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RESUMO

A sindrome da imunodeficiéncia humana esta associada a desregulacdo e disfuncéo envolvendo
todas as principais populacfes de linfdcitos, incluindo células B, a hipergamaglobulinemia e
imunidade humoral defeituosa séo as caracteristicas da anormalidade de células B na infec¢do
por HIV-1, mas estas permanecem nao esclarecidas mecanisticamente. Objetivo: Investigar a
disfungdo das subpopulagdes de linfocitos B em pessoas vivendo com HIV/AIDS, internadas
na Fundacdo de Medicina Tropical — Heitor Vieira Dourado, com ou sem historia frequente de
internacdo. Amostras de sangue de 70 PVHA internadas foram coletadas até 24h da admisséo.
Niveis plasmaticos de citocinas IL-8, IL-1p, IL-6, IL-10, TNF e IL-12p70 foram quantificadas
por citometria de fluxo, CD14 soltvel (sCD14) e IgM foram quantificados por ELISA. Células
mononucleares foram separadas do sangue periférico em gradiente de ficoll visando a
imunofenotipagem ex vivo e in vitro. Linfocitos B foram fenotipados por marcadores CD19,
CD27, CD70 e a producdo intracelular de IgM por citometria de fluxo. As células foram
cultivadas com diferentes antigenos (peptideo gp120 e p24, CpG e Lipopolissacaridio (LPS)
durante 24h para dosagem de citocinas e IgM no sobrenadante de cultura. As caracteristicas
clinicas analisadas nas PVHA internados, demonstrou 1,5 vezes mais chances de 6bito em
pessoas reinternadas com prevaléncia as do sexo masculino (77,8%), em uso de TARV irregular
(61,1%) baixo nivel de CD4 (113 célsyrmm3) e carga viral (78.000 copias) com aumento de
linfécitos B imaturos produtores de IgM (p=0,0184) e niveis séricos de IgM (p=0,037) durante
a internagcdo com baixa producdo de IL-10 (p=0,0388), com perda de correlacbes com as
citocinas inflamatorias IL-8, IL-6, TNF e IL-1B. Problemas de reconhecimento da imunidade
adaptativa a antigenos HIV foram observados in vitro com baixa producéo de IL-6 (p=0,0499)
e IgM (p=0,0127), nesse grupo. A relacdo entre IL-8, IL-1p, IL-6, IL-10, TNF, frente a antigeno
CpG foi encontrada, semelhantes as do grupo que ndo necessita de reinternacdo apds a alta, que
podem estar relacionados a problemas de restituicdo imunoldgica e favorecimento da
hipergamaglobulinemia nos reinternados. Conclusdo: O presente estudo demonstrou que
problemas na restituicdo imunol6gica podem estar envolvida na hipergamaglobulinemia
causada pela disfuncéo das subpopulagdes de linfécitos B produtores de IgM em PVHA com
varios episodios de internacdo como fator de risco de vida.

Palavras-chave: Linfécitos B, HIV, AIDS, IgM, Internacédo



ABSTRACT

Introduction: Hypergammaglobulinemia and defective humoral immunity are hallmarks of B
cell abnormality in HIV-1 infection, but these remain mechanistically unclear. Objective:
Investigate the dysfunction of B lymphocyte subpopulations in people living with HIV/AIDS,
hospitalized at the Tropical Medicine Foundation — Heitor Vieira Dourado, with or without a
frequent history of hospitalization. Methodology: Blood samples from 70 hospitalized PLWHA
were collected within 24 hours of admission. Plasma levels of cytokines IL-8, IL-1p, IL-6, IL-
10, TNF and IL-12p70 were quantified by flow cytometry and soluble CD14 (sCD14) and IgM
were quantified by ELISA. Mononuclear cells were separated from peripheral blood using a
Ficoll gradient for ex vivo and in vitro immunophenotyping. B lymphocytes were phenotyped
by CD19, CD27, CD70 markers and intracellular IgM production by flow cytometry. Cells
were cultured with different antigens (gp120 and p24 peptide, CpG and Lipopolysaccharide)
for 24 hours to measure cytokines and IgM in the culture supernatant. Results: The clinical
characteristics analyzed in hospitalized PLWHA showed a 1.5 times greater chance of death in
people people readmitted with a prevalence of males (77.8%), using irregular ART (61.1%)
low CD4 levels (113 cellssmm?) and viral load (78,000 copies) with an increase in immature B
lymphocytes that produce IgM and serum levels of IgM (p=0.037) during hospitalization with
low production of IL-10 (p=0.0388), with loss of correlations with the inflammatory cytokines
IL-8, IL-6, TNF and IL-1p Problems in recognizing adaptive immunity to HIV antigens were
observed in vitro with low production of IL-6 (p=0.0499) and IgM (p=0.0127) in this group.
The correlations between IL-8, IL-1B, IL-6, IL-10, TNF, against CpG antigen was found,
similar to those of the group that does not need readmission after discharge, which may be
related to problems of immune restitution and favoring hypergammaglobulinemia in readmitted
patients. Conclusion: The present study demonstrated that problems in immune restitution may
be involved in hypergammaglobulinemia caused by the dysfunction of subpopulations of IgM-
producing B lymphocytes in PLWHA with several episodes of hospitalization as a life-
threatening factor.

Keywords: B Lymphocytes, HIV, AIDS, IgM, Hospitalization
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1. INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS - do inglés: Acquired
Immunodeficiency Syndrome) foi considerada uma nova doenca pela primeira vez em 1981
(CDC, 1981), e desde entéo, levou a alta taxa de mortalidade em pessoas infectadas, tornando-
se um grave problema de satde pablica. No mundo, estima-se que 38,4 milhGes de pessoas
estdo vivendo com o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV — do inglés: Human
Immunodeficiency Virus), e 40,1 milhdes de pessoas morreram de doencas relacionadas a AIDS
desde o inicio da epidemia, sendo 650 mil mortes somente no ano de 2021 (UNAIDS, 2022).
Também em 2021, foram registrados no Brasil, aproximadamente, 11,2 mil 6bitos por causas
associadas a AIDS (BRASIL, 2022).

O HIV induz uma infeccdo cronica e latente, que as defesas imunolégicas do hospedeiro
ndo sdo capazes de eliminar, isso abrange perturbacdes tanto na imunidade inata quanto na
adaptativa. Atraveés de mecanismos patogénicos diretos e indiretos, o virus induz danos
extensos ao sistema imunoldgico, onde tanto o brago celular quanto o humoral do sistema
imunoldgico sdo incapacitados de controlar a infeccdo, resultando em exaustdo severa de varias
funcBes dos linfécitos, isso inclui as células B e os anticorpos que elas produzem .(DE MILITO,
2004; MOIR; FAUCI, 2014).

