdo antigénica,

ativacao e inflamacéao cronica, e que podem eventualmente levar a esgotamento do
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sistema imune. Por outro lado, o acumulo de células efetoras e terminalmente
diferenciadas ocasiona diminui¢do de células em estadios iniciais de diferenciacao e
subpopulacdes mais funcionais, devido ao processo de regulacdo homeostatico do
sistema imune.

Posterior a andlise de frequéncia e expressdao dos marcadores de
imunossenescéncia e exaustdo dos linfécitos utilizados neste estudo, foi realizada
correlacdo dos perfis caracteristicos de imunossenescéncia com o0s Vvalores
absolutos e percentuais de LTCD4". Os nossos achados nos permitiram evidenciar
uma relagdo inversamente proporcional entre os perfis de imunossenescéncia e a
percentagem de LTCD4", no tempo zero e 60 meses apo6s. Em relagdo aos valores
absolutos de células CD4" com os perfis, somente os perfis
CCR7CD62L/CD4" e CD45RA CD62L7/CD4" demostraram correlacéo
estatisticamente significativa, apresentando de forma semelhante uma relacao
negativa. Estes resultados sé&o similares aos reportados em alguns estudos que tém
correlacionado a expressao de fenotipos caracteristicos do envelhecimento imune
com os valores de LTCD4" e a carga viral plasmatica (MOJUMDAR et al., 2012; DAY
et al., 2006). Esta observacdo fundamenta o papel prejudicial dessas células no

contexto da infecg&o pelo HIV.
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9. CONCLUSOES

e Perfis imunofenotipicos relacionados a imunossenescéncia se mostraram
aumentados no grupo de pessoas vivendo com HIV (PVHIV), predominantemente no
grupo RA,;

e Os pacientes progressores lentos apresentaram perfis relacionados a
senescéncia de forma exclusiva no compartimento de células CDS8;

e As alteragBes imunofenotipicas observadas nos grupos RA e TARV foram

evidenciadas em linfécitos CD4 e CD8;

e Pacientes em uso de TARV apresentam maior numero de células

senescentes que os individuos sem infeccao pelo HIV;

e A expansao de células senescentes esteve relacionada com uma diminuicéo

de LTCD4" no tempo zero e sessenta meses apos.
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10.LIMITACOES

Os resultados de qualquer estudo devem ser avaliados considerando-se suas
limitacBes. No presente estudo foi adotado um desenho observacional e transversal,
0 que traz limitacBes importantes e inerentes as suas caracteristicas.

Primeiro, o tipo de desenho do estudo ndo nos permitiu avaliar o impacto da
acumulacdo das células senescentes e a diminuicdo de células naive no
desenvolvimento de doencas e/ou enfermidades caracteristicas do envelhecimento
em pessoas vivendo com HIV.

Segundo, o fato do projeto ter sido concebido e seus dados coletados numa
época diferente ao momento da divulgacdo dos resultados, pode funcionar como
uma limitante em vista de que posteriormente foram realizados estudos que
utilizaram tecnologias mais avancadas e que realizaram analises muito além das
concebidas ou usadas no presente trabalho. Um fator importante a elencar é o uso
de citbmetro de quatro cores, jA que na atualidade diversos estudos e grupos de
pesquisa utilizam citdbmetros com seis ou mais cores que permitem um estudo mais
amplo e diverso de linfécitos CD4 e CD8. Apesar disso a hossa casa de estudos néao
conta com tecnologia superior a utilizada.

Terceiro, o Citomegalovirus é um dos patégenos relacionados com o
processo de imunossenescéncia dos linfécitos, e apesar de que o envelhecimento
induzido por estimulacdo antigénica crénica e persistente do CMV tem como
resultado células em estadios avancados do processo de diferenciacdo (LEE et al.,
2014), a falta de sorologia para CMV da nossa coorte pode atuar como um fator
confundidor na hora de realizar a interpretacdo dos dados.

Finalmente, o fato do nosso trabalho contar com um numero amostral
pequeno pode ter influenciado a falta de significancia ou forca estatistica de alguns
fenotipos estudados. Além disso, o fato de ser uma amostra ndo probabilistica
impede a extrapolacdo dos nossos resultados para a populagédo geral. Mas temos
certeza de que 0s nossos achados serviram de ponto de referéncia para estudos

futuros na area.
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11.PERSPECTIVAS

O efeito combinado do envelhecimento prematuro e a infec¢céo pelo HIV nos
linfécitos representa um imenso desafio para o cuidado clinico da crescente
populacdo de individuos mais idosos com infeccdo pelo HIV. Portanto se faz

necessario:

e Avaliar a correlagéo existente entre os marcadores de imunossenescéncia e a
incidéncia de doencas caracteristicas do envelhecimento numa coorte de PVHIV;

e Realizar avaliacdo adicional dos mecanismos por tras da imunossenescéncia
de forma que possam ser desenvolvidas estrategias para melhorar a saude e o bem-
estar das PVHIV que estdo envelhecendo e comecarédo a envelhecer nos proximos
anos;

e Avaliar a correlagdo existente entre o aumento dos marcadores de
Imunossenescéncia e o uso de TARV;

e Estudar futuramente em células T CD4 e CD8 HIV especificas a presenca dos
diferentes perfis fenotipicos observados no presente estudo. Assim como estudar a
expressdo de outros marcadores e ligantes relacionados ao envelhecimento do
sistema imune, tais como: CD25; CD95L e PD-1L.
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13.ANEXOS

13.1. ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Paciente portador de infecgao pelo HIV)

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa para avaliar alguns aspectos do seu sistema
de defesa, como por exemplo, o quanto as células do seu sistema imunoldgico estdo ativas devido a infecgao
pelo HIV. Esta pesquisa se chama "Ativagdo celular em pessoas saudaveis e pacientes infectados pelo HIV”, estd
sob a coordenagdo dos pesquisadores AgdemirWaléria Aleixo e Unai Tupinambds (Telefones: 3409-98-22 e
3409-9825) e ja foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG.

