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RESUMO

RACIONAL: Os pacientes nao-progressores de longo prazo (LTNP) do HIV,
constituem um subgrupo de infectados que permanecem com nivel sérico viral
indetectavel, ou seja, abaixo de 5000 copias de RNA/mL, por um periodo
superior a 10 anos de infeccdo, sem terapia anti-retroviral (ART). A técnica de
imunofenotipagem para analise celular, e a citometria de fluxo sdo importantes
ferramentas para acompanhamento da patogénese viral, assim como,
identificacdo de células que podem demonstrar uma resposta imune peculiar,
frente a um microorganismo que desafia a ciéncia. OBJETIVOS: Determinar e
comparar o padrdo de células da resposta imune inata em pacientes HIV-1
positivos com e sem progressao lenta. Associando, a influéncia quantitativa das
células da resposta imune inata na producédo de citocinas em pacientes HIV-1
positivos e comparando o perfil destas citocinas nos pacientes infectados com
e sem progressdo lenta. METODOS: Para analise celular, foram avaliados 42
individuos soropositivos para o HIV-1, atendido no Hospital Universitario
Professor Edgard Santos, onde, 20 destes pacientes eram LTNP, 22 HIV
cronicos e também 20 individuos voluntarios higidos. Amostras de sangue
periférico foram submetidas a marcacdo através de anticorpos monoclonais
anti-CD3+, anti-CD4+, anti-CD8+, anti-CD45+, anti-CD45RA+, anti-CD45+RO,
anti-CD5+/CD19+,anti-CD16+/CD56+ anti-CD4+/CD25+ e anti-CD11c/CD40
para a avaliacdo da imunofenotipagem celular e técnica de CBA para as
citocinas IL-2,IL-6, IL-10, TNF,IL-1a e IFN-g. RESULTADOS: Pacientes LTNP
apresentaram uma equivaléncia em relacdo as médias das linfocitos TCD4"
LTCD8", DCs, NK e mondcitos em comparacgio ao grupo de individuos higidos.
Houve significancia estatistica nas variacbes dos LT-naive, LT- memoria, LB e
Treg nos pacientes LTNP, quando comparados ao grupo de individuos higidos
como também, as variacdes no LT-naive, LT- memodria, LB e Treg, mondcitos,
utilizando um p<0,05, em relacdo as médias das células do grupo de pacientes
HIV/AIDS e as células do grupo de individuos controle. Foram avaliados em
todos os grupos, os parametros de faixa etaria e contagem de células, no
entanto, ndo houve interferéncia estatistica para esta avaliagdo. Com relacéo
as citocinas, o valor médio de IL-2 com diferenca significante em comparacéo

aos grupos HIV/AIDS e controle. Nas citocinas IL-2 e IL-6, houve diferenca



estatistica em comparacédo a progressores lentos e individuos higidos. Todavia,
entre IL-10, TNF, IL-1a e IFN-g ndo houve significancia estatistica entre os
grupos estudados. CONCLUSAO: Individuos LTNP, apresentaram uma
frequéncia de LTCD4" em niveis da normalidade, como também a expresséo
das DCs, Treg e NK. Altera¢des na producdo de LTCD8" foram observadas em
andlises citometricas em pacientes HIV/AIDS e o valor de LTCD4+ interfere na
producao de IL-2 em progressores lentos e IL-6 em HIV/AIDS.

PALAVRAS CHAVE: HIV, LTNP, IMUNOFENOTIPAGEM, CITOMETRIA DE
FLUXO.



ABSTRACT

BACKGROUND: The long-term non-progressor (LTNP) patients with HIV, also
known as elite controllers, are a subgroup of infected individuals who remain
with an undetectable viral serum level, ie below 5000 copies RNA / ml, for a
period greater than 10 years of infection, without antiretroviral therapy
(ART).The immunophenotyping technique for cell analysis and flow cytometry
are important tools for monitoring viral pathogenesis, as well as identifying cells
that may demonstrate a peculiar immune response to a microorganism that
challenges science. OBJECTIVES: To determine and compare the cell pattern
of the innate immune response in HIV-1 positive patients with and without long-
term non-progressor. Associating the quantitative influence of innate immune
cells on cytokine production in HIV-1 positive patients and comparing the profile
of these cytokines in patients with and without long-term non-progressor.
METHODS: A total of 42 HIV-1 seropositive individuals were evaluated at the
University Hospital Professor Edgard Santos, where 20 of these patients were
LTNP, 22 were HIV-positive and 20 were healthy volunteers. Samples were
subjected to labeling by anti-CD3 +, anti-CD4 +, anti-CD8 +, anti-CD45 +, anti-
CD45RA +, anti-CD45 + RO, anti-CD5 + / CD19 +, anti-CD16 + CD25 + and
anti-CD11c / CD40 for the evaluation of cellular immunophenotyping and CBA
technique for cytokines IL-2, IL-6, IL-10, TNF, IL-la and IFN-g. RESULTS:
LTNP patients had an equivalence in relation to T lymphocytes CD4 + and
LTCD8 +, DCs, NK and monocytes compared to the healthy individuals group.
There were statistically significant differences in LT-naive, LT-memory, LB and
Treg in LTNP patients, when compared to the healthy individuals group, as well
as variations in LT-naive, LT-memory, LB and Treg, monocytes using a p <0.05
in relation to the means of the cells of the group of patients HIV / AIDS and the
cells of the group of control individuals. All groups, age group parameters and
cell counts were evaluated; however, there was no statistical interference for
this evaluation. Regarding the cytokines, the mean value of IL-2 with significant
difference in comparison to the HIV/AIDS and control groups. In IL-2 and IL-6
cytokines, there was a statistical difference compared to LTNP patients and

healthy individuals.



However, between IL-10, TNF, IL-la and IFN-g there was no statistical
significance between the groups studied. CONCLUSION: LTNP patients
showed a production of LTCD4 + at normal levels, as well as the expression of
DCs, Treg and NK. Changes in LTCD8 + production have been observed in
cytometic analyzes in HIV/AIDS patients and the value of LTCD4 + interferes in
the production of IL-2 in LTNP patients and IL-6 in HIV / AIDS.

KEYWORDS: HIV, LTNP, IMMUNOPHENOTYPING, FLOW CYTOMETRY.
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1. INTRODUCAO

O virus da imunodeficiencia humana (HIV) continua a ser um dos
desafios de saude publica mais significativa do mundo. Conforme dados de
2016 da organizacao mundial da saude (OMS), existem cerca de 37 milhdes de
pessoas infectadas com o HIV no mundo, com maior destaque, em paises de
baixa e média renda. Como resultado dos recentes avangos no acesso a
terapia anti-retroviral (ART), as pessoas soropositivas vivem vidas mais longas
e saudaveis. Além disso, existem evidéncias que a ART reduz a transmissao
do HIV (WHO, 2017).

Na infeccdo causada pelo HIV hd uma replicacédo do virus aumentada na
auséncia das respostas do sistema imune adaptativo, o que caracteriza esta
condicdo em infeccdo aguda, onde os niveis plasmaticos de cépias virais
podem ultrapassar a marca de 100 milhdes de cépias/ml. Entretanto, estes
niveis elevados de viremia permanecem por um curto periodo de tempo,
indicando que o sistema imune é capaz de gerar resposta imunoldgica que
controla a replicacéo viral (MELLORS, 1995; SANTOS et al., 2008).

Esta resposta envolve inicialmente mecanismos inespecificos e também
estd associada a resposta humoral que ocorre com a producédo de anticorpos,
gue surgem em algumas semanas apos a infeccéo. Alguns estudos evidenciam
que a maioria dos anticorpos seja dirigida contra restos de virus que foram
degradados, uma parte destes, podem neutralizar as particulas virais integrais
pela ligacdo das glicoproteinas na superficie dos virus ou depois da ligacdo
glicoproteina (gp) 120 ao receptor de membrana CD4 das células, impedindo a
fusdo (MELLORS, 1995; SANTOS et al., 2008).

Além disso, outros estudos mostram envolvimento de atividade celular
citotoxica mediada por anticorpos (antibody dependente cell citotoxicity —
ADCC), linfocitos T citotdxico CD8" (CTLs) e linfocitos TCD4" auxiliares,
importantes na limitacdo da replicacdo do HIV, células existentes nas infec¢des
agudas até os estagios iniciais da AIDS (MELLORS, 1995; SANTOS et al.,
2008).
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As citocinas e quimiocinas tém um papel mais influente na patogénese
do HIV-1, podem aumentar ou inibir a replicacdo viral. Durante a ativacdo de
células imunitarias ocorre um aumento da producdo destas moléculas, a
exemplo de TNF-alfa, IL-1, IL-2, IL-4, IL-8, IL-6, IL-10, IL-15, IFN gama (GUHA
& AYYAVOO, 2013).

A proteina do envelope viral gpl20 desencadeia a producédo de
quimiocinas como: CCL2, CCL3, CCL4 e CCL5 que sdo quimicamente atrativas
para as células dendriticas (DCs), macrofagos e linfocitos (GUHA &
AYYAVOO, 2013).

Em relacdo a manifestacéo clinica, pode-se observar que os individuos
progressores lentos do HIV permanecem com nivel sérico viral, abaixo de 5000
copias de RNA/mL, por um periodo superior a 10 anos de infeccdo (CASADO
et al.,2010). Neste grupo também s&o considerados os pacientes com carga
viral abaixo de 1000 copias/ml de sangue e quantitativo de linfocitos TCD4" que
nao indiquem inicio de terapia anti-retroviral. Dentro deste grupo, existem
agueles pacientes que ndo se infectam devido a homozigose do Delta 32.
Estes pacientes representam em média, apenas 1% da populacéo infectada
pelo HIV-1 (CASADO et al., 2010; PERNAS, et al., 2012).

A imunidade inata € um tema de crescente interesse para as pesquisas
do HIV, porgue recentes trabalhos tém demonstrado resposta efetiva destas
células contra o virus, pois, anteriormente a resposta baseava-se apenas em
cobrir as barreiras biolégicas, sistemas celulares, fatores sollveis e vias de
sinalizacdo, sendo aplicados de forma inconsistente. (RAUSELL, MCLAREN &
TELENTI, 2013).

Portanto, um maior conhecimento dos mecanismos da imunidade inata
ante a infeccao do HIV-1, devera contribuir no desenvolvimento de pesquisas
gue visam principalmente no controle, mesmo que em longo prazo desta

viremia.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Epidemiologia HIV/AIDS

De acordo com o conhecimento atual, a propagac¢ao do HIV comecgou no
inicio do século XX. Transmissdo zoonética de SlIVcpz (virus da
imunodeficiéncia simia de chimpanzés - pan troglodytes troglodytes) ocorreu
para HIV-1 grupo M e grupo O em 1920 e para HIV-1 grupo N em 1960
(MOUREZ et al., 2013; LOCATELLI & PEETERS, 2012), na Africa Central e
Ocidental. O HIV-2 foi transmitido zoonoticamente de mangabey de fuligem
(Cercocebus atys) para humanos na Africa Ocidental em torno de 1940
(LEMEY et al., 2003).

Andlise genética molecular sugere que o HIV-1 foi exportado para o Haiti
provavelmente em 1966 e chegou a América do Norte aproximadamente dois
anos depois. Desde meados da década de 1980, os diferentes subtipos de
HIV-1 se espalharam levando a uma pandemia global. Em contraste ao HIV-1,
o HIV-2 inicialmente permaneceu restrito & Africa Ocidental devido & sua
caracteristica de menor infectividade (ROBBINS et al., 2003; FARIA et al.,
2014).

Segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (2016),
aproximadamente 2.3 milhdes de pessoas vivem com o HIV. Atualmente a
epidemia estabilizou-se gracas a vasta expansao da antirretroviral (ART), que
reduziu o niumero global de 6bitos resultantes de causas relacionadas com este

virus.

O aumento do numero de individuos vivendo com o virus em relacao
aos anos anteriores, se deve ao fato da vasta expanséo de pessoas recebendo
tratamento antiretroviral, reduzindo assim, o numero global de Oobitos

resultantes de causas relacionadas com a infec¢éo pelo HIV (WHO, 2017).
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A OMS sugere que em 2020 existirdo aproximadamente 50 milhdes de
pessoas infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) no panorama
mundial (WHO, 2016).

No Brasil, foram notificados no SINAN, 136.945 casos de infecgéo pelo
HIV-1 no ano de 2007 até junho de 2016, sendo 71.396 no Sudeste (52,1%),
28.879 no Sul (21,1%), 18.840 no Nordeste (13,8%), 9.152 no Centro-Oeste
(6,7%) e 6.868 na Regidao Norte (6,3%). Apenas no ano de 2015 foram
notificados 32.321 casos de infeccdo relacionadas com o virus, sendo 2.988
casos na regido Norte (9,2%), 6.435 casos na regido Nordeste (19,9%), 13.059
na regido Sudeste (40,4%), 7.265 na regido Sul (22,5%) e 2.574 na regiao
Centro- Oeste (8,0%) (UNAIDS, 2016).

2.2. Virus da Imunodeficiéncia Humana

O HIV-1, o agente etiolégico da sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA ou AIDS - acquired immunodeficienty syndrome) membro da familia
Retroviridae e agrupado para o género Lentivirus pertencendo a subfamilia
Orthoretrovirinae (SHARP, 1999) (figura 1).
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Figura 1 - ANATOMIA DO VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA.

Fonte: BISMARA. et al, 2006

O genoma do HIV-1 possui aproximadamente 10.000 nucleotideos,

composto por duas moléculas de RNA (do inglés - ribonucleic acid) idénticas de
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cadeia simples ndo complementares, que se encontram associadas a enzima
transcriptase reversa (TR). A grande variabilidade genética encontrada no HIV-
1 é principalmente remetida as altas taxas de incorrecfes da enzima TR no
processo de incorporacdo de nucleotideos na etapa de transcricdo reversa
durante a replicacao viral (RAMBAUT et al., 2004).