A imunopatogénese da infecgdo pelo HIV esta relacionada a desregulacéo e disfuncéao
celular resultante da deplecdo de células TCD4". A diminuicdo destas células influencia outras
populacgdes de linfdcitos, incluindo células B, que leva a uma disfuncéo caracterizada desde os
primeiros estudos de HIV no inicio da década de 80 (LANE et al., 1983). Essa disfuncédo
consiste em problemas como hipergamaglobulinemia, ativacdo policlonal e respostas imunes
fracas contra patdgenos e antigenos de vacinagdo. Estes distirbios ocorrem no comeco da
infeccdo e sdo estimuladas em grande parte pela ativagdo imunoldgica decorrente da replicagdo
constante do HIV, resultando a efeitos secundarios nas células B, podendo ser tambeém
consequéncias de alteracbes no desenvolvimento fisiologico das celulas B (MOIR; FAUCI,
2013; PENSIEROSO et al., 2013).

Em pessoas nédo infectadas pelo HIV, a maioria das células B no sangue periférico sao
células B virgens ou células B de memdria. Em amostras de pessoas infectadas com HIV, os
numeros de células B virgens e B de memoria sdo reduzidos, e varios subpopulacdes de células

B adicionais podem ser detectados no sangue periférico, incluindo células B transicionais,
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regulatorias e esgotadas. Embora a disfuncdo de células B periféricas na infeccéo precoce pelo
HIV seja estabelecida, ainda é pouco compreendido como as subpopulagdes de células B séo
alterados pela infeccdo (MOIR; FAUCI, 2009).

Ainda que as populac@es de células B nao sejam o alvo direto da infeccdo pelo virus, a
disfungdo nessas células pode ser em decorréncia da redugdo no nimero de células T CD4*
(ASCHER; SHEPPARD, 1988). Com o desbalanco imunoldgico causando pelo estado de
imunodeficiéncia, ha, por outro lado, uma hiperatividade das células B (HAAS;
ZIMMERMANN; OXENIUS, 2011; MOUQUET, 2014; SODORA,; SILVESTRI, 2008).

Com o advento da Terapia Antirretroviral (TARV) e consequente reducao da carga viral
do HIV, as pessoas vivendo com HIV/AIDS (PVHA) convivem com um estado de ativagéo
imune crénica e que influencia 0 aumento da expressdo dos marcadores de ativacao nas células
T. Também ¢ visto ativacdo policlonal das células B com aumento dos niveis séricos das
imunoglobulinas, caracterizada pela hipergamaglobulinemia (LANE et al., 1983). A
hipergamaglobulinemia no HIV demonstra o estado hiperativo dessas células, desde os estagios
iniciais da infeccdo, apresentando diferencas nas pessoas entre a fase de AIDS, daquelas
pessoas com carga viral suprimida (AMADORI et al., 1991; KACANI; STOIBER; DIERICH,
1997; KEHRL et al., 1992; MACCHIA et al., 1991, 1993; MULLER et al., 1998).

Segundo estudos, a populacdo de linfécitos B expressando CD27, caracteristica dos
linfocitos B de memoria, € diminuida no HIV, que € uma das causas das respostas imunes fracas
contra patdgenos e antigenos vacinais (NAGASE et al., 2001; SAMUELSSON et al., 1997). A
perda das células B de memoria é progressiva, desde o inicio da infec¢do, e se intensifica com
a reducdo do numero de células TCD4" na AIDS. Para essas pessoas que entram em processo
de AIDS, o déficit das populagdes de linfocitos B de memoria ndo é corrigido, mesmo com o
uso continuo da terapia antirretroviral (DE MILITO, 2004). Assim, a maior parte das células B
de pessoas vivendo com HIV é composta por células B naive (CD27-), que respondem de
maneira ineficiente aos antigenos e contribuem, em grande parte, para a hipergamaglobulinemia
observada na infecgé@o pelo HIV. Por outro lado, hd um o aumento da expressao do CD70 pelos
linfocitos T ativados e sua interacdo com os linfocitos B implicaria na plasmocitose e,
consequentemente, na hipergamaglobulinemia (BOLIAR et al., 2012; DE MILITO et al., 2001,
HUNZIKER et al., 2003).

A infeccédo nas pessoas ndo tratadas leva a perda progressiva de células T CD4", gerando

uma ativagdo imune crénica por meio de mecanismos que estdo amplamente relacionados aos
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efeitos indiretos sistémicos causados pela viremia do HIV (MOIR; FAUCI, 2009). Este
ambiente aumenta a ativacdo de células imunoldgicas, contudo a hiperativacéo das células B,
sem um controle imunolégico eficiente pela auséncia ou diminuicdo de células T CD4, tem
impactos substanciais que contribuem para a progressdo da doencga. Assim, este estudo avaliou
se fatores associados a disfungdo de linfocitos B em PVHA hospitalizadas na FMT-HVD
possam predizer a mortalidade. Sabe-se que a internagdo recorrente de PVHA é um fator de
risco de Obito pouco conhecido. Aqui, a avaliacdo de dois dos principais fatores de disfuncéo
de linfocitos B, a saber, a hipergamaglobulinemia por IgM sérica e fendtipos de linfécitos B
imaturos ex vivo e in vitro foram capazes de determinar associacgdes relacionadas as PVHA com

historico de internacdes recorrentes.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Epidemiologia do HIV e AIDS

Em 1981, os Centros de Controle e Prevencdo de Doencas relataram agrupamentos
incomuns de pneumonia por Pneumocystis carinii e sarcoma de Kaposi em homens gays em
partes dos EUA. Esses foram os primeiros casos de AIDS relatados (CDC, 1981). Desde entdo,
a epidemia causada pelo HIV tornou-se um grave problema de saude publica, com taxas
elevadas de novas infecgdes (BEYRER et al., 2013). Mundialmente, no ano de 2021, foram
registrados um total 38,4 milhGes de pessoas vivendo com HIV, 1,5 milhdo de novas infec¢bes
pelo virus, e 650 mil pessoas morreram de doencas relacionadas a AIDS em 2021 (UNAIDS,
2022).

No Brasil, desde o inicio da epidemia de AIDS em 1980 até junho de 2022, foram
notificados 1.088.536 casos, com a maior concentracao correspondente a regido Sudeste com
50,1% do total de casos, seguida da regido Sul com 19,7%, e as regiGes Nordeste, Norte e
Centro-Oeste que correspondem a 16,7%, 7,1% e 6,3% do total dos casos, respectivamente. A
taxa de deteccdo de AIDS vem caindo no Brasil desde o ano de 2013. Em 2013, essa taxa foi
de 21,9 casos por 100 mil habitantes; em 2020, de 14,5 casos por 100 mil habitantes, o menor
valor observado desde a década de 90 (BRASIL, 2022) (Figura 1).
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Figura 1 - Taxa de deteccdo de AIDS (por 100.000 hab.) segundo regiéo de residéncia, por
ano de diagnostico. Brasil, 2011 a 2022* Fonte: (BRASIL, 2022).
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Em 2021, a taxa de deteccdo de AIDS elevou-se em 14,2%, representando 16,5 casos
por 100 mil habitantes; contudo, manteve-se inferior a taxa de 2019. Foi demonstrado também
o ranking das Unidades Federais referente as taxas de deteccdo de AIDS, que estados com as
maiores taxas de deteccdo, foram o Amazonas com 39,7 casos, Roraima com 29,3 casos, Amapa
com 25,1 casos, Para e Rio Grande do Sul ambos com 24,3 casos por 100 mil habitantes
(BRASIL, 2022).