O objetivo deste estudo é entender como a ativagdo das células do seu sistema imunoldgico esta
relacionada com a evolucgdo da infeccdo pelo HIV e com a resposta ao tratamento antirretroviral. Para isto,
serdo utilizados reagentes que marcam a superficie da célula para detectar a sua atividade.

O risco na participagdo deste estudo é minimo e a pessoa que vai colher seu sangue é experiente. Vocé
devera colher 2 amostras de sangue e isso podera causar algum desconforto como pequeno sangramento, dor
leve ou manchas onde a agulha penetra no corpo.

A sua participagdo é voluntaria e vocé ndo recebera nenhum beneficio financeiro para isto. Se vocé
ndo quiser participar vocé ndo sera prejudicado por causa disto. Vocé continuara a ser atendido no servigo sem
nenhum prejuizo no seu acompanhamento médico. A confidencialidade dos dados estard garantida uma vez
que sera utilizado apenas um numero de registro da pesquisa.

Caso vocé queira participar, vocé e seu médico receberdo os resultados obtidos.

Para maiores esclarecimentos vocé poderd entrar em contato com o pesquisador principal a qualquer
hora através dos telefones acima.

Declaro que tive oportunidade de ler e discutir o projeto de pesquisa e que todas as perguntas e
duvidas foram respondidas e esclarecidas pelo pesquisador.

Belo Horizonte,

Voluntario
Nome:

Assinatura:

Testemunhas
Testemunha 1- Nome e assinatura:

Data: / /

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG: Av. Antdnio Carlos, 6672
Unidade Administrativa Il — 22 Andar

Belo Horizonte CEP 31270-901

Telefones: 3499-4592

Email: coep@prpg.ufmg.br
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13.2. ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Participante sem infec¢do pelo HIV)

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa porque vocé ndo apresenta nenhum sintoma
de infecgdo ativa. Essa pesquisa vai avaliar alguns aspectos do seu sistema de defesa, como por exemplo, se as
células do seu sistema imunoldgico estdo ativas e se elas apresentam diferengas quando comparadas com
pessoas portadoras de infeccdo pelo HIV. Esta pesquisa se chama "Ativagdo celular em pessoas saudaveis e
pacientes infectados pelo HIV”, esta sob a coordenacdo dos pesquisadores AgdemirWaléria Aleixo e Unai
Tupinambas (Telefones: 3409-98-22 e 3409-9825) e ja foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFMG.

O objetivo deste estudo é entender se a ativagdo das células do sistema imunoldgico em individuos
infectados pelo HIV, com diferentes numeros de células de defesa, indica a necessidade de iniciar o tratamento
antirretroviral, quando comparado com o perfil das células encontradas em vocé, que ndo apresenta nenhuma
infec¢do ativa. Para isto, serdo utilizados reagentes que marcam a superficie da célula para detectar a sua
atividade. Esta informacgdo podera contribuir futuramente para indicar o inicio do uso de medicamentos para o
tratamento do HIV com maior rapidez, sem esperar que o numero de células de defesa devido a infec¢do pelo
HIV.

O risco na participagdo deste estudo é minimo e a pessoa que vai colher seu sangue é experiente. Vocé
devera colher 2 amostras de sangue e isso podera causar algum desconforto como pequeno sangramento, dor
leve ou manchas onde a agulha penetra no corpo.

Caso vocé ndo tenha um resultado de exame anti-HIV nos ultimos seis meses, sera solicitado este
exame. Se o resultado for positivo, vocé sera encaminhado para o servigo de saide CTR/DIP. A sua participacdo
€ voluntaria e vocé ndo recebera nenhum beneficio financeiro para isto. A confidencialidade dos dados estara
garantida uma vez que sera utilizado apenas um numero de registro da pesquisa.

Declaro que tive oportunidade de ler e discutir o projeto de pesquisa e que todas as perguntas e
duvidas foram respondidas e esclarecidas pelo pesquisador.

Belo Horizonte,

Voluntario
Nome:

Assinatura:

Testemunhas
Testemunha 1- Nome e assinatura:

Data: / /

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG: Av. Antdnio Carlos, 6672
Unidade Administrativa Il — 22 Andar

Belo Horizonte CEP 31270-901

Telefones: 3499-4592

Email: coep@prpg.ufmg.br
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13.3. ANEXO 3

QUESTIONARIO PROJETO ATIVACAO CELULAR — PACIENTE PORTADOR DE INFECCAO

PELO HIV
Responsavel pelo preenchimento:

Data:

GRUPO PCTE

Critérios deexclusao:

Vacinagao no dltimomés

Quadro infeccioso atual ou no Gltimomés

Dislipidemia com triglicerideos > 500mg/dI

Gestacdo ou parto no Gltimomés

Uso de corticoide sistémico ou
outrosimunossupressores

Doenca reumatolégica ouautoimune

Coinfeccgdes: hepatite B ou Cativa

Critérios deinclusao:

ldade entre 18 e 55ano0s

Sorologia anti-HIVpositiva

Sem infecgloatual

Grupo

(1) Progressores lentos* (2) TARV em sucesso viroldgico **

(3) TARV em falha virolégica***

* Sem TARV, CV < 50000 copias/mL e CD4>500 h& mais de 7 anos; ** Uso regular de
TARV e CV <Lmin nos Gltimos 2 exames; *** Uso de TARV e CV>500 copias/mL nos

ultimos 2 exames

1 — Identificagcdo

Nome:

Prontuério:

Data de nascimento

Idade:

Sexo: M (1) F(2)

Endereco:

Telefones de contato:

2 — Historia da infeccédo pelo
HIV

Data do diagnostico:

Via de transmissao:
( 1)heterossexual

2)homossexual( 3 )acidentepérfuro-

Ultimo CD4 (valor absoluto):

Data do ultimo CD4:

CD4 mais alto (valor absoluto):

Data do CD4 mais alto:

CD4 mais baixo (valor absoluto):

Data do Cd4 mais baixo:

Ultima carga viral (log):

Data da ultima carga viral:
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Carga viral mais alta (log)

Data da carga viral mais alta:

Carga viral mais baixa (log):

Data da carga viral mais baixa:

Carga viral indetectavel desde:

Classificacdo do CDC:

InfeccBes oportunistas prévias?
Quiais?