O HIV-1 é capaz de codificar em seu genoma, proteinas estruturais
como: tat (do inglés, Transactivator Protein) e ver (inglés RNA Splicing-
regulator) sdo necessarios para o inicio da replicagdo do HIV, enquanto as
outras proteinas reguladoras, nef (fator de regulacdo negativa), vif (fator de
infectividade viral), vpr (proteina de virus r) e vpu (proteina de virus Unica) tém
um impacto sobre replicacdo viral e outras funcdes, incluindo o escape do
sistema imunologico (MALIM & EMERMAN, 2008).

Para superar as funcdes efetoras do sistema imune, os virus incluindo
retrovirus, utilizam-se de algumas estratégias para neutralizar e/ou subverter a
resposta imune. Um dos mecanismos utilizados pelo qual o HIV-1 consegue
debelar a resposta imune do hospedeiro € por meio de modificacbes de seus
padrbes moleculares associados a patdgenos (PAMPs) alterando ou
escondendo seus &cidos nucléicos no capsideo viral e desta forma, mostrando
maior semelhanca com uma célula do hospedeiro (SHARP, 1999; PEETERS et
al., 2000).

Além disso, outra estratégia de evasao imunoldgica para o virus é a
capacidade de variabilidade genética. O HIV-1 por ser um virus com material
genético constituido por RNA possui altas taxas de mutacéo aleatodria devido as
falhas ocorridas na transcricao viral, 0 que ajuda no mecanismo de escape viral
durante reconhecimento imunolégico pelo hospedeiro. Ao evitar tal
reconhecimento, o HIV-1 ultrapassa varios pontos de controle na defesa imune
inata e adaptativa (GOTO et al., 1994; SERRA-MORENO et al., 2011).

2.3. Mecanismos da infeccé&o viral em células humanas

Os passos iniciais da infeccdo viral sdo caracterizados por complexas
interacbes proteina-proteina, na qual para a infeccdo pelo HIV as proteinas

virais necessarias sao: a glicoproteina de superficie gp120 e a transmembrana
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gp41 contidas na particula madura do HIV. Essas glicoproteinas sdo essenciais
durante o primeiro contato do virus com a célula hospedeira, pois estas irdo
ligar-se ao receptor CD4 e aos co-receptores localizados na membrana
plasmatica de linfocitos T helper (LTh), macréfagos, mondcitos e DCs
(FRANKEL & YOUNG, 1998).

ApoOs o receptor CD4 interagir com alta afinidade com a gpl120 atraves
do seu dominio C4, ocorre uma mudanca conformacional que induz a
exposicdo de gp4l, a qual é responsavel por uma ligacdo secundaria,
associando-se ao co-receptor de superficie celular, receptor de quimiocina 5
(CCR5) ou receptor de quimiocina 4 (CXCR4), conforme demonstrado na figura
2. A extremidade da cadeia polipeptidica N-terminal de gp4l (que é uma
glicoproteina transmembranica) é apresentado na membrana viral formando
um canal e devido a sua alta hidrofobicidade promove a fusdo da membrana
viral a membrana plasmatica da célula alvo (LUCIW PA, 1996; ARCHIN et al.,
2014).
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Figura 2 - VISAO GERAL DA ENTRADA DO HIVFonte: WILEN et al., 2012

Fonte: WILEN et al., 2012

A fusdo da membrana viral e celular leva a translocacdo da capsideo
viral no citoplasma. O capsideo é envolto por um fagossoma e uma mudanca
no valor do pH, induz a liberacdo do contetddo do capsideo no citoplasma. A
ativacdo da TR ocorre no citoplasma, transcrevendo o genoma de RNA do HIV
de cadeia simples em DNA ou cDNA (do inglés - complementary DNA)(WEI X,
et al., 2003).
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Este DNA proviral é transportado via nucleo celular na forma de um
complexo de pré intencdo que consiste da integrase (IN) e DNA proviral linear
ou circular e imposto a celulares. A IN entéo insere aleatoriamente 0 genoma
viral no genoma das células hospedeiras humanas. A integracdo do DNA
proviral inicia a infeccdo do HIV na célula e o possivel estabelecimento de uma
persistente infecgdo. O genoma proviral pode ser replicado juntamente como
parte do genoma da célula hospedeira durante o processo de divisdo celular
(WEI X, et al,. 2003).

A infeccdo das particulas do HIV nos linfécitos é variavel, indicando que
0 virus pode replicar, como também, serem inativados. Segundo estudos de
Archin et al.,(2014) a inativagdo do virus HIV foi demonstrada em experimento
de células cultivadas ap0s 2 dias, sugerindo que o HIV tenha sido inativado
apenas apos a incubacado de varias semanas sob temperatura de 4 °C, mas em
células dendriticas (DCs) o HIV permaneceu infeccioso por varias semanas e
ndo s6 em 2 dias como foi apresentado na cultura dos linfocitos (ZENG et al.,
2012).

O processo de ligagéo/infecgdo do HIV a uma célula CD4" ocorre em um
tempo aproximado de 30 minutos a 2 horas. A transcricdo do genoma do RNA
viral em DNA proviral € completada apos aproximadamente 6 horas e a
integracdo os no genoma do hospedeiro leva mais 6 horas. Apds a integracao,
primeiros virions detectaveis em aproximadamente de 12 horas (PAULS et al.,
2013).

O virus HIV-1 quando transmitido por contato sexual, infecta
primeiramente as células dendriticas (DCs) - por exemplo, células de
Langherans - ou macré6fagos e/ou monécitos usando o co-receptor CCR5; para
cepas virais do tipo R5. Dependendo da cepa viral apresentard um tropismo
diferente ou o tropismo duplo (R5/X4) sendo inserido a cepa do virus (PAULS
et al., 2013; MENG et al., 2002). A infeccdo do HIV pode resultar na infeccao
direta de LTh e a transmisséo de virus R5 e X4 (usando o receptor CXC4 como
co-receptor) (ARRILDT et al. 2012).
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2.4. Resposta imune na infeccao pelo HIV

Em pacientes com AIDS as principais infec¢cdes oportunistas sao
relacionadas a agentes intracelulares, tais como: Mycobacterium tuberculosis,
Citomegalovirus, Candida albicans e Criptosporidium. Como na infeccéo pelo
HIV os linfécitos B (LB) séo induzidos a produzir anticorpos, no entanto, essa
maior susceptibilidade para infeccbes bacterianas extracelulares nestes
pacientes, pode também induzir a producéo de linfocitos B (LB) (MACHADO et
al., 2004).

7

Em criancas infectadas, o comportamento da resposta imune é
ineficiente, uma vez que a alteragdo do funcionamento das células TCD4" é
minima, como também mostrando anormalidades na sintese de anticorpos. E
por isso, que infecgcBes por bactérias extracelulares sdo comuns em todas pelo
HIV criancas (MACHADO et al., 2004).

Os componentes do sistema imune inespecificos s&o ativados
precocemente, logo apds a infeccdo e se encarregam de limitar e restringir a
taxa de replicacao viral até que os mecanismos da imunidade adquirida sejam
desencadeados. Na resposta imune inata contra virus, encontram-se
determinados grupos celulares, componentes ativos do sistema complemento,
células natural killer e principalmente as células DCs, e o interferon do tipo |
(IFN-I) (CHADHA et al., 2004; ABBAS et al., 2005; 2008).

A imunidade adaptativa contra antigenos virais atua com a ativacdo de
células TCD8" que exercem citotoxicidade ao reconhecerem antigenos virais
via MHC (do inglés - major histocompatibility complex) nas células, com o
resultado da liberacdo de granzimas e perforinas atuando como as células
Natural Killer (NK), no entanto de forma direcional. Estes desempenham um
papel importante na luta contra as infec¢cdes virais apesar de estarem
montando uma resposta imune a agentes intracelulares. E na fase extracelular,
0s anticorpos podem se ligar ao virus (TOMARAS et al., 2008; SANTOS et al.,
2008).
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A ativacdo celular NK é controlada pela integracdo de sinais de ativagédo

e receptores inibitorios, como mostrado na figura 3:
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Figura 03 - OS DIVERSOS MECANISMOS DE ATIVIDADE ANTIVIRAL NA IMUNIDADE INATA

Fonte: FRENCH, A.R., and YOKOYAMA, W.M., 2003

(a) Os receptores de células NK inibitérias reconhecem auto-MHC de
classe | e restringem a ativacdo de células NK. (b) Quando sem impedimentos
pelos receptores inibitorios, a ligacdo de receptores de ativacdo de células NK
aos seus ligantes em células alvo resulta em estimulacdo destas células. Na
auséncia ou na autoregulacdo MHC classe | nas células alvo, esses sinais
estimulantes ndo sdo mais suprimidos, resultando em respostas de células NK
incluindo producdo de citocinas e liberacdo de granulos levando a
citotoxicidade. Observe que este modelo indica que as células Natural Killer
nao matam por padrdo; isto é, quando a inibicdo da classe | do MHC esta
ausente, a célula NK ainda deve ser estimulada através de receptores de
ativacdo. Além disso, se ou ndo uma célula NK individual é ativada por um

alvo, é determinada por este complexo equilibrio de receptores com funcéo
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oposta e expressao dos ligantes correspondentes. Em geral, a inibicdo domina
a ativacdo. Finalmente, As células NK podem ser estimuladas diretamente por
citocinas como interleucina-12 que desencadeiam a producdo de outras
citocinas por células NK (ndo mostradas). Essas respostas diretas mediadas
por citocinas ndo sao afetadas pela expresséo de classe | de MHC (FRENCH,
A.R., AND YOKOYAMA, W.M., 2003)

Além disso, ha liberacdo de IL-12 produzida por macrofagos e outras
células apresentadoras de antigenos (APC), contribuindo para uma parte
importante na fase inicial da infeccéo viral. Estimulando células que exercem
citotoxicidade e também produzir mais IFN-g, o que por sua vez, aumenta o
potencial microbicida dos macrofagos (MANETTI et al., 1993; MACHADO,
ARAUJO, CARVALHO & CARVALHO, 2004).

Por contraste, o0s anticorpos podem auxiliar no mecanismo de
citotoxicidade celular ligando-se as células infectadas e assim permitindo a
acdo das células NK. Em vérias doencas, como por exemplo, poliomielite,
sarampo, hepatite B e varicela os anticorpos tém um papel fundamental na
protecdo (MANETTI et al., 1993; MACHADO, ARAUJO, CARVALHO &
CARVALHO, 2004).

O HIV infecta predominantemente células TCD4" e a destruicdo destas
células pode ocorrer por efeito "citopéatico” (ECP) causado pelo virus, além
disso, existe um indice de apoptose nestas células, devido a expressdo de
antigenos virais ao nivel da membrana. As células também podem ser
destruidas por citotoxicidade mediada pela célula T CD8" um fenémeno que
ocorre como consequéncia da reducdo de células T CD4" (SANTOS et al.,
2008; MACHADO, ARAUJO, CARVALHO & CARVALHO, 2004). Esta
supressdo da resposta imune estda associada predominantemente com uma
reducao de IL-2, IFN-g e TNF (KEDZIERSKA & CROWE, 2001).

2.5. Imunidade Inata

O sistema imunolégico inato evoluiu ao longo de milénios para controlar
de forma inespecifica e isolar os patdgenos invasores. Ao contrario do braco

adaptativo do sistema imunologico, que usa receptores especificos para
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reconhecer antigenos estranhos, o0 sistema imune inato usa uma série de
receptores de reconhecimento para detectar padrdes associados a bactérias,
virus e/ou parasitas. Esses padroes relacionam-se a estruturas de
carboidratos, proteinas ou lipidios que sdo Unicas para agentes patogénicos,
normalmente ndo produzidos em células humanas (MURPHY, TRAVERS,
WALPORT, 2010).

Os componentes imunologicos do hospedeiro desempenham papéis
benéficos e patogénicos na infeccdo pelo HIV-1. Durante o estagio inicial da
infeccdo viral, uma rede complexa de fatores imunes inatos € ativada. Por
exemplo, as células do sistema imune inato expressam uma série de proteinas
inflamatorias incluindo citocinas, quimiocinas e fatores de restricdo antivirais.
(GUHA & AYYAVOO, 2013).

Os mondcitos circulantes no sangue exercem importantes papéis na
defesa do hospedeiro contra patdégenos e sdo essenciais para a resposta
inflamatoria e inata contra microrganismos. Os mondcitos podem ser divididos
em pelo menos trés subconjuntos: classicos CD14 e CD16, intermediarios
CD14hi e CD16%, e ndo classicos CD14lo e CD16", cujos fendtipos se
assemelham a descricdo tradicional de monécitos e a macrofagos de tecido
maduro (AUFFRAY, SIEWEKE & GEISSMANN,2009; BAGGALEY, WHITE &
BOILY, 2010;SUN et al., 2012).

Os macroéfagos séo caracterizados como um principal alvo para o HIV e
€ um potencial reservatério celular de longo prazo para virus gerando
importante para o processo pro-inflamatdrio e desregulando atividades destes
macrofagos, o que contribui diretamente para o desenvolvimento de AIDS e
suas patologias associadas no cérebro, pulmdes, nédulos linfaticos e pele. A
ativagdo classica dos macrofagos € um recurso bem estabelecido da
imunidade celular a infeccdo pelo HIV-1 (MELLORS et al., 1995; FRIMAN &
GISSLEN, 2007; GEKONGE et al., 2012).