2.1.1 Hospitalizacdes por HIV

A expectativa de vida das pessoas infectadas pelo HIV melhorou significativamente na
era da TARV, em grande parte devido a reducdo da mortalidade atribuivel a doencas
relacionadas a AIDS (MOCROFT et al., 2003). Uma revisdo sistematica e meta-analise resumiu
os dados sobre as causas de internacdo hospitalar entre criangas e adultos vivendo com HIV em
todo o mundo: doencas relacionadas a AIDS, incluindo tuberculose e infec¢cdes bacterianas,
foram a segunda causa mais comum de internacGes de adultos por HIV em todas as regides
geogréficas e a causa mais comum de mortalidade hospitalar (FORD et al., 2015).

Um estudo realizado no sudeste dos Estados Unidos, analisou as taxas de hospitalizacao
entre 1996 e 2016, e mostraram que essas taxas diminuiram ao longo dos anos, mas as
reinternacOes persistiram. Pessoas mais velhas, de raga/etnia minoritaria e com carga viral ndo
controlada apresentaram taxas mais altas e piores resultados de hospitalizagdo. Esses achados
ressaltam a importancia da TARV precoce e do envolvimento com os cuidados, principalmente
na alta hospitalar. (DAVY-MENDEZ et al., 2020).

Estudos em paises de alta renda mostraram mudancas nas principais causas de
hospitalizagdo e morte de pessoas vivendo com HIV, onde doencas oportunistas deram lugar a
doencas cronicas e neoplasias ndo associadas a AIDS (FORD et al., 2015; GRINSZTEJN et al.,
2011; INGLE et al., 2014; MAY et al., 2011). Por outro lado, paises de baixa e média renda, a
maioria das internacdes ainda se deve a eventos definidores da AIDS, e uma proporgéo
significativa de pessoas é diagnosticada com HIV durante essa admissao inicial ou morre com
um diagndstico recente (FISHER, 2008; LEWDEN et al., 2014).

A mortalidade estd associada a estagios avancados da doencga, gravidade do
comprometimento imunolodgico, presenca de infecgdes oportunistas e falta de recursos para o
cuidado (KIM et al., 2013; LEWDEN et al., 2014). Indicadores clinicos de HIV n&o controlado,
contagem de CD4 <200 células/uL e carga viral >400 copias/mL, sdo fortemente associados a

permanéncia mais longa e maior risco de readmissdo hospitalar (DAVY-MENDEZ et al.,
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2020). Sendo assim, as causas que levam a hospitalizacdo dependem dos contextos particulares
de cada regido, como mencionado anteriormente. Um editorial recente destaca que para
alcancar zero mortes atribuiveis ao HIV é necessario atingir zero hospitalizacfes e considera
cada hospitalizacdo como uma falha da saude publica (COLASANTI; DEL RIO, 2020). Um
estudo realizado na Fundagdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-
HVD) mostrou a prevaléncia de tuberculose, sindrome digestiva, perda de peso aumentos de
interleucina IL-8 e lactato desidrogenase (LDH) associados ao 6bito de pessoas hospitalizadas
(GAMA et al., 2021).

Compreender as tendéncias e os fatores de risco nas taxas de hospitalizacdo e nos
desfechos entre as PVHA, pode ajudar a melhorar as estratégias de manejo, para prevenir a
morbidade que requer cuidados hospitalares e pode levar a desfechos clinicos ruins. Os fatores
imunolodgicos relacionados a frequéncia de hospitalizacdo ainda ndo estdo claros e

possivelmente podem ter relagdo com a disfungdo imunoldgica.

2.2 Virus da Imunodeficiéncia Humana — HIV
2.2.1 Caracteristicas gerais

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é agrupado em género Lentivirus dentro da
familia Retroviridae, e subfamilia Orthoretrovirinae (SEITZ, 2016). E um retrovirus
envelopado com um ndcleo em forma de cone distinto que envolve o genoma viral, possui
morfologia esférica e mede pouco mais de 100 a 120 nm de didmetro. Sua estrutura consiste
em uma membrana de bicamada lipidica que envolve um nucleocapsideo contendo duas fitas
simples de RNA, e trés enzimas essenciais: protease, integrase e transcriptase reversa (Figura
2). O envelope viral contém 72 glicoproteinas, destacando-se a gpl20 e gp4l, ambas
importantes para a entrada do virus nas células do hospedeiro (SAKURAGI, 2011; SIERRA;
KUPFER; KAISER, 2005; ZULFIQAR et al., 2017).

Além das enzimas essenciais mencionadas anteriormente, o HIV possui 9 genes que
regulam a replicacéo viral, séo eles (gag, pol, env, tat, rev, nef, vif, vpr e vpu). Trés desses genes
codificam para a formacdao de proteinas estruturais: gag para o capsideo nuclear (incluindo p24)
e proteinas da matriz, pol para as enzimas protease, integrase e transcriptase reversa, e env para
o0 envelope externo. Enquanto aos outros seis genes, estes codificam tantas proteinas de mesmo
nome que desempenham importantes papéis reguladores no ciclo biolégico do HIV (LOZANO

DE LEON-NARANJO, 2014). Estes genes sdo sitiados por longas sequéncias terminais
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repetidas (LTRs), onde exercem o papel de regular a expressao dos genes virais, a integracéo
do genoma viral no genoma hospedeiro e replicacdo viral (NAGATA et al., 2017; PATEL,
RAIZES; BROYLES, 2020; SUKOSD et al., 2015).

Bicamada lipidica

Matrix

Figura 2 - Estrutura do virus HIV. (Adaptado de ROSSI et al., 2021)

Existem apenas dois sorotipos principais do HIV sendo: HIV-1 e HIV-2, que se
diferenciam por parametros de dispersao, patogenicidade, transmissibilidade e evolugéo clinica.
O sorotipos HIV-1 é o mais predominante, e esta vastamente disseminado em todo o mundo,
enquanto o HIV-2, mais prevalente na Africa Ocidental, é considerado menos virulento e
transmissivel que o HIV-1, com um periodo de incubacdo mais longo, levando a
desenvolvimento tardio da doenca (ROSA,; SILVA; HORA, 2016).