Emuso de TARV? (1) Sim (2)Néo

Se em uso de TARV, qual
esquema?

Data de inicio da TARV:

Uso regular dos ARV? (1) Sim
(2) N&o (Vocé tomou todas as
doses dos Ultimos 3 dias?)

3 — Dados clinicos

Peso:

Kg

Altura:

cm

IMC

PA:

/ mmHg

Vacinacdo no Gltimo més: (1)sim (2)ndo (3)

Sintomas no Ultimo més: (marque todas as
( 2)tosse

opg¢desnecessarias) ( 1)febre
('3) sudoresenoturna

Se outros, descrever:

Usou no Gltimo més? (marque todas as opc¢des necessarias)
(1) antibidticos (2) corticdide (3) imunossupressores ( 4)anti-HAS (5
)hipoglicemiante (6)4+5 (7) ACO (8)outros ( 9)nenhum

Se outros, quais? (Anotar todos 0s medicamentos em uso)

Comorbidades: (marque todas as opgdes necessarias)
(1)HAS (2)DM (3) Doencareumatoldgica (4 ) Hipo ou hipertireoidismo (5

) outras (6) 1+2 (7)1+2+5

(9) nenhumacomorbidade

Se outras, quais?

Teve alguma infecgdo nos Gltimos 6 meses? (marque todas as opgdes necessarias) (
1D IVAS (2)PNM (3)TBC (4)ITU (5)Outras (9) nenhuma

Data da Gltima infeccéo, se aplicavel:

Se outra infeccéo, qual?

Se mulher, data da Gltima menstruagdo:

4 — Exames laboratoriais (se disponiveis com o

paciente)

Hb:

Ht:

VCM:

GL:

L.

PLQ:

LDL:

HDL:

TGC:

HbsAg:

Anti-HBs:

Anti-HBc

Anti-HCV:

AST:

ALT:

Bb D/I:

Uréia:

Creatinina:

Observacoes:
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13.4. ANEXO 4

QUESTIONARIO PROJETO ATIVACAO CELULAR — PESSOA SEM INFECCAQ PELO HIV

Responsavel pelo preenchimento:

Data:

GRUPO PCTE

Critérios de exclusao:

Vacinagao no ultimo més

Gestagdo ou parto no Gltimo més

Uso prévio ou atual de anti-retrovirais

Uso de corticoide sistémico ou outros

imunossupressores

Quadro infeccioso atual ou no Ultimo més

Doenga reumatolégica ou auto-imune

Dislipidemia com triglicerideos > 500

Hepatite B ou C ativa

Critérios de inclusao:

Idade entre 18 e 50 anos

Sem infec¢do atual

Sorologia anti-HIV negativa nos Gltimos 6 meses ou
consentir em realizar exame anti-HIV

Nunca ter recebido tratamento anti-retroviral

1 - Identificacdo

Nome:

Prontuario:

Data de nascimento:

Idade:

Sexo: M (1) F(2)

Endereco:

Telefones de contato:

2 — Dados clinicos

Data do Ultimo exame anti-HIV negativo

Peso:

Kg

Altura:

cm

IMC

PA:

/ mmHg

Vacinacdo no Gltimo més: (1)sim (2)ndo (3) ndo sabe

Sintomas no ultimo més: (marque todas as
opcBesnecessarias) ( 1)febre (2)tosse (3)
sudoresenoturna

Se outros, descrever:

Usou no Gltimo més? (marque todas as op¢des necessarias)
(1) antibidticos (2) corticéide (3) imunossupressores (4 )
anti-HAS ( 5) hipoglicemiante (6)4+5 (7) ACO (8) outros

Se outros, quais? (Anotar todos 0s medicamentos em uso)

Comorbidades: (marque todas as op¢les necessarias)
(1)HAS (2) DM (3) Doenga reumatoldgica (4 ) Hipo ou
hipertireoidismo (5)outras (6)1+2 (7)1+2+5 (9

Se outras, quais?

Teve alguma infeccdo nos Gltimos 6 meses? (marque todas as
opcBes necessarias)
(1) IVAS (2)PNM (3)TBC (4)ITU (5)Outras (6)

Data da Ultima infecgdo, se aplicavel:

Se outra infeccéo, qual?

Se mulher, data da Gltima menstruag&o:

[ I

3 — Exames laboratoriais (se disponiveis com o paciente)

Hb: Ht: VCM:
GL: L: PLQ:
LDL: HDL: TGC:
HbsAg: Anti-HBs: Anti-HBc
Anti-HCV: AST: ALT:
Bb D/I: Uréia: Creatinina:
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13.5. ANEXO 5

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS G
) ER DL FEDERAL DE AS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP >

Parecer n. ETIC 0636.0.203.000-10

Interessado(a): Prof. Dirceu Bartolomeu Greco
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 26 de abril de 2011, apos atendidas as solicitagbes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Ativagio celular em pessoas
saudaveis e pacientes infectados pelo HIV assintomaticos em
diferentes faixas de contagem de linfécitos T CD4+" bem como o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

Profa%rq ues Amaél

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2°andar - Sala 2005 — Cep:31270-901 - BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepar; .ulmg.br
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13.6. ANEXO 6 — Artigo original

Title: Evaluation of immunosenescence profiles in peripheral blood cells

of people living with HIV (PLWH) on follow up in a Brazilian cohort

Authors: Yuppiel Franmil Martinez!, Ismael A C Rocha? Agdemir W

Aleixo® Maria Luiza Silva®, Dirceu B Greco™*, Unai Tupinambéas™*.

1. Programa de Po4s-graduacao em Ciéncias da saude: Infectologia e medicina
tropical, Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) — Belo Horizonte, Brazil.

2. Laboratoério de Doencas Infecciosas e Parasitarias — Faculdade de Medicina
— Universidade Federal de Minas Gerais — Brazil.