2.6. Respostaimune adaptativa

A infeccdo pelo HIV-1 também esta associada com a resposta

imunologica especifica. Com o inicio da resposta imune humoral contra o HIV,
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apo0s 3-6 semanas sdo observados sintomas clinicos variaveis na maioria das
pessoas infectadas com febre, aumento de linfonodos, fadiga, mal-estar,
erupcao cutanea com pequenas lesbes ligeiramente elevadas e/ou sintomas

gastrointestinais.

Estes sintomas séo inespecificos e também sdo encontrados em outras
infeccbes virais, como Epstein-Barr e mononucleose induzida por
Citomegalovirus e Influenza. A neuropatia aguda € comum na fase aguda da
infeccdo, os sintomas persistem por 2-6 semanas. Esta fase sintomatica inicial
€ geralmente seguida por uma fase assintomatica ou uma com sintomas
ocasionais que podem durar muitos anos (MACHADO, ARAUJO, CARVALHO
& CARVALHO, 2004).

A principal forma de transmissdo do HIV-1 ocorre na superficie da
mucosa, incluindo a oral, cérvico-vaginal e epitélio da mucosa retal. O HIV-1
aloca predominantemente células associadas a resposta imune adaptativa, em
células T CD4" especificas que residem principalmente nos nédulos linfaticos e
trato gastrointestinal. Ativacdo imune induzida da infeccdo por HIV-1 fornece
mais alvos de células T CD4" para replicacio viral, aumentando o esgotamento
de células T e eventualmente iniciando um ciclo vicioso de replicagdo viral
descontrolada (POPE & HAASE, 2003; BRENCHLEY et al., 2004; ZHANG et
al.,, 2004; LACKNER & VEAZEY, 2007; SHATTOCK et al., 2008; APPAY &
SAUCE, 2008;BAGGALEY, WHITE & BOILY, 2010).

Nesta fase da infeccdo, o sistema imunolégico falha permitindo o
ressurgimento e preexisténcia de patdgenos latentes. A formacéo desse ciclo
vicioso leva a exaustdo do sistema imune adaptativo e eventual progressédo a
AIDS (DOISNE et al., 2004).

No decurso da infeccdo pelo HIV e dependendo do nimero de células T
CD4" os primeiros sintomas inespecificos podem ser observados, estes podem
incluir episédios curtos de febre, diarreia, mal-estar, fadiga e perda de peso

sintomas da chamada doenca relacionada a AIDS (PACE et al., 2017).

O declinio da viremia do HIV, apdés a infeccdo aguda, aumenta a

frequéncia das células T CD8", que sdo capazes de matar diretamente as
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células infectadas pelo virus. Sendo estas, um fator dominante na contencao

do HIV, todavia, 0 mecanismo exato ainda nao foi definido (Figura 4).
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Fonte: DEEKS, Steven G. and WALKER, Bruce D., 2007.

Embora ndo exista uma clara associacdo entre o nimero de células T
CD8" especificas ao controle viroldgico da producio do HIV (conforme definido
pela producéo de INF-g) a funcéo dessas células € claramente maior individuos
progressores lentos em comparagcdo com 0s progressores nao lentos, incluindo
a capacidade de proliferar apdés o encontro com antigeno do HIV e a
capacidade de produzir citocinas mdltiplas (INF-g, TNF, IL-2 e CD107a).
Estudos mais recentes mostram que um teste de "neutralizacédo” de virus pode

ser usado para avaliar o potencial antiviral das células T CD8" diretamente de
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uma maneira comparavel a resposta de anticorpos. (MIGUELES et al., 2002;
JESSEN et al ., 2005; PACE et al., 2017).

Outro fator adicional de modulacdo no hospedeiro seria as células T
CD4" helper, células que sdo necessarias para a manutengdo em longo prazo,
antigeno especifico de CD8" e células TCD4" de memoria (GRAKOUI et al.,
2003; LICHTERFELD et al.,, 2004).0 HIV infecta essencialmente o sistema
imunoldgico, sendo o principal alvo as células T CD4". Em Infecgdes aguda por
este virus até a evolucdo a AIDS ha uma perda macica de células TCD4"
(GUADALUPE et al., 2003; LI et al., 2005; MATTAPALLIL et al., 2005) e as
células T CD4" especificas do HIV s&o ativadas, constituindo um alvo primario
continuo para infeccao (DOUEK et al., 2002). Perda precoce induzida por virus
dessas células TCD4" que sdo criticas no estabelecimento de um sistema
imune adaptativo efetivo. As respostas sdao amplamente consideradas como
uma das principais razfes pelas quais os humanos ndo conseguem controlar
com sucesso o HIV (DOUEK et al., 2002).

Outro trabalho relatou que a infeccdo SIV (virus da imunodeficiéncia
simia) de macacos leva a alta viremia e progressdo rapida da doenca. A
deplecdo experimental de células T CD8" em macacos, que controlam a
replicacdo SIV levando a um rapido retorno na viremia (FRIEDRICH et al.,
2007). A recuperacdo subsequente do sistema imunolégico foi associado ao
surgimento de respostas de T CD4" e CD8", a replicacéo SIV que por sua vez,
foi associada com restabelecimento de virus indetectaveis ou baixas cargas
(FRIEDRICH et al., 2007), sugerindo que ambos antigenos especificos
funcionais das células T CD4" s&o realmente necessarias na manutencéo da

capacidade das células T CD8" para controlar a replicacao viral.

Alguns dados mostram o papel especifico das células T CD4" em
humanos com uma resposta "polifuncional" que expressa IFN-g e IL-2 em
individuos progressores lentos, quando comparado com controle (EMU et al.,
2005).

A maioria dos pesquisadores acredita que a Unica maneira de prevenir

a infeccdo pelo HIV serd desenvolver uma vacina que possa estimular a
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neutralizagcdo amplamente reversa de anticorpos. Embora mais antigos alguns
ensaios sugerem, que 0s anticorpos sdo capazes de neutralizar o virus que
estdo presente in vivo em alguns individuos progressores lentos (LTNP) (CAO
et al., 1995).

2.7. Individuos progressores lentos

ApoOs mais de duas décadas de identificacdo do agente causador da
AIDS, muito ainda se discute sobre a ligacdo celular com o HIV. Trata-se de
uma infeccdo com tempo de incubagdo prolongada, e muitos fatores e
mecanismos podem interferir na evolucao da doenca (TIBURCIO, 2009).

O desenvolvimento da infec¢do para AIDS possui um tempo variavel de
7 a 14 anos. Observou-se também que em torno de 50 a 70 % dos individuos
infectados pelo HIV sem tratamento evoluem para imunodeficiéncia severa em
um periodo médio de 8 a 10 anos. Existem pessoas que mesmo sem fazer uso
da ART ndo desenvolvem AIDS por periodo aproximado de 10 anos de
evolucdo e estes individuos sédo identificados como HIV-progressores lentos
(LTNP, do inglés, long-term non-progressors). Este grupo de individuos
constituem aproximadamente 5 a 15% de todas as pessoas infectadas pelo
HIV mundialmente (KUMAR, 2013).

Os individuos LTNP apresentam viremia detectavel abaixo de 5.000
copias de RNA/mL, durante a evolucdo da infeccdo diferentemente dos
controladores de elite ou natural controllers, que também possuem infeccéo
com progressao lenta, mas que mostram viremia persistentemente abaixo de
50 cépias de RNA/mL. Os controladores de elite representam uma pequena
parcela do grupo de LTNP, aproximadamente 1% de todos 0s soropositivos,
conforme ilustrado na figura 5 (KUMAR, 2013).
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Figura 05 - RELAGAO ENTRE LTNP E CONTROLADORES DE ELITE

Fonte: Adaptado de DEEKS, Steven G. and WALKER, Bruce D., 2007.

Um estudo evidenciou as correlacdes envolvendo mutacdes e/ou
delecdes das proteinas virais do HIV-1, além dos fatores genéticos e das
respostas imunes primarias. Ainda ndo esta totalmente esclarecido, como esta
resposta imunologica consegue manter a replicacao viral em uma progressao
lenta, reduzindo assim as capacidades replicativas, que levam o hospedeiro ao
guadro da sindrome da imunodeficiéncia (AIDS) (PERNAS et al., 2012).

Individuos progressores lentos (LTNP) parecem ser menos propensas a
infeccdo primaria sintomatica do que aquelas destinadas a permanecer
virémicas (MADEC et al., 2005); sugerindo que as interagbes complexas de
virus e hospedeiro, que conduzem ao controle duravel da replicacédo viral, ja
séo desenvolvidas durante a primeira fase da infecgéo pelo HIV (ALTFELD et
al., 2006). Nestes individuos observa-se que a infec¢ao pelo virus HIV pode ou
ndo esti associada a uma carga viral indetectavel na auséncia de terapia
(MADEC et al.,, 2005) e é igualmente um forte preditor de nao-progresséo
imunolégica (PRINS et al.,1997).

O género também n&o é um fator de aumento ou diminui¢do da carga
viral, permanecendo imunologicamente estavel, ndo necessitando de
tratamento medicagfes anti-retrovirais. (STERLING et al., 1999).
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O impacto potencial de raga, localizacdo geogréfica e/ou subtipo viral
nos resultados imunologicos e virologicos permanecem desconhecidos,
embora os controladores tenham sido identificados em mdltiplas etnias e
infectados com diferentes subtipos de virus (DEEKS & WALKER, 2007).

Os estudos epidemiolégicos, clinicos, moleculares e imunol6gicos dos
individuos LTNP vém proporcionando a comunidade cientifica conhecimentos
impares associados aos mecanismos potenciais e antivirais de defesa em
controladores de HIV. Apesar das implicacdes importantes para vacinas e
esforgos terapéuticos, alguns trabalhos mostram que a variabilidade do virus
ou fatores relacionados ao hospedeiro, mecanismo preciso associados ao

controle virologico, ainda permanecem evasivos e/ou desconhecidos.
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3. JUSTIFICATIVA

+

A patogénese da infeccao pelo HIV envolve a deplecdo de células T CD4
resultando em imunodeficiéncia. Para a grande maioria dos pacientes
infectados pelo HIV, a replicagéo viral continua e a contagem de células CD4"
diminuem eventualmente levando ao desenvolvimento da sindrome da
deficiéncia imunitaria adquirida (AIDS) e finalmente a morte na auséncia de

terapia anti-retroviral (ART) (OKULICZ et al.,2009).

Em alguns casos raros, no entanto, este aumento na viremia ndo € observado
e a imunidade é mantida nesses individuos. Sao pacientes assintomaticos que
mantém baixos niveis de replicacdo viral na auséncia de tratamento ART
chamados de nao-progressores de longo prazo (LTNP) que mantém niveis
elevados de células T CD4" por mais de 10 anos sem receber tratamento.
Esses individuos se tornaram o centro de muitos estudos para identificar

mecanismos de controle viral espontaneo (PALACIOS et al., 2012).

Os individuos nao-progressores de longo prazo tipicamente tém cargas virais
abaixo de 5.000 coépias de RNA/mlI de sangue (POROPATICH, Kate &
SULLIVAN JR, David J, 2011; RHODES, David L., et al 2000) mesmo sem
utilizacdo do tratamento. A maioria das pessoas com HIV ndo usam a
medicacdo e possuem cargas virais muito mais altas. Estima-se que cerca de 1
em cada 300 pessoas com HIV s&o néo-progressoras de longo prazo, sem 0s
sintomas da AIDS e muitos pacientes caracterizados como LTNP podem né&o

saber que estédo infectados .

Além desses, existe um subgrupo de individuos que sé@o capazes de controlar
espontaneamente a carga viral plasmatica sem ART, mantendo a carga viral
abaixo dos limites de deteccdo (< 50 coOpias de RNA/mL), por periodos
prolongados, referidos como controladores de elite ou supressores de elite.

Embora, a carga viral seja definida por critérios tipicamente virologicos, 0s
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controladores de elite também estdo associados a altas contagens de células
CD4" e risco reduzido de AIDS e morte (OKULICZ et al., 2009) .

Alguns estudos sobre individuos LTNP e a resposta imunoldgica tem associado
menores niveis de RNA do HIV a respostas de células T CD8" especificas
(DINGES et al., 2010; KUMAR et al., 2013; LIU et al., 2009; MOTHE et al.,
2011). H& um crescente consenso de que o controle durdvel da infeccdo entre
pacientes portadores de alelos protetores associados a funcdo da célula T
CD8". Visto que, alguns trabalhos demonstram que a resposta imune funciona
de forma mais consistente em individuos LTNP, quando comparados com
outros pacientes HIV; destacando o0 aumento da polifuncionalidade,
proliferacdo, carregamento de proteinas citotoxicas, capacidade de supressao
de virus e capacidade citotéxica (BETTS et al., 2006;HERSPERGER et al.,
2010; HERSPERGER et al., 2011 ; FERRE et al., 2009; MIGUELES et al., 2002
; MIGUELES et al., 2008; SAEZ-CIRION et al., 2007 ; ZIMMERLI et al., 2005).

Faz-se necessaria uma melhor compreensao da progressao menos agressiva
da doenca, para melhor entendimento da modulacdo de células T CD4" e
CD8", bem como os fatores integrantes do controle viral, que trara beneficios
nao sO para 0s pacientes progressores lentos, mas para os infectados pelo HIV

em geral.
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4. OBJETIVOS

X/
L X4

L X4

2
°o

4.1 Objetivo principal

Avaliar as células do sangue periférico associadas aos fenotipos
predominantes em individuos portadores da infeccdo pelo HIV,
progressores ou progressores lentos; bem como as citocinas

imunorreguladoras de fase aguda.

4.2 Objetivos especificos

Associar a influéncia quantitativa das células da resposta imune inata na

producéo de citocinas em pacientes HIV-1 positivos.