2.2.2 Ciclo de replicagédo do HIV-1

Durante o ciclo de replicacdo do HIV-1, o virus reconhece as proteinas de membrana da
célula alvo, reconhecendo especialmente o receptor CD4* na membrana celular (Fig. 3-1). Esse
reconhecimento ocorre pela alteracdo da forma conformacional da glicoproteina gp120 e ao
acoplar-se ao correceptor CCR5 ou CXCR4 (receptor de quimiocina). O uso desses
correceptores pelo HIV é principalmente determinado por uma sequéncia de aminoacidos
presentes na gpl20 (ALKHATIB, 2009). Ap6s a ligacdo, a gp4l (glicoproteina
transmembranar) medeia a fusdo da membrana do envelope viral a membrana celular, e apds
ocorre a liberacdo do capsideo, contendo o0 genoma e proteinas do virus no citoplasma celular
(Fig. 3-2), revisado por (WILEN; TILTON; DOMS, 2012).
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Ap6s o desnudamento do capsideo viral, hd a liberagdo do RNA e enzimas virais,

importantissima para a fase de transcriptase reversa do HIV, dando inicio a retrotranscrigdo do

RNA viral em DNA (Fig.3-3), apos o material genético ser transportado ao nacleo da célula ird

ocorrer a integracdo pela acdo da enzima integrase, ao DNA do hospedeiro (Fig.3-4).
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Uma vez que o provirus € integrado ao DNA do hospedeiro, a célula passa a produzir
material genético viral (transcrigdo de RNA viral), produzindo multiplas copias do novo RNA
do HIV. Parte deste RNA torna-se 0 genoma de um novo virus, enquanto a célula usa outras
copias do RNA para fazer novas proteinas do HIV (Fig.3-5) (CHAN; KIM, 1998; HOPE, 1997).

Essas proteinas virais se reinem proximos a membrana plasmatica (Fig.3-6) e 0s novos
virions sdo montados proximos a membrana, brotando para fora da célula. Somente apds
brotamento estes passam por processo de maturacéo e através da acdo da protease viral, e entao,
0s virions maduros séo capazes de infectar novas células (Fig. 3-7) (CHAN; KIM, 1998; HOPE,
1997).

2.2.3 Historia natural da infeccao pelo HIV

A histéria natural da infeccdo pelo HIV é caracterizada inicialmente pela infeccdo as
células do sistema imunoldgico, principalmente células T CD4", dando inicio a fase aguda
(DOUEK, 2007). O virus geralmente penetra no organismo através do epitélio das mucosas. Os
eventos patogénicos e manifestacoes clinicas apds a infeccdo podem ser divididos em trés fases:
(1) infeccdo primaria ou fase aguda - € o periodo que se inicia ap6s a infeccéo inicial pelo HIV-
1 e vai até o desenvolvimento da resposta de anticorpos (0-12 semanas); (2) fase assintomatica
ou de laténcia clinica - ocorre por um periodo de 1 a 10 anos, durante o qual ndo ha
manifestacdes clinicas evidentes; e (3) fase sintomatica ou AIDS - nesta fase, surgem as
doencas que caracterizam a AIDS (Figura 4) (KUMAR et al., 2010; LETVIN; WALKER, 2003;
STEVENSON, 2003).

Apbs a infeccdo das mucosas ocorre a disseminacao do virus e o desenvolvimento de
respostas imunes do hospedeiro, denominado viremia priméaria (KUMAR et al., 2010). As
células dendriticas (DC — do inglés: dendritic cells) do epitélio capturam o virus no local de
entrada e migram para os linfonodos, onde elas disseminam o virus para os linfécitos T CD4"*
através de contato direto de célula a célula (KUMAR et al., 2010). A medida que o virus se
replica rapidamente e se alastra por todo o corpo e para outros tecidos linfoides, o corpo comeca
a montar respostas imunes contra o virus (GANDHI; WALKER, 2002).

A resposta imune humoral € desenvolvida pelas células do sistema imunoldgico, 0s
linfocitos B, que comegam a produzir anticorpos especificos para o HIV cerca de 12 semanas
apos a infecgdo, esses anticorpos neutralizam o virus reduzindo a carga viral (TOMARAS et
al., 2008). No entanto, essa resposta pode apresentar falhas durante a eliminacéo do virus, tanto

por conta das mutagfes que levam & recolonizacdo de novas variantes virais, como por evasao
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imune devido a alteracdes epitdpicas dos antigenos, ou mesmo por mudangas nos sacarideos
das glicoproteinas que tornam os virus mais resistentes a neutralizacdo (RICHMAN et al., 2003;
WEI et al., 2003).

Ap0s a fase aguda da infeccdo, ha um declinio na viremia, marcando assim, o inicio da
fase cronica da infecgdo, que apesar de ocorrer recuperacdo do nimero de linfécitos T CD4",
que pode se manter estavel em determinado periodo durante o curso da infeccdo, contudo, com
0 passar dos anos ira sofrer um declinio gradual tanto no sangue periférico quanto nas regides
do trato gastrointestinal (Figura 4) (KASSUTTO; ROSENBERG, 2004). Na infec¢éo cronica,
o HIV-1 induz ativa¢do policlonal, esgotamento, hipergamaglobulinemia e redugdes no nimero
de células B de memdria no sangue e aumento na frequéncia de células B imaturas circulantes
(FOURNIER et al., 2002; LANE et al., 1983; MOIR; FAUCI, 2008; SHIRAI et al., 1992).
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Figura 4 - Evolugdo clinica da infeccdo pelo HIV. Carga viral plasmatica (vermelho),
contagem de linfocitos T CD4+ no sangue (azul) e linfécitos T CD4+ no TGI: trato
gastrointestinal (verde) (Adaptado de MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014).

Essa fase é caracterizada por um estado clinico assintomatico devido a queda dos niveis
de viremia no sangue pela acdo antiviral induzida pelas respostas imunes inatas e adaptativas
(PARANJAPE, 2005). A fase cronica pode durar em torno de meses ou anos. Nesta fase ha
uma perda lenta e progressiva de células T CD4* que leva a um comprometimento do sistema

imunologico dessas pessoas. Esse comprometimento é evidenciado também por um estado de
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ativacdo imune cronica das células imunol6gicas e acompanhado por um desarranjo do
equilibrio homeostético das células do sistema imune nos tecidos linfoides (FANALES-
BELASIO et al., 2010; FORD; PURONEN; SERET]I, 2009).

Assim, com o declinio progressivamente lento do nimero de linfcitos T CD4* somado
ao aumento da replicacéo viral resultam na fase conhecida como Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida ou AIDS, na qual, o organismo fica vulneravel a uma variedade de infecgdes
oportunistas, aumentando o risco de morte na auséncia de um diagndstico e tratamento
(LANGFORD; ANANWORANICH; COOPER, 2007) (Figura 4).

2.2.4 A interacao imunoldgica entre patdgeno e hospedeiro

A morte dos linfécitos T CD4" e a imunossupressao sistémica sdo as caracteristicas
marcantes da infeccdo pelo HIV. Esses marcos sdo produzidos por diferentes mecanismos que
desenham um quadro complexo da imunopatogénese da AIDS. Durante a fase aguda da
infeccdo, as células dendriticas (DC — do inglés: dendritic cells), que sdo os alvos priméarios do
HIV apos a exposicdo da mucosa, executam um papel importante na patogénese da doenca,
fazendo o reconhecimento inicial do virus, e se mantendo durante toda a infeccdo
(MCMICHAEL et al., 2010; TURVILLE et al., 2001).