3. Servico de Medicina Laboratorial do Hospital das Clinicas - Faculdade de
Medicina - Universidade Federal de Minas Gerais — Brazil.

4. Departamento de Clinica Médica — Faculdade de Medicina — Universidade
Federal de Minas Gerais — Brazil.

Abstract

Immunosenescence changes are occurring in PLWH much earlier than in non-

HIV infected individuals. The most notable changes happen in the adaptive

immune system, especially in the T cell compartment. This study aims to

assess the profiles of immunosenescence and exhaustion of circulating CD4"
and CD8" lymphocytes in PLWH, as well as the possible correlation between
immunosenescence profiles and absolute values and percentages of T CD4
lymphocytes at time zero and sixty months after. The immunosenescence and
exhaustion were evaluated by flow cytometry through the expression of cell

surface markers: CD45RA, CD27, CD28, CD57, CD62L, CCR7, CD95/Fas and
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programmed death-1 (PD-1). Samples were collected from 46 PLWH on follow
up at a Reference Center for Infectious and Parasitic Diseases (Centro de
Treinamento e Referéncia e Doencas Infecciosas e Parasitarias-Orestes Diniz)
in Belo Horizonte, Brazil. Another 20 HIV seronegative individuals were
included as a control group. PLWH were divided into three groups according to
laboratory profiles in: slow progressors (SP), active replication (AR) and HAART
with success. All subjects signed an informed consent form and this project was
approved by the Institutional Research Ethics Committee. Our findings show
that when compared to HIV seronegative individuals, PLWH had a decrease in
naive cells, as well as higher frequency and expression of effector cells in
intermediate and advanced stages of differentiation. However, differences were
observed among the three groups: a) In the AR group we observed the majority
of the immune changes; b) CD4 and CD8 Immunophenotypic changes were
seen in patients from both the AR and HAART groups; c) In the SP group these
changes occurred exclusively in the CD8 compartment. On the other hand, the
presence of immunosenescence profiles were negatively correlated with T CD4
absolute values and percentages at time zero and sixty months after. In
conclusion our results show an increase in CD4 and CD8 immunosenescence
profiles in all groups of PLWH studied and the expansion of these terminally
differentiated cells had also a negative impact in the CD4" count at time zero
and sixty months after. These findings may in part explain the harmful role of
immunosenescence in the chronic HIV infection.

KEYWORDS: HIV; AIDS; immunosenescence; immunophenotyping; flow

cytometry.
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Introduction

As with any organ system, the immune system gets old and their
functions deteriorate, increasing the susceptibility to infections, tumors, and
autoimmune diseases. This natural and physiological age process is often
referred to as immunosenescence,’® which has recently come to the forefront in
the field of HIV as a factor that together with classic factors (i.e: smoking,
sedentary lifestyle, obesity, systemic arterial hypertension), would increase the
risk of cardiovascular, bone, metabolic and neurocognitive comorbidities in all
ages, including in who are virologically suppressed.*’

People living with HIV  experience changes related to
immunosenescence similar to those presented by uninfected elderly people,
which would appear in the general population only 20 to 30 years later.” This
"accelerated or early aging" seems to be largely related to inflammation and
chronic immune activation driven by chronic antigenic exposure to HIV.*>

The term ‘immune activation’ in the HIV infection is a rather broad
expression that covers a large range of events or observations involved in
active molecular and cellular processes.? Given the complexity of the interaction
between HIV and the host immune system, there are multiple molecular and
cellular mechanisms by which HIV infection can induce immune activation. To
make things even more complicated, it is possible that those mechanisms
synergistically contribute to cause aberrant chronic immune activation.®**

The aberrant immune activation causes a dramatic and sustained
increase in the frequency of activated and proliferating CD4" and CD8" T cells,
many of which are destined to die even in the absence of infection, due to the

increased sensitivity to apoptosis. Furthermore activated CD4" T cells are prime
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targets for HIV-1 infection which helps drive viral replication. In this context, the
preferential activation, infection and killing of HIV CD4 T cells is detrimental as it
results in the exhaustion/failure of the immune system, resulting in the
proliferative senescence of the T-cell pool. This sustained the idea that through
the induction of persistent, sustained immune activation and inflammation,
HIV-1 infection induces an accelerated process of immunosenescence and
systemic ageing.®1%1?18

The proliferative senescence of the T-cell pool involve several factors,
including loss of costimulatory molecules, accumulation of terminally
differentiated cells, expression of inhibitory receptors, and induction of
apoptosis. In addition, the accumulation of activated and/or senescent cells in
PLWH suggests that less differentiated cells are progressively lost meaning that
there is a numerical decrease in naive T cells.*®??

The development of new technologies (i.e: production of monoclonal
antibodies and flow cytometry) allow us to verify the immunosenescence and
exhaustion at a clonal level.® There is a wide variety of markers that can be
used to verify senescence at a clonal level, and although there is little
consensus as to which cell surface markers best discriminate the various
stages of T cell differentiation. The most commonly used markers for human
studies are CD45RA, CCR7, CD27, CD28, CD57 and CD62L, CD95 and PD-

1,%°2324 that play an important role in T cell activation, proliferation and cytokine

production.?>?°
It is therefore believed that a better understanding of the mechanisms

underlying immune senescence will lead to an effective interventional strategy

aimed at improving the health span of individuals.
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In this study was measure in leukocytes of peripheral blood using the
methodology of flow cytometry the expression of cell surface markers: CD45RA,
CD27, CD28, CD57, CD62L, CCR7, CD95/Fas and programmed death protein
1 (PD-1), in order to characterize and evaluate the profiles of
immunosenescence and exaustation in a cohort of People Living with HIV aged

between 18 and 55 years.