Comparar o perfil de citocinas de pacientes HIV-1 infectados com e sem

progressao lenta.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dados sumarizados em 2 artigos

40



41

ARTIGO 1

51 CAPITULO 1. ARTIGO CIENTIFICO 1: AVALIACAO
COMPARATIVA DA QUANTIFICACAO DE CELULAS DA RESPOSTA
IMUNE INATA EM PACIENTES HIV PROGRESSORES LENTOS

Barreto ASR'; Maia CO*; Santana ASH?; Costa MN 2 ;:Bomfim EKS® ; Torres A !
1.Universidade Federal da Bahia, 2.LAPI 3. LABIMUNO
RESUMO

INTRODUGCAO: Pacientes HIV long-term non progressors (LTNP) s&o
individuos que possuem carga viral indetectavel e mantém contagem de
linfocitos T (LT) CD4" superior a 500 copias/mL, sem terapia anti-retroviral em
comparacao com os pacientes HIV/AIDS, o que pode determinar um diferencial
na resposta imune semelhante a individuos higidos. A resposta imune inata
opera precocemente apos a infecg¢do, tendo como principal objetivo limitar e
restringir a replicagcéo viral até que os mecanismos da resposta imune adquirida
sejam ativados. OBJETIVO: Comparar a resposta imune inata de células
dendriticas (DCs) e natural killer (NK),mondcitos, macrofagos, linfécitos B
(LB),LTCD4",LTCDS8", LT regulatorio (Treg), LT naive e LT de memoria em
pacientes HIV-1, LTNP, HIV/AIDS e individuos higidos acompanhados em um
Servigo de Infectologia de Salvador-BA-BR. MATERIAIS E METODOS: Neste
trabalho foram analisados 42 pacientes HIV positivos, onde 20 eram LTNP, 22
HIV/AIDS e 20 individuos higidos. As amostras foram coletadas a partir de
células mononucleares do sangue periférico (PBMC). Para cada amostra foi
realizada a técnica de imunofenotipagem por técnica de citometria de fluxo.
RESULTADOS: Pacientes LTNP apresentaram uma equivaléncia em relacao
as médias dos LTCD4", LTCD8", DCs, NK e mondcitos em comparagio ao
grupo de individuos higidos. Houve significancia estatistica nos valores LT
naive, LT de memodria, LB e Treg nos pacientes LTNP, quando comparados ao
grupo de individuos higidos, como também as variagcbes no LT naive, LT de
memoria, LB, Treg e mondcitos. Foram avaliados para todos oS grupos 0s
parametros de faixa etaria e contagem de células, no entanto, ndo houve
interferéncia estatistica para esta avaliagdo. CONCLUSAO: Individuos LTNP

apresentaram perfis do numero de células da resposta imunes inatas
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envolvidas na infecgdo viral em semelhanca com individuos higidos, o que
pode caracterizar uma defesa mais efetiva e manutencdo do estado clinico de
nao progressao da doenca. Ressaltando que esse perfil ndo foi encontrado em
pacientes HIV/AIDS.

PALAVRAS CHAVE: CITOMETRIA DE FLUXO, LINFOCITO T, LTNP, HIV,
AIDS.
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COMPARATIVE EVALUATION OF QUANTIFICATION OF CELLS OF THE
INNATE IMMUNE RESPONSE IN HIV PATIENTS LONG-TERM NON
PROGRESSORS

Barreto ASRY; Maia CO?! ; Santana ASH 2 ; Costa MN ? :Bomfim EKS® : Torres A !
1.Universidade Federal da Bahia, 2.LAPI 3. LABIMUNO

ABSTRACT

INTRODUCTION:HIV long-term non progressors (LTNP) patients are
individuals who have an undetectable viral load and maintain a T lymphocyte
CD4+ count above 500 copies/mL, without antiretroviral therapy compared to
HIV/AIDS patients, which may to determine a differential in the immune
response similar to healthy individuals. The innate immune response operates
early after infection, with the primary goal of limiting and restricting viral
replication until the mechanisms of acquired immune response are activated.
OBJECTIVE: To compare the quantitative innate immune response of
dendritic cells (DCs) and natural killer (NK), monocytes, macrophages, B
lymphocytes, CD4 + LT, CD8 + LT, regulatory LT (LT) LTNP, HIV / AIDS and
healthy individuals accompanied at an Infectious Diseases Service of Salvador-
BA-BR.MATERIALS AND METHODS: In this study, analyzed were 42 HIV
positive patients, where 20 were LTNP and 22 HIV/AIDS and 20 healthy
individuals. Samples were collected from peripheral blood mononuclear cells
(PBMC).For each sample, an immunophenotyping technique was used for cell
identification by flow cytometry technique. RESULTS: LTNP patients had an
equivalence compared to the means of LTCD4+, LTCD8+, DCs, NK and
monocytes compared to the group of healthy individuals. There were
statistically significant differences in the LT naive, LT memory, LB and Treg in
the LTNP patients when to compared with the healthy individuals group, as well
as the variations in LT naive, LT memory, LB, Treg and monocytes.Age and cell
count parameters were evaluated for all groups, however there was no
statistical interference for this evaluation. CONCLUSION: LTNP individuals
showed profiles of the innate immune response cell numbers involved in the

viral infection in similarity to healthy individuals, which may characterize the
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most effective defense and maintenance of the clinical state of non-progression
of the disease. Noting that this profile was not found in HIV/AIDS patients.

KEY WORDS: FLOWCYTOMETRY, T LYMPHOCYTE, LTNP, HIV, AIDS.

5.1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude - OMS (2016) existe
cerca de 37 milhdes de pessoas infectadas pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) no mundo. Desta forma, o HIV continua a ser um dos grandes
desafios de saude publica. A infeccdo por este virus possui tempo de
incubagéo prolongada com sintomatologia inicial comum a outras infecgdes
virais, sendo detectada muitas vezes quando o individuo ja desenvolveu a

Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS).

Cerca de 5-15% dos pacientes infectados pelo HIV sdo caracterizados
como long-term non progressors (LTNP) (KUMAR, 2013) também conhecidos
como controladores, pois constituem um subgrupo de infectados que
permanecem com nivel sérico viral detectavel, porém abaixo de 50 cépias/ml

por um periodo superior ao de 10 anos de infeccdo (CASADO et al.,2010).

Esses pacientes exibem uma capacidade superior no processo de
controle viral em comparagdo com individuos HIV/AIDS, que evoluem muito
mais rapidamente para a AIDS. No entanto, a elucidacdo dos mecanismos
subjacentes de controle de virus nos LTNP é de extrema importancia para o
tratamento da doenca, mas esta condi¢céo continua a ser mal compreendida. As
células mononucleares de sangue periférico (PBMC) sdo conhecidas por
desempenhar papéis importantes na resposta imune inata e, portanto, seriam
de grande interesse para a investigacdo dos mecanismos de defesa do virus
nos LTNP. A resposta imune inata a virus atua imediatamente apos a interacao
do hospedeiro com os antigenos virais, ndo sendo necessaria exposi¢ao prévia
do virus para o desencadeamento de grupos celulares, operando
precocemente apos a infec¢do, tendo como principal objetivo limitar e restringir
a replicacao viral até que os mecanismos da resposta imune adquirida sejam
ativados (KREUTZ, 2007; ABBAS, 2005).
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Muitos grupos celulares participam desta resposta imune
desempenhando papel crucial para o desenvolvimento de uma resposta imune
efetiva, dentre as células que compdem o sistema inato € importante salientar a
atuacao das células dendriticas (DCs) desempenhando a importante funcéo de
apresentar antigenos aos linfécitos T e transferir antigenos aos linfocitos B,
eventos que interligam a resposta imune inata e adquirida (KREUTZ, 2007).

Outras células de grande importancia no sistema imune inato sdo as
células natural killer (NK), que possuem atividades semelhantes aos linfocitos T
citotéxicos. No entanto, a capacidade de destruicdo de células infectadas por
virus € realizada inicialmente pelas células NK e, posteriormente, pelos
linfécitos citotdéxicos (KREUTZ, 2007). Neste trabalho foi estudada a resposta
imune inata de individuos HIV- LTNP e HIV/AIDS.

5.2 MATERIAIS E METODOS
5.2.1 Populagédo em estudo

A populacao deste estudo foi composta de 62 participantes de ambos 0s
sexos. Os participantes da pesquisa foram atendidos no Laboratério de
Pesquisa em Infectologia do Complexo Hospitalar Universitario Professor
Edgard Santos (LAPI/c-HUPES) da Universidade Federal da Bahia. A triagem
foi realizada a partir do histérico de quantificacdo de carga viral e de linfocitos T
CD4" disponivel pelo software SISCEL do Ministério da Sade.

Estes individuos foram categorizados de acordo com o perfil laboratorial,
organizados em trés grupos: grupo de pacientes progressores lentos (LTNP, do
inglés long-term non progressors) (n=20), grupo HIV/AIDS (n= 22) e grupo
individuos higidos (n =20). O Projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira e regularmente
registrado na Plataforma Brasil CAAE - 59125616.7.0000.5543 encaminhado e
aprovado com numero de parecer 1.806.698. Todos os pacientes foram
orientados sobre a finalidade do projeto, de acordo com a legislacéo atual em

vigor, resolucdo 466/2012 do Ministério da Saude.

As informagbes dos demais fatores clinicos como, historico de

tratamento anti-retroviral foram obtidos na entrevista. E o histdorico de co-
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morbidades foi obtido do prontuéario do paciente. O grupo de individuos higidos
foi composto de 20 voluntarios saudaveis de ambos os sexos da populacéo

local. E foram incluidos também apds convite e entrevista.

Como critérios de nédo inclusdo, os participantes da pesquisa, néo
poderiam apresentar nenhum sintoma clinico de infeccdo e também sorologia
negativa para HTLV, doenca de Chagas, Hepatite B e C, e nem portadores de

doenca auto-imune.

Todos os participantes foram previamente informados sobre o projeto, e
0s objetivos da pesquisa, tiveram suas participacdes confirmadas através da
assinatura do TCLE, aprovado pelo comité de ética da Maternidade Climério de

Oliveira da Universidade Federal da Bahia.

5.2.2 Coleta de amostra de sangue e analise em citometria de fluxo

Foram coletados 10 ml sangue periférico em tubos contendo
anticoagulante EDTA k3 para realizacao da técnica de imunofenotipagem. Para
a identificacdo celular, os receptores de superficie foram marcados por
anticorpos monoclonais, para avaliacao celular foi utilizado o seguinte painel de
marcacdo: anti-CD5/CD19" para células B, anti-CD3" para linfécitos T, anti-
CD3'CD4" para linfocitos T auxiliares e anti-CD3'CD8" para linfécitos T
citotoxicos, anti-CD14'CD16" para mondcitos, anti-CD11c’CD4" para células
dendriticas e anti-CD16"CD56" para células NK.

Foram utilizados 10ul destes anticorpos monoclonais para
imunofenotipagem e, apds a imunomarcacdo os tubos foram incubados em
temperatura ambiente na auséncia de luz por 15 minutos. Em seguida foi
adicionado, em cada tubo, 1mL de Tampdo de lise de hemécias (Becton
Dickinson) e os tubos foram novamente submetidos a incubacéo, admitindo as
mesmas condicbes anteriores. Na etapa seguinte, foram realizados trés
procedimentos de lavagens adicionando 1000 ul em seguida cada tubo foi

submetido a centrifugacdo x g por 5 minuto.

Depois de finalizada as lavagens, descartou-se o sobrenadante e foram

adicionados 400 ul de PBS (Phosphate Saline Buffer) para aquisicdo no
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citometro de fluxo FACS-Calibur. A aquisicdo foi pré-determinada a 15000

eventos utilizando o Software Cell Quest.

5.2.3 Anélise estatistica

Foi realizado um estudo transversal, quantitativo e descritivo, onde 0s
resultados do questionario clinico-epidemiolégico e experimental foram
analisados estatisticamente pelo software SPSS v.22.0. Dados néo
paramétricos foram analisados pelo teste de Wilcoxon. Mann-Whitney foi
utilizado para comparar diferengas entre os grupos de individuos estudados. O
coeficiente de correlacdo de Spearman foi utilizado para determinar a
correlagao entre duas variaveis. A significancia estatistica foi definida como P<
0,05.

5.3 RESULTADOS
5.3.1 Caracteristicas demograficas dos grupos

Os individuos HIV foram selecionados do banco de dados do Servico de
infectologia do Hospital Universitario Edgar Santos. Os pacientes long-term non
progressors (LTNP) foram compostos por 20 individuos, apresentando idade
média entre 24 e 64 anos, sendo selecionados 43% do sexo masculino
mediante os trés ultimos resultados de carga viral, e para caracterizacédo deste
grupo, foram selecionados menos 6 meses de intervalo para cada coleta,
observando-se neste grupo, carga viral abaixo de 1000 cépias/ml; entre estes
CD4 acima de 500 células/mm?3 e a relacdo dos linfécitos CD4/CD8 acima de
1.

O grupo HIV/AIDS, os pacientes apesentaram uma faixa de idade entre
27 e 68 anos, 70% do sexo masculino, a caracterizacdo destes pacientes no
grupo requereu gue nos trés ultimos exames de carga viral a contagem de
subpopulacdes de Linfocitos T apresentasse valores acima de 5000 copias por
ml; e para o segundo valor de subpopula¢gdes de linfécitos T CD4 abaixo de
200 células/mms, tendo relagdo CD4/CD8 abaixo de 0,30.