A infecgdo das DC’s pelo HIV ocorre através da ligagdo da proteina do envelope viral
gp120 ao receptor CD4, e aos correceptores CCR5 ou CXCR4 expressos na membrana celular
(TURVILLE et al., 2002). As DCs possuem a capacidade de capturar o HIV através de
receptores de lectina presente em sua membrana celular, em particular, o CD209, também
denominado DC-SIGN (GEINTENBEEK; VAN KOOYK, 2003). Durante a interacdo entre o
HIV-1 e o receptor DC-SING, o virus € internalizado e se mantem intacto, e as DC’s ao
transportar o virus para os linfonodos para apresentacdo antigénica, ampliam a chance de
infecgdo dos linfocitos T CD4" e a decorrente disseminacgao do virus (MARTIN-GAYO; YU,
2017; SABATTE et al., 2007).

Na infeccdo pelo HIV, as células dendriticas plasmocitoides (pDC) séo aptas a gerar,
uma condicdo antiviral estabelecida pelas grandes quantidades de interferon alfa (IFN-a) e
outras quimiocinas e citocinas pro-inflamatdrias, produzidas a partir da identificacdo do RNA
viral via receptor TLR-7 ( Toll Like Receptor -7) (MANCHES; FRLETA; BHARDWAJ, 2014).
Além disso, as pDC também podem induzir a secrecdo de IL-10, bem como a diferenciacéo das
células T reguladoras (Tregs) (MANCHES et al., 2008). As células NK (natural killer) também

sdo ativadas e desempenham um papel importante na infeccdo pelo HIV, formando um
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mecanismo antiviral nas fases iniciais da infeccdo, antes das respostas mediadas por linfécitos
T e B serem desenvolvidas (HENS; JENNES; KESTENS, 2016; IANNELLO et al., 2008).

O incremento do estado antiviral e antitumoral é realizado por meio das a¢des efetoras
das células NK pela producdo de IFN-a em conjunto com outras citocinas pré-inflamatorias
(FAUCI; MAVILIO; KOTTILIL, 2005; HENS; JENNES; KESTENS, 2016; MAILLIARD et
al., 2003). Em tese, a resposta imune no decorrer da fase aguda da infeccdo pelo HIV abrange
o0 reconhecimento do virus pelas DCs. Esta comunicacdo resulta na ativacdo das DCs, que apds
a ativacdo secretam IL-12, IL-15, IL-18 e IFN-a que induzem as células NK, que por sua vez
produzem interferon gama (IFN-y), que atua na maturacdo de DCs e promovendo a resposta T
do tipo 1 (Twl). Contudo, durante a infeccdo, esta resposta pode ser afetada pela
imunodeficiéncia gradual causada pelo HIV (ALTFELD et al., 2011).

Dessa forma, esses mecanismos bésicos de defesa séo ineficazes contra o HIV, o virus
comeca a infectar as células T CD4", demostrando um alto potencial de replicacdo nessas
celulas que quando ativadas sdo demasiadamente suscetiveis a replicagdo viral, principalmente
as células T quiescentes ou células T em repouso que ndo suportam a transcricao reversa,
integracdo e expressao do genoma viral devido presenca de baixos niveis de nucleotideos, ATP
e fatores de transcricdo (COIRAS et al., 2009).

O HIV continua sua replicacéo viral e infectividade nas células T CD4" por intermédio
de mecanismos que promovem a imunomodulacao dessas células, mais precisamente por meio
do TCR (NERI et al., 2011). No entanto, embora a manutenc¢do da infectividade viral ocorra
em células T CD4 * ativadas ou em repouso, a infecdo direta pelo HIV-1, resulta na apoptose
de células ativadas e a morte de células por mecanismos de citotoxicidade por linfécitos T CD8"
favorecendo deplecdo macica e gradual de células T CD4* durante a infeccdo (HAZENBERG
et al., 2000).

A reconstituicdo imunologica é caracterizada pela recuperacdo da quantidade de células
T CD4" circulantes, entretanto, a permanéncia de viremia resulta na disfuncdo das células T
CD4" que levam a falha na diviséo celular, resultando na perda da resposta imune de memoria
a antigenos, aloantigenos e mitdégenos (CLERICI et al., 1989). Defeitos de proliferacdo estdo
associados a expressdo reduzida de IL-2 em células T CD4* de PVHA (SIEG et al., 2001). Em
contraste, a expressao de IFN-y foi geralmente mantida, sugerindo que a resposta defeituosa
ndo foi consequéncia da deplecéo de celulas reativas ao antigeno, mas sim, de um defeito na

capacidade dessas células em responder apds o reconhecimento pelo TCR (SIEG et al., 2001).
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As subpopulac6es de células T CD4" auxiliares foliculares (Trn - do inglés: T follicular
helper cells) também constituem um compartimento importante para a infecgdo, replicagdo e
producdo de particulas virais nos ganglios linfaticos (COLINEAU et al., 2015; PERREAU et
al., 2013; XU et al., 2017). Por serem altamente permissivas ao HIV, as células TrH S0 visadas
logo apo6s a infeccdo (KOHLER et al., 2016; MILLER et al., 2017). A infeccdo das Trn dos
centros germinativos (CG) € perigosa, visto que elas sdo essenciais para o funcionamento
adequado das células B na producdo de anticorpos (BREITFELD et al., 2000). Por fim, as
células Trn residentes nos tecidos se acumulam durante as fases crénicas da infeccéo
(COLINEAU et al., 2015; KOHLER et al., 2016; PERREAU et al., 2013), sugerindo que a
infeccdo pelo HIV promove o desenvolvimento das células Ten em um ambiente linfoide
propicio. A persisténcia do HIV nos tecidos linfoides promove a ativagdo imune, que exacerba
a secrecdo de citocinas como IFN-a, IFN-y, IL-10 e IL-6 (FAUCI et al., 1996).

A infeccdo pelo HIV também é contida pela acdo de anticorpos (imunidade humoral)
capazes de responder a varios antigenos virais. A producdo dos primeiros anticorpos acontece
dentro de 6 a 9 semanas ap06s a infeccdo (ABBAS; ANDREW H. LICHTMAN; SHIV PILLAI,
2015). Os anticorpos anti-HIV-1 foram inicialmente produzidos contra epitopos da
glicoproteina do envelope viral, mas ndo eram neutralizantes, portanto, eram fracos inibidores
da infectividade viral (TOMARAS et al., 2008). Anticorpos primarios foram criados contra as
proteinas gpl120, gp41l e p24, bem como transcriptase reversa e produtos gag e pol (ABBAS;
ANDREW H. LICHTMAN; SHIV PILLAI, 2015).