Materials and methods
Study groups

Forty-six (46) PLWH on follow up at a Reference Center for Infectious
and Parasitic Diseases (Centro de Treinamento e Referéncia em Doencas
infecciosas e Parasitarias-Orestes Diniz) in Belo Horizonte, Brazil were
included. Another 20 HIV seronegative healthy individuals were also included
as a control group (N). The PLWH were characterized in three groups according
to clinical and laboratory aspects in: slow progressors (SP — patients who never
used ART with viral load (VL) lower than 5,000 copies/ml and CD4" count
greater than 500 cells/mm?3 for more than 7 years); active replication (AR -
patients that could or couldn’t be using ART and had a VL above 5,000
copies/ml in the last two consecutive laboratory measurements) and HAART
with success (HAART — HIV-1 infected individuals that where using ART and
had a VL lower than 50 copies/ml in the last two consecutive measurements).
All subjects signed an informed consent form that was approved by the Ethical
Committee of UFMG (N2. ETIC 0636.0.203.000-10), Belo Horizonte, Minas

Gerais, Brazil.
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Blood Samples

Peripheral blood samples (5 and 5 ml) were collected by a trained
professional at the Centro de Treinamento e Referéncia em Doencas
infecciosas e Parasitarias-Orestes Diniz and placed into Vacutainer™ tubes
containing EDTA as an anticoagulant, clot activator and gel for serum
separation (both purchased from Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).Flow
cytometric analysis of the peripheral blood leukocyte immunophenotype was
performed as recommended by Becton Dickinson (Mountain View, CA, USA)
with the following modifications. First, 50-ul aliquots of EDTA-anticoagulated
blood were dispensed into 5-ml polystyrene tubes (Falcon®, B.D. Pharmingen
San Diego, CA). Then, the samples were individually stained for specific cell-
surface markers using four-color immunocytometric assays with cell surface
marker monoclonal antibodies (mAbs): anti-CD4 (clone SK3), anti-CD8 (clones
SK1), anti-CD45RA (HI100), anti-CD27 (M-T271), anti-CD28 (CD28.2), anti-
CD57 (NK-1), anti-CD62L (DREG-56), anti-CCR7 (3D12), anti-CD95 (DX2),
anti-PD-1 (M1H4). These antibodies were conjugated to fluorescein
isothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE), peridinin-chlorophyll protein (PerCP),
R-phycoerythrin or cyanine dye Cy5 (PE Cy5.0) or allophycocyanin (APC) and
were purchased from BD Pharmingen (San Diego, CA, USA). The samples
were treated gently under vortex homogenization and incubated in the dark for
30 min at room temperature. Following incubation, erythrocytes were lysed
using 0.45 ml of fluorescence-activated cell sorter (FACS) lysing solution
(Becton Dickinson Biosciences Pharmigen, San Diego, CA, USA) and re-
incubated for an additional 15 min at room temperature in the dark. After

incubation, the cells were washed twice with 2 ml of phosphate-buffered saline
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containing 0.01% sodium azide. After erythrocyte lysis was completed, the
samples were centrifuged at 600 x g for 7 min at room temperature. The
supernatants were discarded, and the cell pellets were washed twice with 2 ml
of phosphate-buffered saline containing 0.01% sodium azide and stored at 4°C
in the dark prior to flow cytometry analysis. FACS samples were acquired within
4 h after staining.
Flow cytometry acquisition and analysis

Three thousand events/tube were acquired within the lymphocyte gate
using a FACSCalibur® flow cytometer (Becton Dickinson) that was properly set
up to measure forward (FSC) and side (SSC) light scatters, FITC (FL-1), PE
(FL-2), PerCP or PE Cy5.0 (FL-3) and APC (FL4). The CELLQuest™ software
(Franklin Lakes, NJ, USA), which was provided by the manufacturer, was used
for data acquisition and analysis, and the data were prepared using the FlowJo
software (Tree Star, San Carlos, California). Selective analysis of lymphocytes
was carried out by first placing an electronic gate on the FSC versus SSC dot
plot to select small blood lymphocytes based on their morphometric features.
The gated lymphocyte population was further characterized based on its relative
fluorescent properties to quantify the percentage of fluorescent-positive
subpopulations. The results were expressed as the percentage of positive cells
within the selected gates. Cell-surface markers presenting a bimodal distribution
and/or single-color histograms were used to evaluate the density or expression
of cell-surface markers presenting a unimodal distribution, which was expressed
as the mean fluorescence intensity (MFI), within the gated lymphocytes or

monocytes.
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Statistical analysis

The data analysis was performed using One Way ANOVA and Kruskall
Wallis tests depending on the distribution of the data. The correlations between
the senescence profiles and the CD4 count were determined by the Spearman
or Pearson rank correlation tests. The analysis was performed using the
GraphPad Prism software, version 7.0 (San Diego, CA, USA). Differences were
considered significant when the probabilities of equality, i.e., p values, were <

0.05.

Results
Participant characteristics

The study population consisted of 46 PLWH, divided into 3 groups
according to laboratory and clinical aspects in: slow progressors (SP) (n=6);
active replication (AR) (n = 20) and HAART with success (HAART) (n=20), also
were included 20 people with negative serology for HIV as a control group (N).
The cohort was integrated for the same number of man and women. However,
when the sex frequency was separated according to the serological status, it
was observed that in the group of PLWH there was a predominance of men
(60.87%). The median age of the HIV infected individuals was 44 years, with a
minimum and maximum of 23 and 56 years, respectively. In the control group,
median age was 31 years, and a minimum and maximum of 20 and 56 years
respectively was observed. This and other sociodemographic characteristics

and laboratory data of the cohort are presented in Table 1.
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Table 1 — Sociodemografic characteristics and laboratory data of the cohort

Sociodemographic characteristics

N (n=20) SP (n = 6) AR (n=20)  HAART (n=20)

Male 5 (25%) 5 (83,3%) 9 (45%) 14 (70%)
Female 15 (75%) 1 (16,7%) 11 (55%) 6 (30%)
Median age 31 (20-56) 44 (37-55) 42 (23-56) 40 (25-54)
Median years
of infocton DNA 12 (5-21) 9 (0-24) 9 (1-23)
Laboratoty data

. 41,9 31.68 17.80 23.93

0 i)
Median CD4% 595 '53.9) (21,3 - 39,2) (3,8 — 34,8) (7,3 - 39,9)
29,1 44.71 50.43 48.80

i 0
Median CD8%  (133.433)  (31,1-587)  (0.39-758  (30,8-682)

The results are expressed as median percentage — minimum (Min) and maximum (Max).
DNA:,Does Not Apply.