O grupo controle foi formado de 20 voluntarios saudaveis da populagcéo
local de ambos os sexos. Estes individuos foram incluidos apds convite e

entrevista. Para este grupo foi utilizado como critério de excluséo, individuos
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que ndo apresentaram nenhum sintoma clinico de infec¢cdo, e com sorologia
negativa para HIV, HTLV, doenca de Chagas, Hepatite B e C, e nem

portadores de doenca auto-imune

Os graficos dot plots abaixo demonstram a estratégia de andlise da citometria

de fluxo para as células de interesse.
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Figura 01 PERFIL DE MARCACAO DE CONTROLE ISOTIPICO POR CITOMETRIA
DE FLUXO. Estratégia sequencial da andlise de marcadores celulares: (A) Gréafico de

tamanho celular (FSC) versus granulosidade celular (SSC); (B) Gréafico SSC versus
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CD45 PerP; (C) Gréfico CD4 APC versus CD3 FITC ;(D) Gréfico CD8 PE versus CD3
FITC; (E) Gréfico CD45RA FITC versus CD45 PercP; (F) Gréfico CD25 PE versus
CD4 FITC;(G) Grafico FOXP3 PE versus CD25 PE;(H) Gréfico CD56 PE versus CD16
FITC;(I) Gréafico CD14 FITC versus CD16 PercP; (J) Grafico CD11c versus CD40
FITC, todos anticorpos monoclonais da BD®.

5.3.2 Comparacéao entre valores de Linfécitos T

Os grupos estudados, devido as suas condi¢des clinicas, apresentaram
valores médios de contagens de subpopulacées de linfocitos T bem distintos.

Os pacientes envolvidos no grupo controle, portanto, individuos higidos,
apresentaram valores médios de 39,03% células/mm? de linfécitos T CD4" e
15,86% linfocitos T CD8". Entre os pacientes pertencentes ao grupo de
progressores lentos, os valores médios encontrados para os linfécitos T CD4"
foi de 31,22% e de 16,41 linfécitos T CD8". Em pacientes do grupo HIV/AIDS,
como ja esperado, os linfécitos T CD4" apresentaram contagens médias de
10,49% e de 25,70% em linfocitos T CD8". A distribuicio dessas células entre

0s grupos estudados encontram-se na Figura 2.
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Figura 02 COMPARAC;AO ENTRE VALORES DE LINFOCITOS T ENTRE OS
GRUPOS: PROGRESSSORES LENTOS, HIV/AIDS E CONTROLE. Grafico de box-
plot representando as medianas (% de células/mm?® encontradas para as células:
TCD4+ e TCD8+ entre os grupos Progressores Lentos; HIV/AIDS e controle.

Este perfil celular entre os grupos de pacientes infectados progressores
lentos e ndo progressores apresentou diferencas significantemente estatisticas
tanto para células T CD4" (P<0,05), quanto para células T citotoxicas de
P=0,03.

Ainda, entre os linfécitos totais (CD3/CDA45), foram avaliadas contagens
das células nos tipos naive e de memodria entre os trés grupos de estudos.
Observou-se que 0 grupo de progressores lentos, apresentou numeros
significantemente maiores (P<0,05), de células de memadria em comparacao ao
grupo HIV/AIDS. Dentre os linfécitos totais, 37,2% destes, eram de perfil de
células de memaria no grupo de progressores lentos e cerca de 27% eram do
tipo naive. No grupo HIV/AIDS, menos de 1% dos linfocitos, apresentam perfil
compativel com os de memoria e cerca de 37% apresentaram perfil naive, o
que representa, clinicamente, uma maior susceptibilidade de infeccbes para

este grupo.
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O perfil de linfécitos B (CD19/CD5) no grupo progressor lento foi de
27,12% enquanto que nos individuos controle foi de 53%. Porém, no grupo de
pacientes HIV/AIDS, estas células apresentaram 34,7%, 0 que conota uma
possibilidade de aumento da resposta humoral em comparacdo ao grupo de
progressor lento. Tais resultados nao foram estatisticamente relevantes entre

0s grupos infectados (P<0,05).

As células T regulatérias com perfil (CD4+CD25+FoxP3+)
apresentaram-se em numeros bem inferiores entre os pacientes HIV/AIDS,
obtendo valor de 1,94%. Estas mesmas células obtiveram valores de 6,52%
para 0 grupo progressor lento e 3,18% para o grupo controle. A andlise

estatistica deste perfil celular apresentou relevancia na ordem de P<0,05.

5.3.3 Células da resposta imune inata

Inicialmente, foram avaliados os perfis de células dendriticas
(CD11c/CD40) entre os grupos, 0S quais apresentaram valores na ordem de
7,2 % para pacientes do grupo progressor lento, 14,2% e no grupo HIV/AIDS e
6,6% células/mm3 de sangue nos individuos controle. Estatisticamente,
comparando os dois grupos infectados determina-se diferengas significantes
(P=0,07) com valores aumentados em pacientes HIV/AIDS, possivelmente,
pela maior carga viral comparada aos progressores lentos, que se

comportaram semelhante ao grupo de individuos higidos.

As células naturais killers (CD16/CD56) ndo apresentaram grandes
variacbes entre os grupos estudados. Os pacientes HIV/AIDS apresentaram
13,65%. Ja nos pacientes progressores lentos, 14,27% e de 11,8 % do grupo
controle. A baixa variacdo entre os grupos foi refletida também de forma

estatistica, ndo obtendo, portanto, relevancia em suas analises (P<0,05).

Dentre as células desta resposta, a que apresentou maior variagdo no
grupo progressor lento, foram os mondcitos (CD14/CD16). Nestes pacientes,
tais células apresentaram 69,7%. No grupo HIV/AIDS, estes valores caem para
16% e no grupo controle para 185% de sangue. A grande diferenca
encontrada no grupo progressor lento, foi confirmada, estatisticamente tendo

sua relevancia atingindo valores de P<0,05.
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A distribuicdo destes perfis entre os grupos encontram-se evidenciados

na Figura 3 abaixo:
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Figura 03 CELULAS DA RESPOSTA IMUNE INATA ENTRE OS GRUPOS:
PROGRESSORES LENTOS, HIV/AIDS E CONTROLE. Gréfico de box-plot contendo
as medianas (em % de células/mm®) encontradas para as células: T naive; T de
memdria, Linfocitos B, T regulatérias, Natural killer (NK), dendriticas e mondcitos entre

0s grupos: Progressores Lentos ; HIV/AIDS e controle.

5.3.4 Avaliacéo de células da resposta imune por faixa etaria

No presente trabalho, foi avaliado, ainda, se a faixa etéria poderia
influenciar na qualidade ou quantidade da resposta imune entre 0s grupos
infectados estudados. Para tal, foram selecionados pacientes com idades
inferiores e superiores ha 35 anos. Porém, dentre as células de interesse,
apesar de apresentarem diferencas entre os dois grupos selecionados, entre as

células, tais diferencas foram estatisticamente significante. Um dos fatores
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desta falta de relevancia pode ser explicado pelo namero de individuos
envolvidos no estudo. A tabela 1 abaixo apresenta os dados celulares destas

analises:

TABELA 1 - AVALIACAO DE CELULAS DA RESPOSTA IMUNE POR FAIXA
ETARIA.

Tipo celular Faixa etéria N Resultados
(%)
Linfécitos T CD4+ > 35 anos 10 15,6
< 35 anos 25 20,6
Linfécitos T CD8+ > 35 anos 10 23,7
< 35 anos 25 19,4
Linfocitos Naive > 35 anos 10 35,6
< 35 anos 25 27,7
Linfocitos Memoria > 35 anos 10 14,0
< 35 anos 25 21,7
Linfécitos B > 35 anos 10 29,4
< 35 anos 25 26,5
Células Dendriticas > 35 anos 10 12,6
< 35 anos 25 10,2
Células T regulatérias > 35 anos 10 29
< 35anos 25 41
Células Natural Killers > 35 anos 10 12,5
< 35 anos 25 15,4
Monécitos > 35 anos 10 36,0
<35 anos 25 39,7

5.4 DISCUSSAO

Respostas imunolégicas naturais sdo de fato observadas em um
subconjunto de individuos infectados pelo HIV, que controlam
espontaneamente a infeccdo pelo virus, sem terapia anti-retroviral (TARV),
durante varios anos; apresentando sinais moderados de progressdo da
doenca. Esses pacientes representam o grupo de progressores lentos (SMITH,
TANNER & DALGLEISH, 2014; EL-FAR et al.,2014).

Neste presente estudo observou-se que nos individuos progressores

lentos as células TCD4" e T CD8" possuem valores estatisticamente
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significativos em comparacdo com os individuos HIV/AIDS, estes resultados

estdo em concordancia com os achados de Zaunders & Bockel (2013).

Goulder & Watkins (2004), reportaram evidéncias de que nos pacientes
progressores lentos, a infeccao pelo HIV-1 apresenta baixa carga viral devido a
maior proporcdo de células TCD4", o que pode ajudar a explicar o controle

viral.

Corroborando com o estudo de Deeks & Walker (2007) assim como 0s
achados de Mandalia et al., (2012) reforgcou-se que 0s pacientes progressores
lentos possuem uma resposta imune diferenciada com maior frequéncia de
linfocitos T CD4" .

Outra hipétese proposta € que nestes individuos ha outros fatores
imunoldgicos, como a presséo exercida pelas células T CD8" sobre sequéncias
virais vitais para a replicacdo, o que consequentemente elevou a mutacdes
destas sequéncias, aparentemente colaborando para a reducédo da aptidao viral
(GOULDER & WATKINS, 2004; ZAUNDERS & BOCKEL, 2013).

Neste trabalho, observou-se também uma associagcdo inversa
significativa entre a ativacdo das células T e as frequéncias das células T de
memoria (CD45R0O"). Todavia, Meijerink et al., (2014) demonstraram que em
pacientes progressores lentos que apresentaram controle de carga viral, a
expressdo de CCR5 é menor nos linfocitos T CD45RO" sugerindo que os
pacientes sem a progressdo da doenca preservaram a populacédo de células T
de memodria central associada a menor ativagdo imune. Vale salientar, que as
informacdes ainda séo limitadas sobre a influéncia da ativacdo imune sobre as

respostas da memoria.

Porém, a expressdo do co-receptor CCR5 € menor nas células naive
(CD45RA"), contendo apenas a expressio de co-receptores em um grupo de
pacientes especificos infectados pelo HIV, que séo caracterizados como
controladores de elite e progressores lentos. Uma vez que a expressédo de
CCRS5 regula se o HIV pode infectar células alvo (BLAAK et al., 2000) sugere-
se que a reducao da expressdo do CCR5, pode contribuir para os baixos niveis

de infecgao nos pacientes progressores lentos.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zaunders%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23630526
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zaunders%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23630526
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meijerink%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25495598
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A imunidade humoral do hospedeiro envolvida na luta contra a infecgao
pelo HIV é diferente durante a progresséo, desde o primeiro contato do virus
até a infeccdo aberta incluindo a evolucdo do curso agudo para 0 curso
cronico. Os anticorpos sao 0s principais atores e participam de diferentes
aspectos da interacdo hospedeiro-virus, especialmente aqueles dirigidos as
subunidades de glicoproteina do envelope HIV-1, respectivamente gpl20 e
gp41 que interferem nos eventos iniciais de entrada (BROMBIN et al.,2013).

No presente estudo, os resultados sugerem o aumento da producao de
resposta humoral em individuos ndo progressores. Este estudo demonstrou
alta variabilidade natural da sequéncia de envelope do HIV-1 e desta forma, a
geracdo de anticorpos neutralizantes de alto teor foi comprovada como
dificil. Geralmente, o alto teor de anticorpos neutralizantes de soro tem sido
considerado um correlato da protecao do HIV, embora, eles aparegam somente
apos meses ou anos de infeccdo, apds possiveis estimulacdes de antigenos

sustentadas por alta carga de virus (BAUM, 2010).

Além dos anticorpos podem-se citar as células Tregs que sdo um
subconjunto de células T que desempenham um papel importante na regulacao
da funcdo das células T. Em um trabalho anterior, o CD25 foi usado como
marcador de Tregs, no entanto, Foxp3 foi descoberto recentemente como um
valioso fenétipo de células Tregs. Nosso trabalho apresentou um resultado
inverso, ao trabalho de LI et al., (2011) que demonstrou aumento da expressao
Treg no individuos HIV/AIDS porém, sem significAncia estatistica entre os
grupos progressores lentos e controle, ao passo que encontramos aumento da
expressdo das células Tregs nos individuos progressores lentos, sugerindo

que estas células podem desempenhar um papel na progresséo da doenca.

Assim como, no estudo de SAKAGUCHI (2003) e no estudo de Borges
et al., (2010) mostrou que nao houve significancia estatisticas entre os grupos
estudados, porém ressalta que as Treg podem desempenhar um papel na

imunopatogénese da infeccao persistente pelo HIV.

Com relagdo as DCs sao consideradas como células apresentadoras de

antigenos que induzem respostas imunes inatas e adaptativas. As
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DCs expressam o TCD4" do receptor do HIV e s&o células- alvo potencial para
o virus. O passo de fuséo do ciclo de replicacéo viral é ineficiente em DCs e os
mecanismos subjacentes sdo mal caracterizados. Este trabalho mostrou que
niveis crescentes de T CD4" na membrana plasmatica permitem mais fusdo
do HIV e infeccdo produtiva em DCs. Desta forma corrobora com nossos
resultados que mostram aumento destas células em individuos HIV AIDS,
associado a fusdo do HIV, que o autor afirma que ocorre principalmente na
superficie celular e ndo num compartimento intracelular, ratificando a relacéo
das células TCD4" com as proteinas virais (CHAUVEAU et al., 2017).