Acredita-se que os anticorpos anti-gp41 sejam produzidos ainda durante a fase aguda da
infeccdo, entre 5 e 13 dias ap06s o pico da viremia, quando os niveis plasmaticos podem ser
determinados. Esses anticorpos podem ser IgM e 1gG, sugerindo assim que a mudanca de classe
ocorre de forma precoce no inicio da infeccdo pelo HIV (TOMARAS et al., 2008). J& os
anticorpos anti-gp120 surgem aproximadamente 28 dias ap6s o pico da viremia, no entanto, no
38° dia, esses anticorpos ndo conseguem conter o virus, que rapidamente altera o epitopo
imunodominante de sua proteina de envelope (PANTOPHLET; BURTON, 2006).

Os anticorpos amplamente neutralizantes (bNAbs — do inglés: Broadly Neutralizing
Antibodies) contra a glicoproteina do envelope do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1
(HIV-1) desenvolvem-se de forma relativamente lenta em comparagdo com as células T CD8
citotoxicas especificas para peptideos do HIV, que se desenvolvem semanas depois (KOUP et
al., 1994; SCHMITZ et al., 1999). Os bNAbs surgem varios meses apos a infeccdo (TOMARAS
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et al., 2008). Isso se da pelo fato de que as células B apesar de ndo serem um alvo primario da
infecgdo pelo HIV-1, a replicacdo do virus e a ativagdo imune a infeccéo, estdo associadas a
profunda desregulacdo do compartimento das células B (XU et al., 2009), causando multiplas
anormalidades, incluindo hiperproducdo de anticorpos inespecificos, 0 que evidencia essa
resposta tardia de bNAbs na infeccdo aguda (MOIR et al., 2001, 2008; TOMARAS et al., 2008).

2.3 Desenvolvimento e ativacao dos Linfdcitos B

Os linfécitos B sdo uma populacdo de células que expressam receptores de
imunoglobulina (Ig) de superficie celular, clonalmente diversos, que reconhecem epitopos
antigénicos especificos. Juntamente com os linfdcitos T, sdo responsaveis pela imunidade
adaptativa (COOPER; ALDER, 2006). A imunidade adaptativa, além de uma resposta mais
eficiente a encontros sucessivos com 0 mesmo microrganismo (antigeno), também possui uma
capacidade altamente especializada e especifica de distinguir entre diferentes antigenos, o que
é caracteristico da memoria imunoldgica (BURNET, 1961; JANEWAY; TRAVERS, 2014).

Em humanos, os linfécitos B sdo produzidos ao longo da vida, e o figado fetal é o
principal local hematopoiético antes do nascimento. Apds o nascimento, a hematopoiese é
transferida para a medula dssea (MO) e € mantida por toda a vida. (DOMEN; WEISSMAN,
1999; OSMOND; NOSSAL, 1974). Nesses locais, as células-tronco hematopoiéticas (HSC —
do inglés: Hematopoietic Stem Cells), que sdo células multipotentes e capazes de se
autorrenovar, a partir das quais se originam as células sanguineas, possuem um microambiente
que pode levar a sua diferenciacdo em células B (DOMEN; WEISSMAN, 1999).

Normalmente, o desenvolvimento dos linfocitos B ocorre em uma ordem fixa,
emergindo de HSC, essas células recém-geradas se desenvolvem sucessivamente em células
pré-B, células pré-B e células B imaturas na MO, seguidas pela saida de células B imaturas da
MO, as células B de transicdo migram através da circulacdo para o baco onde concluem a
maturagdo. As células B maduras ditas “naive” sdo compostas por dois subconjuntos: células B
da zona marginal (MZ — do inglés: Marginal Zone) e células B foliculares (FO) (LEBIEN;
TEDDER, 2008). Diferentes subconjuntos de células B tém fun¢des unicas no corpo humano e
contribuem para o equilibrio e a eficacia da resposta imune (YUSEFF et al., 2013).

As células B da MZ residem no bago e carregam receptores de células B (BCRs — do
inglés: B Cell Receptors) que se ligam preferencialmente a antigenos transmitidos pelo sangue,
como componentes da parede celular de bactérias. Combinadas com os sinais do receptor Toll-

like (TLR) induzidos pelo reconhecimento de padr6es moleculares associados a patdégenos
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(PAMPS), as células B da MZ se desenvolvem rapidamente em células plasmaéticas secretoras
de imunoglobulina M (IgM) e formam uma defesa de primeira linha contra patégenos que
atingem o baco (BURROWS; MAXWELL, 2017; EIBEL et al., 2014).

Enquanto as células B (FO), estas circulam no organismo e sdo encontradas no baco e
no linfonodo. A ativacdo destas células requer o transporte de antigenos para os foliculos das
células B dos 6rgéos linfoides secundarios. Apds o reconhecimento e ativagao do antigeno, as
células B FO apresentam seus antigenos as células T auxiliares para receber sinais de ativacao
adicionais fornecidos pelas células T auxiliares na forma de CD40L e citocinas (Figura 5). Essas
interac6es B-T promovem a diferenciacdo de células B (FO) ativadas em blastos que se dividem
rapidamente formando centros germinativos (GC — do inglés: Germinal Centers) (BURROWS;
MAXWELL, 2017; EIBEL et al., 2014).

As interacdes com as células do estroma GC e com as células Trn permitem que as
células B GC passem por recombinacdo de mudanca de classe de imunoglobulina para alterar
as especificidades de seus BCRs por hipermutacdo somatica (SHM — do inglés: Somatic
hypermutation), e se desenvolver em células B de memdria que expressam imunoglobulinas G
(1gG) de superficie, E (IgE) ou A (IgA), ou em células plasméticas de vida longa que secretam
imunoglobulinas com troca de classe (BREITFELD et al., 2000; KIM et al., 2001). A ativacdo
da célula B no GC aumenta a enzima AID (do inglés: activation-induced cytidine deaminase),
esta que é crucial para aumentar as hipermutacfes somaticas da IgM, que vdo aumentar ou
diminuir a afinidade dos anticorpos para os antigenos (PIEPER; GRIMBACHER; EIBEL,
2013).

As cinco classes de imunoglobulinas séo 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE, sendo cada classe
diferenciada por sequéncias Unicas de aminoacidos na regido constante da cadeia pesada que
conferem propriedades estruturais e funcionais especificas de cada classe (MEGHA,;
MOHANAN, 2021). A imunoglobulina M (IgM) é a principal classe de imunoglobulinas
produzidas durante a resposta imune primaria, e € a maior parte dos chamados anticorpos
naturais, podendo desempenhar um importante papel regulador na saude e na doenga
(VOLLMERS; BRANDLEIN, 2006).

No organismo, a IgM existe como um componente dos receptores de antigenos nas
membranas dos linfocitos B (RETH, 1992), circulando nas moléculas do sangue, nas
membranas mucosas e nas secrecdes das glandulas excretoras como IgM secretora (SIgM)
(WOOF; MESTECKY, 2005). Apos infeccdes agudas, a IgM é a primeira classe de anticorpos
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a responder, e estad presente em todos os vertebrados (FELLAH et al., 1992). E uma
imunoglobulina necessdria para a maturagdo das respostas de 1gG, regulagdo do
desenvolvimento de células B e modulacdo de respostas inflamatérias (BAKER;
EHRENSTEIN, 2002; YATES et al., 2013; ZHANG et al., 2004).