Senescent profiles in CD4" and CD8* Lymphocytes

Ex vivo analysis of leukocyte subsets (frequency, senescence profiles
and markers expression) present in the peripheral blood, was performed using
four-color flow cytometry assays and panels of cell surface markers (CD45RA,
CCR7, CD27, CD28, CD62L, CD95/Fas, PD-1, CD57) to characterize the
phenotype of CD4 and CD8 lymphocytes in HIV-1-infected and uninfected
individuals. An important element was the use of a wide variety of cell surface
markers that allowed us to identify different cell phenotypes related to the
maturation stage of the cells, besides the characterization of these phenotypes
in peripheral blood CD4" lymphocytes, that was been poorly studied. The

results are showed in table 2.
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Table 2 — Senescence profiles in CD4 and CD8 lymphocytes of people living with

HIV.

Cell Phenotype

Groups

N

SP

RA

TARV

CD4 NAIVE CELLS
CD45RA'CD62L"
CCR7'CD62L"
CD28*CD57
CD28*CD95

CD4 EFFETOR MEMORY
CELLS

CD45RACD62L"
CCR7CD62L"
CD28CD57
CD27*°CD28
CD27CD28
CD27°CD95"
CD28'CD95"

41 (9,01-64,1)
59,15 (39,2 — 83)
87,4 (20,5 -99,5)
38,7 (8,56 — 63,6)

19,9 (9,2 — 36,9)
15,55 (5,17 — 27,8)
1,6 (0—78,5)
1,79 (0 — 68,5)
2,38 (0 - 8,67)
8,5 (0,29 — 19)
4,47 (0 - 19,3)

35,8 (19,6 - 48,2)
40,1 (31,8 - 59,5)
83,5 (40,1 - 92,7)
36,8 (26,4 — 58,3)

22,1 (15,5 - 27,7)
20,4 (16,6 — 37,6)
6,2 (0,53 - 14,3)
4,5(0 - 14,9)
3,45 (2,15 - 23,7)
13,08 (7,73 - 31,4)
5,33 (2,38 — 18,6)

21,7 (2,55 - 56,1) *
30,1 (9,67 -49,9) *
44,4 (27,7 -91,7) *
12 (0,24 — 43,4) *

28,8 (13,5 -51,7) *
25,2 (12,4 — 46,6) *
41,3 (3,72~ 68,5) *
25,6 (1,63 — 60,5) *
10,9 (1,62 — 46,9) *
23,4 (4,12 -54,7) *
17,65 (1,37 — 50,3)*

34,25 (8,62 - 66,7)
44,8 (19 - 73,6) *
69,3 (24,6 — 92,9)
27,5 (5,15- 66,3)

20,7 (7,63 — 53,4)
18,6 (6,71 — 49,6)
11,8 (0,46 — 72,5)
3,14 (0 - 66,2)
6,07 (1,01 - 27)
11,3 (2,38 — 32,6)
5,53 (0,87 — 29,5)

CD8 NAIVE CELLS
CD45RA'CD62L"
CD45RA'CD28"
CCR7'CD62L"
CD28*CD57
CD27'PD-1°

CD8 EFFETOR MEMORY
CELLS
CD45RACDG62L"
CD45RA CCRT
CD45RACD28
CCR7'CD62L"
CD28 CCRT
CD27'CD28
CD27'CD95"
CD28'CD95"
CD27PD-1*

38,45 (17,8 — 64,5)
28,7 (11,8 - 51,9)
20,95 (6,62 — 45,5)
24 (2,94 — 48,1)
56,6 (23,3 — 78,5)

22,45 (10,4 — 53,4)
24,5 (7,55 — 41,1)
7.1(0,3-16,1)
20,95 (6,62 — 45,5)
36,55 (16,1 — 67,4)
8,28 (2,35 - 27,1)
18,9 (7,62 — 54.,5)
25,6 (9,68 — 53,8)
2,03 (0,52 - 11,9)

20,1 (6,57 — 35,4)
14 (8,25 — 29,3)
11,05 (3,31 - 23,5)
36,65 (23,1 - 71,2)
28,35 (14,2 — 42,6)*

30,9 (22,6 — 43,3)
38,3 (24,1 - 43)
232 (11,9 - 32,9) *
11,05 (3,31 - 23,5)
57,65 (40 — 80,3)
16 (7,17 — 29,6)
43,35 (28,7 — 72,6)
56 (31,6 — 80,9) *
10,25 (4,16 — 18,9)*

15,6 (2,53 — 48,8) *
16,15 (4,07 — 34,9)*
6,62 (0,95 —33,2) *
35,5 (16,9 —51,3) *
33,7 (9,06 — 58,4) *

38,15 (15,1 — 62,5)*
42,5 (21,4 - 72,8) *
30,8 (10,8 — 44,9) *
6,62 (0,95 — 33,2) *
62,6 (33,8 — 88,2) *
26,9 (3,96 — 54,7) *
41,4 (12,3 - 69,5)
61,2 (27,1 — 90,5)*
7,56 (0,94 — 24,4)*

26 (3,42 - 63,8)
27 (2,47 -57,1)
16,4 (3,06 — 43,3)
34,1 (14,1 - 69,2)
445 (13,7 -72,3)

27 (4,83 - 57,5)
35 (11,9 - 54,1)
14,75 (2,4 - 52,9) *
16,4 (3,06 — 43,3)
48,3 (24,8 — 86,9)
10,3 (2,84 — 25)
41,9 (12 - 75,3)*
48,5 (9,68 — 84,3)
3,41 (0,5 - 24.5)

LYMPHOCYTES
CD4"CD45RA"
CD4"CD95
CD8'CD27
CD8'CD28
CD8'CD57"
CD8'CD95"
CD8'PD-1"

19,5 (3,59 — 29)
17,9 (6,33 - 37,9)
9,25 (2,88 - 23,2)