Ja as células NK representam aproximadamente 5-15% das células
circulantes talvez um dos primeiros mecanismos de defesa na infec¢cao do HIV-
1 antes do desenvolvimento de respostas imunes adaptativas
(ZAUNDERS e BOCKEL, 2013) desta forma mostraram-se em niveis
semelhantes entre os dois grupos. Foi relatado também por Jiang et al., (2013)
que as células NK sao efetoras importantes do sistema imunoldgico inato
atuando efetivamente no controle das infeccBes virais e processo de
tumorigénese. Desta forma, sugere-se que as funcdes das células NK podem
contribuir para o controle da infeccdo pelo HIV, além disso, o estudo sugere

também que esta célula pode estar associada a progresséao tardia da doenca.

Embora as células T CD4" e os macrofagos de tecidos sejam bem
definidos como os principais alvos para a infeccdo e replicacdo por HIV-1, os
monadcitos primarios foram recentemente determinados como um reservatério
adicional e importante do HIV-1 in vivo (CROWE et al., 2003).

Nosso estudo mostrou aumento na producdo dos mondcitos nos
progressores lentos, e com resultados relativamente baixos na producao
destas células nos pacientes HIV/AIDS e/ou com os individuos controle.
Corroborando com Sun et al.,, (2012) houve uma correlagdo positiva entre
aumento da frequéncia de mondcitos (CD163" CD16") em sangue periférico e a
carga viral, indicando um papel potencial destes mondcitos na progressédo da
doenca. O que indicaria correlacdo com os pacientes HIV/AIDS. Todavia, o
estudo também ressalta a 0 aumento de mondcitos estaria relacionado com a

producdo de citocinas que promoveria um mecanismo efetor inato destas


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chauveau%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28814521
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zaunders%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23630526
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células contra agentes infecciosos, justificando assim aumento na producgéo de

monaocitos nos individuos progressores lentos.

5.5 CONCLUSAO

Nos pacientes progressores lentos para o HIV, de acordo com os dados
encontrados no presente trabalho, a resposta imunolégica de perfis inatos e
adaptativos, apresenta-se aumentada, em numero de células, comparando aos
pacientes com evolucao replicativa do virus. Esses achados podem contribuir
para a elucidacdo da reducdo e controle da carga viral do HIV destes

pacientes, em comparagao aos que desenvolvem a infeccéo da AIDS.
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ARTIGO 2

6. CAPITULO 2 : ARTIGO CIENTIFICO 2: AVALIACAO DO PERFIL
DE CITOCINAS EM PACIENTES HIV-1 PROGRESSORES LENTOS E NAO
PROGRESSORES

Barreto ASR'; Maia CO*; Santana ASH? ; Costa MN? ; SANTOS SQ ; Bomfim
EKS®; Torres A'?

1.Universidade Federal da Bahia, 2.LAPI 3. LABIMUNO
RESUMO

INTRODUCAO: A imunidade inata serve como a primeira linha de
defesa contra microrganismos, e também é responsavel pela iniciacdo de
respostas inflamatorias atraveés da liberacdo de uma variedade de citocinas,
quimiocinas e fatores antimicrobianos. Os mondcitos, 0os macrofagos e os
precursores de células dendriticas, estdo envolvidos na resposta imune inata
através da producéo de algumas citocinas, tais como IFNs, IL-12, IL-6 e TNF-a.
Estas possuem um papel mais influente na patogénese do HIV-1, como por
exemplo, o de aumentar ou inibir a replicagéo viral. OBJETIVO: Comparar
padrdo de citocinas produzidos por pacientes HIV-1 progressores lentos e ndo
progressores, associando a producdo de células da resposta imune.
MATERIAIS E METODOS: Foram analisadas amostras de 62 individuos, na
qual 20 pertenciam ao grupo de progressores lentos, 22 com perfil laboratorial
de progresséao para AIDS e 20individuos higidos. Foram avaliadas amostras de
plasma destes pacientes para dosagem das citocinas IL-2, IL-6, IL-10, TNF, IL-
1a, IFN-y através do método de CBA por citometria de fluxo. Ainda, pela
mesma técnica foram realizadas contagens de populacfes de células da
resposta imune envolvidas na resposta a virus. RESULTADOS: Pacientes
progressores lentos apresentaram perfil das citocinas IL-2, IL-6, IL-10 e TNF e
das células T CD4+, T CD8+, células dendriticas e células NK compativel com
individuos do grupo controle. CONCLUSAO: Individuos progressores lentos
apresentaram perfis de citocinas e parte das células da resposta imune
equivalentes a individuos néo infectados e para 0s pacientes ndo progressores,
a resposta de células e citocinas foram compativeis com desenvolvimento de

imunodeficiéncia.



61

PALAVRAS CHAVE: PROGRESSORES LENTOS, CITOCINAS,
IMUNIDADE INATA.



62

COMPARISON OF INNATE IMMUNITY CELLS AND CYTOKINES
PROFILE IN HIV-1 PATIENTS WITH AND WITHOUT SLOW PROGRESSION

Barreto ASR'; Maia CO*; Santana ASH? ; Costa MN? ; SANTOS SQ ®; Bomfim
EKS®; Torres A*

1.Universidade Federal da Bahia, 2.LAPI 3. LABIMUNO

ABSTRACT

INTRODUCTION: Innate immunity serves as the first line of defense
against microorganisms, and is also responsible for the initiation of
inflammatory responses through the release of a variety of cytokines,
chemokines, and antimicrobial factors. monocytes, macrophages, and cell
precursors dendritic cells, are involved in the innate immune response through
the production of some cytokines, such as IFNs, IL-12, IL-6 and TNF-a. These
have a more influential role in the pathogenesis of HIV-1, for example, to
increase or inhibit viral replication. OBJECTIVE: To associate the quantitative
influence of innate immune cells on cytokine production, as well as to compare
the profile of these cytokines in HIV-1 positive and non-progressing patients.
MATERIALS AND METHODS: 62 samples were analyzed, in which 20 were
LNTP HIV patients, 22 HIV/AIDS group and 20 healthy individuals. Plasma
samples were evaluated these patients for dosage of the cytokines IL-2, IL-6,
IL-10, TNF, IL-1 a, IFN-y through the CBA method for flow cytometry. Yet, by
the same technique were made counts of immune response cell populations
involved in response to viruses. RESULTS: Long term non progressors (LTNP)
patients presented profile of cytokines IL-2, IL-6, IL-10 and TNF and CD4 + T
cells, CD8 + T, dendritic cells and NK cells compatible with control group
subjects. CONCLUSION: LTNP presented profiles of cytokines and part of the
immune response cells equivalent to uninfected individuals and in comparison
to HIV/AIDS patients, the profile of the response of cells and cytokines was

compatible with development to immunodeficiency.

KEY WORDS: SLOW PROGRESSORS, CYTOKINES, INNATE IMMUNITY.
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6.1 INTRODUCAO

No processo inicial de infeccdo viral a resposta imunoldgica inata é
ativada, expressando e produzindo uma série de células e citocinas, que sao
responsaveis por mediar este tipo de resposta imune, na qual atua executando
papel essencial no sistema de defesa antiviral (GUHA & AYYAVO, 2013).

Os componentes da imunidade inata sao ativados precocemente logo
apos a infeccéo viral e os principais atuantes sdo as células dendriticas (DCs),
o interferon do tipo | (IFN-I), células natural killer (NK), no entanto, uma série de
células e moléculas participam no processo de defesa contra virus (KREUTZ,
2007).

As citocinas possuem um papel influente na patogénese do HIV-1, pois
podem aumentar ou inibir a replicacdo viral. Durante a ativacdo de células
imunitarias ocorre um aumento da producdo de citocinas a exemplo de:IL-2,IL-
6,IL-10 e TNF (GUHA & AYYAVOO, 2013).

Entretanto, o virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1) possui elevada
complexidade no processo de infeccdo na célula hospedeira, e isso se deve a
uma série de influéncias, que podem ser geradas devido a alta variabilidade do
virus (por ser um virus de RNA) e/ou pela variabilidade singular de cada

pessoa (variabilidade genética) (NASI, 2013) .

Cerca de 2 a 5% das pessoas infectadas pelo HIV-1 sé&o definices
como long-term non progressors (LTNP), este grupo de pacientes sé&o
caracterizados por permanecer assintomaticos na auséncia de terapia, por um
periodo de 7 - 20 anos de infec¢do e com contagem de linfocitos CD4 acima de
500 células/ml e viremia detectavel abaixo de 5.000 coépias de RNA/mI
(OKULICZ, 2009; NASI, 2013).

Esse fenbmeno € sugerido pelas interacbes virus-hospedeiro, assim
como pode ser influenciado por caracteristicas genéticas de cada individuo
(OKULICZ, 2009). Assim, apresentando capacidade elevada no processo de
resposta inata ao controle da infeccéo pelo HIV resultando em uma evolucao

lenta destes pacientes, a sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS).



64

N&o obstante, os mecanismos pelos quais a imunidade inata na
populacdo de HIV-LTNP, tem uma resposta diferenciada, ainda nao foram

totalmente elucidados, havendo poucos relatos na literatura sobre este tema.

No presente estudo foi realizada a associacao da influéncia quantitativa
das células da resposta imune inata na producdo de citocinas e bem como,
comparacao do perfil destas citocinas em pacientes HIV-1 positivos com e sem
progressao lenta investigados os mecanismos de defesa da resposta imune

inata em pacientes LTNP.

6.2 MATERIAIS E METODOS
6.2.1 Populacdo em estudo

A populacado deste estudo foi composta de 62 participantes de ambos 0s
sexos. Os participantes da pesquisa foram atendidos no Laboratério de
Pesquisa em Infectologia do Complexo Hospitalar Universitario Professor
Edgard Santos (LAPI/c-HUPES) da Universidade Federal da Bahia. A triagem
foi realizada a partir do histérico de quantificacdo de carga viral e de linfocitos T

CD4" disponivel pelo software SISCEL do Ministério da Salde.

Estes individuos foram categorizados de acordo com o perfil laboratorial,
na qual foi organizado em trés grupos: grupo de pacientes progressores lentos
(LTNP, do inglés long-term non progressors) (n=20), grupo HIV/AIDS (n= 22) e
grupo individuos higidos (n =20). O Projeto foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira e
regularmente registrado na Plataforma Brasil CAAE - 59125616.7.0000.5543
encaminhado e aprovado com numero de parecer 1.806.698. Todos os
pacientes foram orientados sobre a finalidade do projeto, de acordo com a

legislacdo atual em vigor, resolucao 466/2012 do Ministério da Saude.

As informagBes dos demais fatores clinicos como, e histérico de
tratamento anti-retroviral foram obtidos na entrevista. E o histérico de outras
doencas foi obtido do prontuéario do paciente. O grupo de individuos higidos foi
composto de 20 voluntérios saudaveis de ambos os sexos da populacao local.

E foram incluidos também apds convite e entrevista.
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Todos os participantes da pesquisa deveriam entrar nos seguintes
critérios de ndo inclusdo: ndo apresentando nenhum sintoma clinico de
infeccdo e com sorologia negativa para HTLV, doenca de Chagas, Hepatite B e

C, e nem portadores de doenca auto-imune.

Todos os participantes foram previamente informados sobre o projeto, e
0s objetivos da pesquisa, tiveram suas participacdes confirmadas através da
assinatura do TCLE, aprovado pelo comité de ética da Maternidade Climério de

Oliveira da Universidade Federal da Bahia.

6.2.2 Andlise das citocinas em citometria de fluxo

A deteccéo das citocinas foi realizada pelo método CBA (BD) (do inglés,
Cytometric Beads Array), na qual foram quantificadas para cada amostra, as
citocinas IL-2, IL-6, IL-10, INFy, TNF e IL-1a, utilizando protocolo padré&o
disponivel pelo fabricante. Em cada tubo correspondente a um participante
foram adicionados 50 uL contendo o mix de beads do teste CBA, 50 ul de
amostra de plasma e 50 uL do anticorpo de deteccdo conjugado com o
fluorocromo PE (reagente de detecgéo).

Os tubos foram homogeneizados e incubados por trés horas, em
temperatura ambiente, no escuro. Em seguida foram lavados com tampéo de

lavagem e centrifugados a 5 minutos.

Apos finalizado, descartou-se o sobrenadante e foi adicionado 300 ul de
tampao de lavagem para ressuspender o mix de beads. Os resultados foram
gerados em gréaficos e tabelas utilizando o no citbmetro de fluxo FACS Calibur
e software FCAP (ambos BD).

Os graficos a seguir demonstram a estratégia de aquisicao do teste CBA
pela citometria de fluxo
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MIP-1a

Figura 01 - PERFIL DE MARCACAO DOS TESTES CBA POR CITOMETRIA DE
FLUXO. Legenda: A amostra da figura acima, representa a quantificacdo das
citocinas IL-2, IL-6, IL-10, INFy, TNF e IL-1a, de um individuo saudavel do grupo

controle, tendo seus parametros como referéncia para as analises nos demais grupos.

6.2.3 Anélise estatistica

Foi realizado um estudo transversal, quantitativo e descritivo, onde 0s
resultados do questionario clinico-epidemiolégico e experimental foram
analisados estatisticamente pelo software SPSS v.22.0.

Dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste de Wilcoxon. O
testes de Mann-Whitney foi utilizado para comparar diferencas entre os grupos
de individuos estudados. O coeficiente de correlacdo de Spearman foi utilizado
para determinar a correlacédo entre duas variaveis. A significAncia estatistica foi
definida como P< 0,05.
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6.3 RESULTADOS
6.3.1 Caracteristicas demograficas dos grupos

Os individuos HIV foram selecionados do banco de dados do Servico de
infectologia do Hospital Universitario Edgar Santos. Os pacientes long-term non
progressors (LTNP) foi composto por 20 individuos, apresentaram idade média
entre 24 e 64 anos sendo selecionados 43% do sexo masculino mediante os
trés ultimos resultados de carga viral, e para caracterizacdo deste grupo, foram
selecionados menos 6 meses de intervalo para cada coleta, observando-se
neste grupo, abaixo de 1000 cépias/ml de sangue; entre estes CD4 acima de
500 células/mm3 e a relagdo dos linfécitos CD4/CD8 acima de 1.