2.3.1 O papel das Trn na ativacéo das celulas B

As células Trx s80 um subconjunto de células T CD4 de memoria que caracterizam um
componente-chave da imunidade protetora. Os Trn sdo achados principalmente nos foliculos
das células B dos o6rgaos linfoides secundéarios, onde interatuam com as células B especificas
do antigeno, concedendo respostas imunes humorais eficazes, desempenhando um papel
importante na formacéo e manutencéao de centros germinativos (CGs). A interacao eficiente das
ceélulas Trn com as células B, é fundamental para a geracdo de anticorpos comutados de alta
afinidade e com troca de classe de isotipo, bem como para a determinacdo de células B de
memodria de longa duragdo e plasmocitos (BREITFELD et al., 2000; FAZILLEAU et al., 2009,
2009; KIM et al., 2001; SCHAERLI et al., 2000).

Podem ser encontradas também no sangue periférico, apesar de serem menos
abundantes em condicdes normais; em doencas autoimunes ou no quadro de infeccdo, eles
migram dos tecidos linfoides para o sangue periférico (YU; VINUESA, 2010). As
caracteristicas distintivas das células Trx s80 a expressdo do receptor de quimiocina CXCR5, a
molécula coestimuladora induzivel ICOS (do inglés, inducible costimulatory), e interleucina-
21 (IL-21), sendo os dois ultimos importantes na diferenciacao dessas células. Dos marcadores
mencionados, nenhum é exclusivo dessas células, visto que podem também ser encontrados em
outras populacdes de linfécitos (CROTTY, 2011; NURIEVA et al., 2008; SCHAERLI et al.,
2000).

As células Trn fornecem os principais sinais essenciais para o recrutamento e selegdo
de células B para geracédo de respostas protetoras de anticorpos. Durante a infeccéo cronica pelo
HIV ndo tratada, as células Trn tornam-se altamente expandidas nos ganglios linfaticos
(WENDEL et al., 2018). Apesar desse aumento na frequéncia das células Trn de pessoas
vivendo com HIV, elas sdo menos eficientes em providenciar ajuda apropriada as células B
(CUBAS et al., 2013). A estimulagdo antigénica persistente estimula a expansdo anormal das
Ten e eles permanecem capazes de responder aos antigenos do HIV, mas tornam-se
funcionalmente afetados (Figura 5) (NOTO; PANTALEO, 2017; WENDEL et al., 2018).
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Figura 5 - O papel do TFH na diferenciacdo de células B. Trx (a) fornece a coestimulacao as
células B (b), através da molécula coestimuladora CD40 interagindo com o ligante CD40
(CD40-L) (c), na célula B (b) e produzindo a citocina IL-21 (d) que impulsiona a proliferacdo
de células B (Adaptado de UWADIAE, 2016).

2.3.2 Disfuncao de Linfdcitos B

Respostas imunes humorais mediadas por células B sdo fundamentais para a imunidade
adaptativa. As células B produzem um conjunto diversificado de anticorpos, que ajudam na
eliminacdo eficaz de antigenos, incluindo patégenos. Além disso, as células B desempenham
um papel indispensavel no sistema imunolégico por meio da apresentacdo de antigenos e
secre¢do de citocinas (COOPER, 2015; LEBIEN; TEDDER, 2008; YUSEFF et al., 2013). A
imunodeficiéncia causada pelo HIV leva um desequilibrio nas fun¢bes do sistema imune,
caracterizada principalmente pela reducdo significativa no nimero de células TCD4*
juntamente com a suscetibilidade a uma variedade de infeccGes, e embora as populacdes de
células B ndo sejam o alvo da infeccdo pelo virus, a disfungdo nessas células pode ser devido a
um defeito nas células T CD4 funcionais (ASCHER; SHEPPARD, 1988).

A infecgéo pelo HIV esta associada a disturbios graves das células B como uma ativagao
anormal (também descrita como hiperatividade) que resulta em aumento da concentragdo de
anticorpos, fendmeno conhecido como hipergamaglobulinemia e autoanticorpos (MOIR;
FAUCI, 2008). A hipergamaglobulinemia origina de uma manifestagdo dos efeitos policlonais
ativadores da replicacdo do HIV nas células B, levando a sua diferenciagdo terminal em
plasmabastos ou células plasmaticas (MOIR; FAUCI, 2014). Esse disturbio também leva

imunidade humoral defeituosa em especial nas células B da memoria e por isso as respostas de
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anticorpos sao prejudicadas, particularmente no contexto de vacinagbes como também na
suscetibilidade as infec¢Ges bacterianas (Figura 6) (HAAS; ZIMMERMANN; OXENIUS,
2011; MOUQUET, 2014; SODORA,; SILVESTRI, 2008).

Esses disturbios ndo ocorrem apenas sistemicamente, mas também localmente. No
intestino a hiperatividade das células B intestinais leva a destruicdo dos centros germinativos
gastrointestinais e comprometimento intrafolicular. A patogénese dessa hiperativacdo esta
intimamente ligada a infeccdo do trato gastrointestinal (TGI), pois as células T CD4 intestinais
que sdo alvos preferenciais do virus sdo massivamente depletadas no inicio da infecgcdo. Essa
deplecdo causa a enteropatia por HIV que é bem descrita como inflamacdo do TGI, e esta
associada a uma miriade de manifestacOes, dentre elas méa absorcdo, diarreia, aumento da
permeabilidade intestinal e translocacdo de produtos microbianos (HAAS; ZIMMERMANN;
OXENIUS, 2011).

Resposta proliferativa c)__r d) r)’
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Figura 6 - Exaustdo de células B induzida por infeccdo persistente por HIV e replicacédo
viral continua. No contexto de infec¢Bes virais autolimitadas, as células B virgens (a)
respondem ao antigeno exdgeno migrando para areas ricas em células T dos tecidos linfoides,
tornando-se ativadas (b), iniciando uma reagédo do centro germinativo que seleciona as células
B com melhor ligacdo ao antigeno e finalmente saindo o centro germinativo como células B de
memoria de repouso de longa duracdo (c) ou células plasmaticas de vida longa (d). No contexto
de uma infeccdo viral persistente, como o HIV, a ativa¢do imune cronica aumenta a frequéncia
de células B exausta (e), células B hiperativadas (f), e plasmablastos de vida curta (g).
(Adaptado de MOIR; FAUCI, 2009).
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A hiperativacdo de células B e a hipergamaglobulinemia de especificidade néo
patogénica sdo frequentemente observadas em muitas infeccfes virais e bacterianas, além do
contexto de doencas autoimunes. Contudo, o diferencial, é a deplecédo das células CD4 a nivel
intestinal. Foi recentemente abordado se a enteropatia associada ao HIV e o aumento da
exposi¢do sistémica a antigenos microbianos do TGI contribuem para a hipergamaglobulinemia
associada ao HIV de maneira dependente do antigeno. Uma vez que a translocagdo microbiana
do TGI é sistémica e esta intimamente ligada a ativacdo cronica de células T na infeccdo pelo
HIV, é concebivel que ela também afete a hiperativacdo sistémica de células B, talvez até
mesmo de maneira dependente de antigeno (HAAS; ZIMMERMANN; OXENIUS, 2011).