13,15 (5,21 — 28,7)*
7.1 (1,42 - 24,2) *
16,9 (5,74 — 34,7) *
4,1 (1,25 - 10,9) *

10,3 (6,81 -17,1)
13,13 (7,11- 19,9)
20,65 (12,8 — 44.5)
26,1 (14,7 — 49,5)
17,25 (9,94 — 37,6)

39,8 (29 - 57,7)
11,45 (9,69 — 29,2)

10,9 (0,16 — 17,2) *
6,35 (0,08 — 20,8) *
21,7 (6,76 —53,9) *
31,8 (13,2 - 70)
17,7 (8,53 -34,9) *
50,7 (14,8 — 76) *
15,7 (5,29 - 31,9) *

10,3 (0,85 — 29,1) *
9,63 (0,16 — 29,6)
24,6 (6,94 — 46,4) *
23,9 (12,2 -52,4) *
17,7 (5,96 — 41) *
40,5 (19,4 — 62,5) *
7.1 (2,51 -15.8) *

The results are expressed as median percentage — minimum (Min) and maximum (Max) of positive cells for a
given cell surface marker expression within gated lymphocytes. Symbol (*) represents significant differences at
p<0.05 for comparisons between seronegative participants and the HIV infected individuals.

86



Naive and effector memory cells

We first assessed the impact of HIV-1 in CD4 and CD8 effector memory
cells. Our data showed changes in the CD4" and CDS8" lymphocytes
compartments, demonstrated by the increase in the proportion of intermediated
and terminally differentiated cells among HIV-1 infected individuals when
compared with uninfected individuals, in our study this finding was more
pronounced in the active replication group and it was characterized for the
accumulation of the following cells phenotypes profiles: CD28'CD95", CD45RA’
CD62L°, CCR7CD62L, CD27°CD28 in CD4" and CD8 Ilymphocytes
(Figure. 1B).

The accumulation of effector memory or senescent cells leads to a
decrease of lymphocytes in early stages of differentiation. As show in figure 1A,
the HIV-1 infected individuals have a diminish in the frequency of naive cells
characterized for the following phenotype cell profiles: CD45RA'CD62L",
CCR7'CD62L", CD28'CD57,, CD28"CD95 in CD4" and CD8" lymphocytes;
CD45RA*/Lym and CD957/Lym in the total lymphocytes population. These data

are consistent with previous studies reported in scientific literature.
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Figure 1 — A, percentage of naive cells in CD4, CD8 and total lymphocytes. B,
percentage of effector memory and terminally differentiated cells in CD4, CD8 and total
lymphocytes. C, negative correlation between CCR7'CD62L", CD45RA'CD62L" and the
absolute CD4 values in HIV infected individuals, at time zero on the left and sixty
months after on the right.
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Expression of senescent markers

The expression of cell surface markers was also evaluated, as the mean
fluorescence intensity (MFI) and the phenotypes, in which statistically significant
differences were observed, are described below.

We found a decrease in the fluorescence intensity of the CD45RA and
CD62L markers in the peripheral blood cells of PLWH. The expression of
CD62L was decreased in the RA group, in both CD4" and CD8" lymphocytes,
(median in %: N = 60; SP = 48.35; AR =42.30 e HAART =5.35 and N = 37.25;
SP = 21.6; AR = 19.9 e HAART = 24.5) (Figure 2C and 2D, respectively)
(Figure 2). While the CD45RA expression was decreased only in the CD8"
lymphocytes (median in%: N = 182; SP = 130; AR = 104 and ART = 123)
(Figure 2B).

On the other hand, it was demonstrated an increase expression of CD95
and PD-1 senescence surfaces markers, in the CD4" and CD8" lymphocytes
compartments. It was observed an increased in the MFI of CD95 in the AR
group when compared with the N group in CD4 lymphocytes (median in%: N =
98,2; SP = 123; AR = 172 and HAART = 146) (Figure 2E) and in the SP, AR
and HAART groups in comparison to the N group in CD8 lymphocytes (median
in%: N = 52.60; SP = 86.05; AR = 82.70 and ART = 75.70) (Figure 2F). As well
the expression of PD-1 was higher in the AR group when compared with the N
group in the CD4 compartment (N = 6.93; SP = 8.26; AR = 10.55 and HAART =
10.24 (Figure 2G), and in the RA and HAART groups in comparison to the N
group in CD8 cells (median in %: N =6.2; SP =12.4; AR = 16.35 and HAART =

7.92) (Figure 2H).
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Figure 2 — Expression of senescence surface markers evaluated trought the mean
fluorescence intensity. In the upper site are the naive cell phenotypes: A, CD45RA
expression on CD4 lymphocytes. B. CD45RA expression on CD8 lymphocytes. C,
CD62L expression on CD4 lymphocytes. D, CD62L expression on CD8 lymphocytes.
In the lower site are shown the memory and terminal memory cells. E, CD95
expression on CD4 lymphocytes. F, CD95 expression on CD8 lymphocytes. G, PD-1
expression on CD4 lymphocytes. H, PD-1 expression on CD8 lymphocytes.
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Correlation between the ex vivo senescent profiles and CD4 count

After the analyses of the frequency of lymphocyte exhaustion markers,
was performed correlation analysis between the immunosenescent profiles
observed and the absolute and percentage CD4 T lymphocytes at the time of
the study and sixty months after. Interestingly, our data demonstrated a
negative correlation between the frequency of CCR7°CD62L/CD4" and
CD45RA'CD62L7/CD4" cells and the percentage (Table 3) and absolute CD4™ T
lymphocytes at time zero and 60 months after (Figure 1C). Correlations were
also observed between other senescent profiles and the percentage of CD4 T
lymphocytes, at time zero and 60 months after. These data are showed in the

table 3.
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Table 3 — Correlation of senescence profiles and CD4 T lymphocytes count at time
zero and sixty months afther.