O grupo HIV/AIDS, os pacientes apresentaram com idade média entre
de 27 e 68 anos, e onde destes eram de 70% do sexo masculino, a
caracterizacdo destes pacientes no grupo requereu que nos trés ultimos
exames de carga viral a contagem de subpopulagbes de Linfocitos T,
apresentou valores acima de 5000 cépias por ml; e para o0 segundo valores de
subpopulacdes de linfocitos T CD4 abaixo de 200 células/mm3, tendo relacdo
CD4/CD8 abaixo de 0,30.

O grupo controle foi formado de 20 voluntarios saudaveis de ambos os
sexos da populacédo local. Estes individuos foram incluidos apds convite e
entrevista. Para este grupo foi utilizado o critério de exclusao, individuos que
ndo apresentaram nenhum sintoma clinico de infeccdo, e com sorologia
negativa para HTLV, doenca de Chagas, Hepatite B e C, e nem portadores de

doenca autoimune.

6.3.2 Perfil de citocinas entre os grupos de pacientes

Interleucina-2 (IL-2)

A IL-2 tem um papel fundamental na diferenciagédo de linfécitos B e
células T, sendo ainda, importante para a regulacdo de atividades imunes
destas células. E bem determinado que esta citocina esteja envolvida na
resposta natural do organismo a infecgdes microbianas, e alguns outros fatores

externos.
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Pacientes HIV-1 infectados, apresentaram niveis aumentados, nédo
estatisticamente significante (P=0,22) desta citocina em comparacdo aos
individuos do grupo controle. Em pacientes progressores lentos e nao
progressores, os valores encontrados foram, respectivamente, de 6,61pg/mL e
6,05 pg/mL, enquanto que nos individuos higidos, foram encontrados valores
na ordem de 4,13 pg/mL.

Este resultado corrobora com o perfil celular apresentado previamente
no artigo anterior, onde o desenvolvimento de respostas imunes ativadas pelos
grupos infectados deve contribuir, ainda que ndo estatisticamente significante,
para o aumento apresentado em comparacdo ao grupo de individuos

saudaveis.
Interleucina-6 (IL-6)

A IL-6 pode atuar tanto na funcdo pro-inflamatéria quanto anti-
inflamatoéria. Normalmente, € produzida e secretada por mondcitos e linfocitos
T durante o processo infeccioso tendo um fundamental papel no
desenvolvimento da febre. Ainda, s&@o importantes na diferenciacdo dos

linf6citos B.

Devido ao atuante papel inflamatério, assim como inducédo de resposta
imune humoral, os pacientes HIV-1 infectados progressores, portanto, em
desenvolvimento de AIDS, apresentaram valores de IL-6 em 5,21pg/mL,
enguanto que 0s pacientes progressores lentos obtiveram valores na ordem de
2,98pg/mL e os individuos saudaveis de 3,10 pg/mL. Tais resultados néo
apresentaram diferencas estatisticamente relevantes entre os progressores em
comparacao aos individuos nao progressores (P=0,44) nem aos do grupo
controle (P=0,85).

Interleucina-10 (IL-10)

Tendo seu papel regulador conhecido na inibicdo de células T e Natural
Killers, a IL-10 pode ainda participar do processo de diferenciacdo de linfocitos

B e de alguns granuldcitos.
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Pacientes progressores lentos e individuos do grupo controle, por nao
apresentarem ativacdo imune, sao de entendimento que também ndo haja
necessidade de inibicdo e para o grupo de pacientes nao progressores lentos,
essa diminuicdo pode dar-se por reducdo do numero de mondcitos, visto que
nestes pacientes, os mondcitos apresentam-se enormemente reduzidos (16%)

em comparacao ao grupo controle (69,7%).

O grupo controle obteve IL-10 expressa em valores de 0,97pg/mL. Nos
pacientes infectados, estes dados foram de 1,02 pg/mL para progressores
lentos e 1,05 pg/mL para o grupo HIV/AIDS. Em nenhum dos casos, os valores
foram de relevéancia significantemente estatistica (P=0,19, entre progressores e

grupo controle e P=0,11 entre progressores e grupo HIV/AIDS).
Fator de Necrose Tumoral (TNF)

Envolvida no processo apoptético de células tumorais e com um grande
participacdo na resposta pré-inflamatoria, o TNF é uma citocina secretada,
principalmente, por mondcitos e macréfagos e baixa producdo esta associada a
desenvolvimento inflamatério em doencas auto-imunes e possiveis surgimento

de tumores.

Os valores de TNF também se apresentaram reduzidos para todos os
grupos avaliados. Entre os pacientes infectados, os progressores lentos
obtiveram valores de 0,56pg/mL enquanto que os do grupo HIV/AIDS foram de
0,61pg/mL. Em individuos do grupo controle, estes nimeros caem levemente
para 0,42 pg/mL. Tais valores reduzidos podem ser decorrentes, por exemplo,
da auséncia de lipopolissacarideos (LPS), j& que estes voluntarios da pesquisa
eram pessoas que ndo apresentavam co-infeccdes bacterianas. No entanto,
era esperado que os grupos de pacientes infectados pelo HIV apresentassem
niveis um pouco maior de TNF quando confrontado com o grupo controle, e
este resultado foi observado, pois nestes grupos (progressores lentos e

HIV/AIDS) houve tendéncia de maiores niveis de expressao de TNF.

Apesar da diminuicdo dos resultados encontrados para essa citocina, a
associacdo desta entre os grupos de pacientes infectados, apresentou

relevancia estatistica com valor de P=0,03.
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Interleucina 1-alfa (IL-1a)

IL-1 alfa € uma citocina envolvida na resposta inflamatéria, bem como no
desenvolvimento de febre e quadro séptico. Produzidas, principalmente, por
macrofagos, monadcitos e neutrofilos do sangue, receptores celulares de IL1-a

ativam ainda, regulacdo hematopoiética na resposta imune.

Em progressores lentos os niveis de IL-1a foram superiores aos outros
grupos apresentando valores médios de 5,18 pg/mL. Este resultado pode estar
associado aos altos niveis de expressdo de mondcitos (69,72% células/mm3)
encontrados nestes pacientes. Ainda sobre a IL-1a, foram encontrados valores
médios de 4,28 pg/mL no grupo HIV/AIDS sugerindo que esta citocina pode
estar associada inducdo resposta imune cronica. Entre os dois grupos de
pacientes infectados, houve relevancia estatistica com valor de P=0,03. Para o

grupo controle esta citocina apresentou valores médios de 4,48 pg/mL.
Interferon Gamma (IFN-y)

Estimuladas por IL-12 e IL-18, IFN-y &, normalmente, produzidas por
linfécitos T e células NK, sendo responsaveis pela ativacdo de macréfagos,
estimulacdo de MHC, crescimento e diferenciacdo de células, aumento da
ativacao de células NK e modulacéo da atividade dos linfocitos B.

Pacientes do grupo HIV/AIDS apresentaram valores médios de 7,33
pg/mL, enquanto que os do grupo progressores lentos, tais valores foram de
8,15 pg/mL. Torna-se importante lembrar que esta citocina é encontrada no
plasma dos pacientes HIV na fase inicial da infec¢cdo e que apds esta fase,
ocorre uma reducdo de IFN-y nestes individuos, devido a diversas formas e
mecanismos na qual esta citocina esta envolvida. O grupo formado por
individuos higidos apresentou valores médios de 7,88 pg/mL. Os valores
encontrados nos progressores lentos, pode ainda ser explicado pelo reflexo de
maiores contagens na expressao de células apresentadoras (mondcitos
69,72% e dendriticas 7,22%), linfocitos T CD4+ (39,03%) e Natural Killer
(14,27%) em comparagao ao grupo HIV/AIDS. As diferengas entre 0s grupos
de pacientes infectados pelo HIV-1, ndo foram estatisticamente

significantemente (p=0,66)
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de distribuicdo das citocinas

IL-10

IL-10

A
4
A

iAEAAA
.
o @
& Q S
&> N &
& & N
&
IFN-Y
10 a
) - s
Séeegee Y
®e LTS A
6 ':: a

Figura 02 DISTRIBUICOES DAS CITOCINAS ENTRE OS GRUPOS: PROGRESSORES
LENTOS, HIV/AIDS E CONTROLE. Para cada grafico em formato de dot plot. O eixo Y

representa o valor de um citocina em pg/mL (dosada pela técnica de CBA) e o eixo X

representa 0s grupos avaliados nas seguintes sequéncias progressores lentos,

HIV/AIDS e controle.

Deste modo, indica-se que em pacientes progressores, pode ocorrer

uma inducdo do estado de resisténcia antiviral em células teciduais nao

infectadas, sendo de suma importancia na resposta imune inata. Assim como,

a producdo IFN-y parece ser fundamental para a ativagdo da resposta

citotdxica e das células Natural Killer, tal contexto tem se observado no estado

clinico destes pacientes.
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6.4 DISCUSSAO

Alguns individuos infectados pelo HIV parecem manter contagens de
linfécitos TCD4 estaveis, apesar da alta replicacdo viral. Considerando que o
nivel de RNA do HIV no plasma explica apenas uma pequena parte da
variabilidade de linfocitos TCD4 em declinio, as diferencas nas respostas
imunes mediadas pelo hospedeiro ao antigeno viral, podem ser um fator
importante na determinacéo do ritmo de progressao da doenca (GOICOECHEA
et al, 2009).

As respostas sistémicas das citocinas podem diferenciar estes
individuos com replicacdo viral descontrolada ou daqueles que requerem
tratamento com antirretrovirais (ARV) para suprimir a replicacdo viral (JACOBS
et al, 2017).

A interleucina-2 (IL-2) € uma citocina produzida e secretada por células
T ativadas, que estimula células T, células B e células natural killer a proliferar
e liberar citocinas. Além disso, IL-2 retarda a apoptose de células
infectadas pelo HIV. Estudos clinicos demonstraram que a IL-2 recombinante
humana exdgena pode ser administrada com seguranga, com uma potente
terapia anti-retroviral para pacientes infectados pelo HIV. Mitsuyasu et al., 2001
demonstraram que a terapia recombinante com IL-2 humana produz aumentos
relevantes no numero de células CD4 + e funcionam em pacientes com doenca

de HIV precoce e tardia .

O trabalho de Sarah L. Pett Anthony D. Kelleher Sean Emery, 2010,
corrobora nossos resultados, mostrando que a utilidade potencial da IL-2
intravenosa continua e, subsequentemente, a administracdo intermitente com
riL-2 subcutanea como uma citocina que poderia expandir o grupo de células
T CD4 + em pacientes infectados com HIV-1 sem nenhum efeito prejudicial
significativo na carga viral e com um perfil de efeito adverso aceitavel. Vale
salientar, que em pacientes HIV/AIDS, este aumento pode ser sugestivo de

diminuicdo da producédo das células TCD4+.

Observou-se também no nosso trabalho, que o grupo dos progressores

lentos mostrou os valores das citocinas IFN g e IL-6 semelhante ao grupo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mitsuyasu%20RT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11424973
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controle, quando comparado o grupo HIV/AIDS e controle forneceu
significancia estatistica, este resultado corrobora com JACOB et al., (2017) que
reforca que os individuos com progressao rapida da doenca séo caracterizados
por alta carga viral e desta forma, maior ativacdo de células T e niveis
aumentados de citocinas inflamatérias, a exemplo de interleucina-6 (IL-6) e
fator alfa de necrose tumoral(TNF-a).Com relagdo ao aumento da produgao de
IL-6, em individuos HIV/AIDS, pode estar associado ao aumento da replicacao

viral persistente, o que € comum em individuos com este perfil.

Com relagéo a IL-10, os resultados se mostraram relativamente baixo
entre 0os grupos estudados, segundo Pedro P. V. Varella, Wilma C. Neves
Forte, (2001), em outro trabalho, esta citocina em pacientes com HIV, mostrou
resultados altos, considerando que esta citocina é principalmente ativada por
células dendriticas e outros tipos celulares como células T CD8. Todavia, no
nosso trabalho, os niveis foram baixos, para producéo desta citocina, em todos
0S grupos estudados, considerando que a principal funcdo da IL-10, esta
relacionada com a modulacdo da infeccdo viral aguda, sugerindo que este
resultado pode estar relacionado com a menor expressao de células que
induzem a producédo de IL-10 (ROJAS et al, 2017).

A interleucina-1 (IL-1) é produzida principalmente por macréfagos e
monacitos, sugerindo que este aumento de producdo da citocina nos grupos
progressores pode estar associado a mondcitos, ja que neste grupo teve
nameros bem elevados bem como, por células ndo imunes, como fibroblastos e
células endoteliais ativadas, durante danos celulares, infeccdo, invasao e

inflamacao.

Neste estudo, os individuos progressores lentos apresentaram maior
frequéncia de mondcitos, células natural killer (NK), subgrupos dos linfocitos T
em concordancia com SAEZ-CIRION et al (2014), que afirmam que as células
NK sdo os principais efetores da imunidade inata. Através de sua capacidade
de mediar a citolise e produzir numerosas citocinas, estas células podem
controlar a replicacdo viral nos primeiros estagios de infeccdo e moldar a

resposta imune adaptativa.
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Ratificando com o nosso trabalho Jiang et al., (2013),mostraram que as
células NK dos individuos progressores lentos exibiram atividades aumentadas
na producéo de IFN-g, em conjunto, esses dados demonstram que a funcéo de
células NK, pode contribuir para o controle da infeccéo pelo HIV e aumento da
secrecéo de IFN-g, o que pode estar associada a um retardo na progressao da
doenca. No entanto, uma maior producéo de subpopulacdes de células NK e a
perda de funcbes celulares ocorrem como consequéncia de exposi¢cao ao HIV-
1 (SAEZ-CIRION, et al, 2014).

Todavia, no grupo HIV/AIDS houve maior producao de linfocitos T néive,
células T citotoxicas, células dendriticas (DCs) e menor frequéncia de LTCD4"
gue no grupo controle e no grupo progressor lento, coincidindo com estudo de
STEVEN G. DEEKS & BRUCE D. WALKER, 2007, que reforca o declinio na
viremia apos infeccdo aguda pelo HIV, h4 um aumento nas células T CD8 +
especificas que sdo capazes de destruir células infectadas pelo HIV.

Embora a resposta imune adaptativa desempenhe um grande papel na
patogénese e progressdo do HIV-1 para AIDS, evidéncias sugerem que 0O
sistema imune inato diretamente ou indiretamente afeta a progressdo da
doenca. Células mieldides do sistema imune inato incluindo mondcitos,
macrofagos, e células dendriticas (DCs) também sdo alvo do virus. Nos
estagios iniciais da infec¢cdo pelo HIV-1, a evidéncia sugere que os DCs
transmitem inicialmente HIV-1 através de barreiras mucosas. Em concordancia
com nosso resultado que reforca maior producéo destas células nos individuos
HIV/AIDS, ressaltando-se, que a fase inicial e o curso exato da evolugcdo da
doenca séo dificeis de prever, devido a variacdo de fatores genético e
ambiental do hospedeiro (BARCLEY T. PACE & ANDREW A. LACKNER,
2017).

6.5 CONCLUSAO

O perfil de citocinas estudado neste trabalho apresentou valores
semelhantes entre os grupos de pacientes progressores lentos e individuos

nao infectados pelo HIV.
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Tais dados sugerem que essas citocinas podem contribuir positivamente
para 0 controle na carga viral, independente do uso de tratamento

antirretroviral.
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/. RESUMO DE RESULTADOS

« Determinacéo do perfil celular da resposta imune inata em pacientes
HIV progressores lentos

1. Houve aumento na producado de células da imunidade inata em

pacientes progressores lentos semelhantes as células dos

pacientes higidos.

Houve significancia estatistica entre os linfécitos TCD4+ dos
individuos progressores lentos em comparagdo com 0S
individuos HIV/AIDS.

% Comparacéo das células daimunidade inata e perfil de citocinas em
pacientes HIV-1 com e sem progresséao lenta

1.

Pacientes HIV-1 apresentaram niveis de IL-2 aumentados, nao
estatisticamente significantes.

N&o houve significancia estatistica niveis de IL-6 nos individuos
progressores lentos em comparacdo com os individuos higidos,
todavia, nos pacientes HIV/AIDS, os niveis foram mais elevados,
porém, sem significancia estatistica.

O perfil de IL-10 manteve-se em equivaléncia, quando comparado
com os trés grupos estudados.

O fator de necrose tumoral (TNF),mostrou nivel de producédo
baixa entre os pacientes progressores lentos, individuos higidos
e pacientes HIV/AIDS, também, sem significancia estatistica.

A citocina IL-1a, mostrou-seem elevados niveis em comparacéo
com 0s outros grupos estudados.

INFy manteve niveis elevados nos individuos progressores lentos,
nos individuos HIV/AIDS e pacientes higidos, todavia, por

interferéncia de tipos celulares diferentes.
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7. CONCLUSAO

No presente estudo conclui-se que os individuos progressores lentos
possuem uma resposta imunoldgica diferenciada e semelhante a individuos
higidos, bem como, um controle de produ¢do dos niveis das citocinas, o que
pode cooperar com um possivel equilibrio da carga viral sem aplicacdo de

tratamento antirretroviral.

E importante ressaltar, que o estudo em individuos com este perfil, ou
seja, que desenvolve de forma equilibrada imunidade natural e/ou adaptativa,
no controle da replicacdo do virus HIV, podera fornecer um melhor
conhecimento destas respostas, e ser uma ferramenta que contribuira
futuramente em possiveis terapias para os pacientes infectados por este

patdégeno.
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MATERNIDADE CLIMERIO DE .
OLIVEIRA/UFBA

Coninuacao do Parecar- 1.80E.508

Recomendac bes:
Mai ha.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadeguacoes:

MNao ha pendencias.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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{Q PlnhnFormoH y

Tipo Documento Arguiren Postagem Fanor Situacan
Informagoes Basicas | PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P TaMWz6 Aceito
diz Projato ROJETO_773519.pdf 17:43:41
Oufros Juestionanio_investigative_Versao_1_d | 18102076 |Alex Jose Leie Aceito

& 010UT201 &.pdf 17:40:02 |Tomes
Oufros Juestionanio_investigative_Versao_1_d | 18102076 |Alex Jose Leie Aceito
& 0oOUT2016.doc 17:389:39  |Tomes

Oufros Carta_Resposta_CEP_Ouestionariopdf | 18102076 |Alex José Leie Aceito
17:38:53 | Tomes

Oufros Declaracao_resclucac_466 12, pdi 24/08/2016 | Alex Joseé Leie Aceito
19:54-51 [ Tomes

Ouiros Delaracao_resolucao_466_12 docx 2410872016 | Alex Joseé Leie Aceito
19:53:13  |Tomes

Projeto Detalhado /. [PROJETO Versao_1_de_01JULZ0NEp | 24082076 |Akx José Leite Aceito

Brochura df 195107 |Tomes

Investigador

Projeto Detalhado | |PROJETO _Versao_1_de_O01JULZ0NE6.d | 24/08/2076 |Akx José Leite Aceito

Brochura o 19:49:20 | Tomes

Investigador

Oufros Carta_Resposta_CEP . pdf 230812016 | Alex José Leite Aceito
16:23:46 | Tomes

Folha de Rosto Folha_de_Rosto. pdf 1710812016 |Alex José Leita Aceito
19:03:49 | Tomes

Outros Carta_de_Anuencia_F Bal.pdf 1710812076 | Alex José Leita Aceito
19:01:36 | Tomes

Ouiros Carta_fnuencia_FBal.docx 17082016 |Alex José Leie Aceito
19:01:20 | Tomes

TCLE ! Termos de | Termo_de_Consentimento_Livre_e_Escl| 17/082016 |Alkex José Leite Aceito

Assentimento | arecido_Versao_1_de_07JUL2016. pdf 190104 | Tomes

Justificativa de

Aussncia

TCLE ! Termos de | Termo_de_Consentimento_Livre_e_Escl| 17/082016 |Alkex José Leite Aceito

Assentimento | arecido_Versao_1_de_071JULZ016.docx 19:00:54 | Tomes

Justificativa de

Aussncia

Emdereco: Pus do Limoera. 137

Bamrer  Marosrs CEP: 40.005-150

UF: B Municipio:  SALVADOR

Tedafone: (71)3283-9210

E-mail: copmend@uiha b

Poagina [ da [0
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Conlinuacao do Pareca: 1.B06.508

Situacao do Parecer:
Aprovado

MATERNIDADE CLIMERIO DE
OLIVEIRA/UFBA

MNecessita Apreciagao da CONEP:

MNao

SALVADOR, 05 de Novembro de 2016

oot ™

Emdoroco:  Fus do Limocwro. 137
Bawro: Mazarg

Aszinado por:
Eduardo Martins Netto
(Coordenador)

CEF: 40.005-150

LFF: BA Municipio:  SALVADOR

Telofona: {71)3283.9210

E-mail: copmooi@ufe br
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Termo de Consentimento Livre e
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: DETERMINACAO DO PERFIL DA RESPOSTA IMUNE INATA EM
PACIENTES PROGRESSORES LENTOS INFECTADOS PELO HIV

Pesquisador Responsavel: Dr. Alex José Leite Torres
Contato: (71) 3283-8123

Introducéo

Vocé estd sendo convidado (a) para participar desta pesquisa porque é
paciente atendido (a) na Fundagéo Bahiana de Infectologia. O estudo se destina a
pacientes portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). A importancia deste
estudo é contribuir com mais informagdes acerca de como funciona o sistema imune

dos pacientes coinfectados.

O resultado que se deseja alcancar é identificar o nivel da resposta imune inata
em pacientes com caracteristica de progressdo lenta da evolugdo do HIV-1 em

comparagao aos pacientes que evoluem para a AIDS.

Este documento é chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, que contém
informacgBes sobre a pesquisa. Apés ler este Termo e discutir suas duvidas com os
pesquisadores responsaveis do estudo, vocé decidird se quer ou ndo participar. Se
quiser, vocé e os pesquisadores assinardo e datardo duas vias deste documento, uma
delas ficard com vocé e outra ficara arquivada com os pesquisadores.

E importante que vocé saiba que sua participacdo é totalmente voluntaria. Vocé pode
decidir participar ou ndo, a qualquer momento, sem prejuizo algum para o seu
acompanhamento médico ou para o seu tratamento.

Por que esta pesquisa esta sendo feita e quais sao o0s objetivos?

Essa pesquisa esta sendo realizada porque alguns pacientes infectados pelo virus do
HIV-1 ndo evoluem ou progridem muito lentamente para a AIDS e esse estudo propde
avaliar nivel de ativacao dos fatores da primeira imunidade dos pacientes ante ao
combate da infeccao do virus.

O que eu deverei fazer caso decida participar da pesquisa?
Se vocé aceitar participar deste estudo serd necessério coletar amostra de sangue
para quantificar os componentes imunes propostos.
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Quantas pessoas participardo da pesquisa?
Aproximadamente 60 pacientes atendidas na Fundac¢ao Bahiana e Infectologia.

Quanto tempo durara a pesquisa?
Essa pesquisa durara aproximadamente 2(dois) anos.

Eu corro algum risco por participar deste estudo?

N&do sdo esperados riscos fisicos nesta pesquisa, além daqueles decorrentes de
puncdo venosa para coleta de sangue. Mesmo quando efetuada por pessoal treinado,
a coleta de sangue pode ocasionar dor, sangramento ou hematoma no local da
puncéo e, raramente, infeccdo. Todas as providéncias serdo tomadas para minimizar
estes desconfortos. Vocé sera atendido (a) e acompanhado (a) por um médico da
Fundacdo Bahiana de Infectologia. As suas informacfes serdo tratadas de modo
sigiloso.

Eu terei algum beneficio por participar deste estudo?
E possivel que vocé ndo obtenha um beneficio direto pela sua participacéo
nesta pesquisa, mas o0s resultados obtidos poderdo ser de utlidade para o

desenvolvimento e tratamento dos pacientes infectados pelo HIV-1.

Terei despesas por participar desta pesquisa?
Vocé nao ter4 nenhuma despesa por participar deste estudo, recebera sua atencéo e
colhera os exames pedidos.

E gquanto a confidencialidade dos dados?

Os dados do estudo sdo confidenciais e apenas terdo acesso, 0s pesquisadores do
estudo, o pessoal autorizado que analisara os dados, e o Comité de Etica que aprova
a realizacdo da pesquisa (Comité de Etica em Pesquisa do Complexo Hospitalar
Universitario Prof. Edgard Santos).

Esta pesquisa nao divulgara dados pessoais que possam identifica-la. Os resultados
desta pesquisa serdo analisados e possivelmente publicados em revistas médicas,
mas em momento algum seu nome sera exposto ou divulgado. Toda a informacgéo
sera registrada de forma anénima.

Quais as minhas alternativas?

Se vocé ndo quiser participar deste estudo, seu acompanhamento de atencao
continuard sendo na Fundagéo Bahiana de Infectologia.

Vocé ndo deixara de receber os cuidados necessarios, por ndo participar da pesquisa.

Quais sdo os meus direitos como voluntaria em uma pesquisa?

A participacdo nesta pesquisa tem carater voluntario e ainda que vocé decida
participar, conserva a possibilidade de se retirar a qualguer momento e por qualquer
motivo, sem prejuizo algum. Esta decisdo ndo afetara a sua relacdo comseu médico
nem o seu acesso a futuros tratamentos.
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Se decidir participar, sera solicitado que vocé dé o seu consentimento por escrito
assinando este documento.

Quem devo procurar em caso de duvidas?

Se tiver alguma duvida sobre a sua participacdo nessa pesquisa ou sobre as
informacdes contidas neste documento favor entrar em contato com:

Dr. Alex José Leite Torres

Rua Augusto Viana, s/n°, Canela,
CEP: 40110-060, Salvador, Bahia.
Telefone: (71) 3283-8123

Se tiver duvidas como dar seu consentimento ou sobre os seus direitos como
participante da pesquisa, favor entrar em contato com:

Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira
Rua do Limoeiro, 137 - Nazaré, Salvador - BA,

CEP 40055-150 Salvador, Bahia.

Telefone: (71) 3283- 9275 — Fax: 3283-8141
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PAGINA DE ASSINATURAS

Se vocé leu o termo de consentimento apresentado acima e concorda em
participar do Estudo, por favor, assine abaixo. Vocé receberd uma coépia.

Nome do (a) participante.

Data [/ [/

Assinatura do (a) participante. dia més
ano
Nome do representante legal do participante.

Data [/ [/
Assinatura do representante legal do participante dia més ano
Nome da pessoa que obteve o consentimento.

Data [/ [/
Assinatura da pessoa que obteve o consentimento. dia més ano
Nome da testemunha imparcial, se necessario.

Data__ [/ [/

Assinatura da testemunha imparcial se necessario, dia més ano