CD4% at time zero CD4% sixty months after
Cell phenotype Corre-lartion p value Corre-IaTtion p value
coefficient coefficient

CD27°CD95"/CD4" r=-0,47 p = 0,0020 r=-0,43 p = 0,0052
CD28°CD95"/CD4" r=-0,55 p = 0,0003 r=-0,43 p =0,0027
CD28'CD95'/CD8" r=-0,48 p = 0,0022 r=-0,42 p = 0,0094
CCR7'CD62L/CD4" r=-0,53 p = 0,0004 r=-0,53 p = 0,0004
CCR7'CD62L°/CD8" r=-051 p =0,0010 r=-0,38 p =0,0195
CD28'CCR7/CD8’ r=-0,52 p = 0,0008 r=-0,70 p =0,0070
CD27'PD-1'/CD4" r=-0,53 p =0,0020 r=-0,41 p =0,0220
CD45RA CCR7/CD8" r=-0,34 p =0,0037 r=-0,36 p = 0,0293
CD45RA'CD28/CD8" r=-0,47 p =0,0028 r=-0,44 p =0,0071
CD45RA'CD62L/CD4" r=-0,54 p = 0,0003 r=-0,53 p = 0,0004
CD45RACD62L/CD8" r=-0,41 p =0,0102 r=-0,41 p=0,0112
CD95'CD8" r=-0,60 p< 0,0001 r=-0,61 p< 0,0001
CcD27CD8’ r=-0,53 p = 0,0007 r=-0,46 p =0,0042
CD28'CD8’ r=-0,65 p< 0,0001 r=-0,63 p < 0,0001
CD57°CD8" r=-0,42 p =0,0093 r=-0,40 p =0,0148
PD-1'CD8" r=-0,52 p = 0,0007 r=-0,48 p = 0,0023
CCR7CD8" r=-0,68 p = 0,0001 r=-0,70 p = 0,0001

DISCUSSION

Much is known about immunosenescence in PLWH in developed
countries, but in developing countries, and particularly in Brazil, very little is
known about the subject. Furthermore few studies have study the impact of the
HIV in the CD4 lymphocytes senescence. Aiming to assess and describe the
profile of immunosenescence and exaustation of circulating CD4" and CD8"
lymphocytes in PLWH, as well as assess the possible correlation between the
profiles of immunosenescence and the absolute values and percentages of
CD4" T lymphocytes in time zero and 60 months after, this study enrolled 46

HIV-1 infected individuals on follow up at a Reference Center for Infectious and
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Parasitic Diseases (Centro de Treinamento e Referéncia em Doencas
infecciosas e Parasitarias-Orestes Diniz) in Belo Horizonte, Brazil, as well as 20
seronegative individuals.

In our study, the immunosenescence of lymphocytes during HIV infection
was characterized by the increase of effector cells in intermediate stages of
differentiation; CD27°CD28"; CD45RA'CD62L" on CD4" and CD8" lymphocytes,
and by the increase in the frequency of terminally differentiated cells; CD28"
CD95"; CCR7'CD62L on CD4" and CD8" lymphocytes. These findings are
similar to those reported by several studies which have shown that PLWH
present alterations in the cell maturation process, leading to less effective
differentiation and consequent accumulation of intermediate and terminally
differentiated effector memory cells.?”?®33" The acumulation of this cells is
thought to be a probable pathogenic strategy of the virus, which would prevent
these cells from achieving complete effector functions.

The immunophenotypic and functional changes observed during the HIV
chronic infection could be consequences of the accelerated process of cell
differentiation driven by antigenic stimulation, immune activation and chronic
inflammation, which may eventually lead to the exhaustion of the immune
system.'?

On the other hand, the accumulation of effector or senescent cells leads
to a decrease of cells in the initial stages of differentiation and more functional
subpopulations due to the homeostatic regulation process of the immune
system.?’ This fact was also observed in our study and characterizated for the

decrease in the frequency of the following cell phenotypes: CD28°CD95 ;
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CD45RA'CD62L"; CCR7'CD62L"; CD28'CD57° on CD4" and CD8"
lymphocytes.

The decrease of the CD28"CD57" cell phenotype was also reported by
CAO et al.,>” on CD8 T Cells in a cohort of rapid and non progressors HIV
infected individuals. Besides that other studies has report the depletion of naive
cells during the HIV chronic infection, but they didn’t specify the cell surface
phenotypes that are depleted, making it difficult the comparison of the data.?®,?°

In addition to the frequency and expression analysis of the
immunosenescence and lymphocyte exhaustion markers used in this study, a
correlation of the characteristic immunosenescence profiles with absolute and
percentage values of LTCD4" was performed. Our findings allowed us to show
an inversely proportional relationship between the immunosenescence profiles
and the percentage of CD4" T lymphocytes at time zero and 60 months after.
When analysed the relation between the immunosenescence profiles and the
absolute values of CD4" T lymphocytes it was observed that only the CCR7"
CD62L/CD4" e CD45RA'CD62L/CD4" have a statistical significant correlation,
presenting a negative relation. These results are analogous to the findings of
some studies that have correlated the expression of senesce phenotypes with
the CD4 count and the plasmatic viral.?®*® At the same time our data differs a
little because we didn’t see a statistical significant correlation between those cell
surface markers and the viral load. This observation supports the detrimental
role of these cells in the context of the chronic HIV infection.

In conclusion, our results corroborate that PLWH have a higher
frequency of senescent cells. The expansion of terminal cells produces

homeostatic contraction of the cells that are less differentiated or in the early
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stages of differentiation and which are by inference more functional. Although
the use of HAART decreases the activation and chronic inflammation process
by decreasing chronic antigenic stimulation related to high levels of plasma viral
load, ART is unable to stop the aging process because it is not able to inhibit
the persistence of immunological chronic activation and this simultaneously acts
accentuating and accelerating the natural and physiological aging process of
the immune system. However, some studies have demonstrated the role of
ART in the reduction of these cells, and this was also observed in our study, but
despite this reduction these patients have a higher risk of developing non-AIDS
diseases related to the accumulation of senescent cells. Additionally, our results
demonstrated that the expansion of terminally differentiated cells produces a
decrease in the percentage and absolute values of CD4" T lymphocytes,
showing in this way the harmful role of the immunosenescence in the context of

chronic HIV infection
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