Com a translocagdo microbiana, espera-se uma forte resposta de anticorpos ao intestino
comensal bactérias. No entanto, as respostas de anticorpos ao intestino comensal as bactérias
ndo foram alteradas em pessoas infectadas pelo HIV, e foram bem mantidas no estagio
avancado da doenga em niveis comparaveis aos de controles ndo infectados (revisado por
HAAS; ZIMMERMANN; OXENIUS, 2011). Em consonancia com esse fato, a hiperativacéo
de células B na infeccdo pelo HIV é caracterizada principalmente por aumento da expressédo de
marcadores de ativacao de superficie que gera respostas policlonais (HAAS; ZIMMERMANN;
OXENIUS, 2011).

Assim, 0 mecanismo para a ativacao de células B policlonais na infeccdo pelo HIV-1
tem sido proposto pelas seguintes vias: 1) interacdo da glicoproteina gp120 do envelope do
HIV-1, dentre outros, 2) pela estimulacdo TLR9 via DNA CpG derivado do virus, e 3) pela
interacdo mediada por células T por exemplo via CD40/CD40L, em combinacdo de varios
fatores com citocinas, que incluem IL-10, IL-2, IL-3 e IL-4, o fator de ativacdo de célula B
(ligante do TNF-a) e outros marcadores inflamatdrios, tais como a ferritina. Notavelmente, a
maioria dessas células T e B ativadas ndo sdo especificas ao HIV e as especificidades
antigénicas sdo amplamente desconhecidas (HAAS; ZIMMERMANN; OXENIUS, 2011).

Curiosamente, essa hiperativacdo de células B gera niveis elevados de autoanticorpos
(incluindo especificidades para DNA, lipidios, actina e miosina), e células B polirreativas com
especificidades irrelevantes, como por exemplo, para ovalbumina ou haptenos (HAAS;
ZIMMERMANN; OXENIUS, 2011). A hipergamaglobulinemia esta associada a um forte
componente de hiperativacdo antigénica inespecifica de células B, e ndo pela estimulacdo direta
da microbiota e com anticorpos polirreativos durante a infecgdo por HIV-1 ndo tratada, afinal

de contas ndo haveria a suscetibilidade as infec¢@es bacterianas (DE MILITO et al., 2004).
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Mesmo com o advento da terapia antirretroviral (TARV) e consequente reducdo da
carga viral do HIV, as PVHA convivem com um estado de ativagdo imune cronica, e que
influencia 0 aumento da expressdao dos marcadores de ativacdo nas células T e ativacdo
policlonal das células B com aumento dos niveis séricos das Imunoglobulinas, caracterizada
pela hipergamaglobulinemia (Figura 6) (LANE et al, 1983). No entanto, a
hipergamaglobulinemia e os niveis de anticorpos autorreativos e poliespecificos foram
comparaveis em pacientes com células B normais e de baixa memoria (DE MILITO et al.,
2004).

A hipergamaglobulinemia no HIV demonstra o estado hiperativo dessas células desde
0s estagios iniciais da infeccdo. Essa hipergamaglobulinemia favorece diversos mecanismos de
inflamacéo crénica no organismo de individuos infectados pelo HIV-1, aumento da producéo
de citocinas e ativacdo celular pela ligacdo de imunoglobulinas em receptores especificos de
celulas do sistema imune. Ao mesmo tempo, ha o surgimento de anticorpos contra antigenos
préprios, como por exemplo, autoanticorpos contra fosfolipidios, neutréfilos, moléculas HLA
(antigeno leucocitario humano), antigenos nucleares e DNA, actina e miosina, levando ao
desenvolvimento de doencas autoimunes, tendo como consequéncia o aparecimento de diversas
comorbidades, como doencas cardiovasculares, artrite, diabetes, entre outras (AMADORI et
al., 1991; KACANI; STOIBER; DIERICH, 1997; KEHRL etal., 1992; MACCHIA et al., 1991,
1993b; MULLER et al., 1998).

2.3.3 Estado da arte da Patogénese da disfuncéo de linfécitos B

A disfuncéo das células B pode ser decorrente de um conjunto de fatores: i) alteracdes
nos niveis de citocinas oriundas de processo de hiperativagdo causado pela deplecédo de células
T-CD4 e translocacdo microbiana; ii) diminuicdo da populacdo de células T CD4
comprometendo a cooperacdo com as células B e consequentemente disfuncéo na geragéo de
células de memdria. As interacOes celulares bidirecionais entre as T e B (dentre elas, a interagéo
CD27-CD70). O CD27 € um receptor da familia do receptor do Fator de Necrose Tumoral, e
quando interage com seu ligante CD70, expresso nos linfocitos T ativados, promove a
diferenciacdo dos linfocitos B de memoria em plasmoécitos (NAGASE et al., 2001;
SAMUELSSON et al., 1997).

Segundo estudos, a populacdo de linfécitos B expressando CD27, caracteristica dos
linfécitos B de memoria € diminuida no HIV. A perda das células B de memoria que ocorre no

inicio da infec¢do e ndo é corrigida mesmo com o0 uso continuo da terapia antirretroviral. Assim,
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a maior parte das células B de pacientes HIV soropositivos é composta por células B naive
(CD27-), elas respondem de maneira ineficiente aos antigenos e contribuem, em grande parte,
para a hipergamaglobulinemia observada na infeccdo pelo HIV (DE MILITO, 2004; MOIR;
FAUCI, 2009).

Por outro lado, ha um aumento da expressdo do CD70 pelos linfécitos T ativados e sua
interacdo com os linfécitos B implicaria na plasmocitose e consequentemente na
hipergamaglobulinemia (BOLIAR et al., 2012; DE MILITO et al., 2001; HUNZIKER et al.,
2003). A producdo desequilibrada induzida pelo HIV de varias citocinas, como fator de necrose
tumoral (TNF), interleucina 6 (IL-6), 1L-10, dentre outras, esta envolvida em disfungdes de
celulas B e associadas a uma acentuada sintese de imunoglobulinas pelas células B (MACCHIA
et al., 1993). No primeiro a secrecao de anticorpos foi inibida com anticorpos contra TNF-a
indicando gue essa citocina esta envolvida na ativacao policlonal de células B (MACCHIA et
al., 1993). No segundo producdo de citocinas foi correlacionada com a secregéo de anticorpos
no sobrenadante de culturas de PBMC contendo T CD4+ humanas infectadas com HIV e
monocitos (MACCHIA et al., 1993).

Segundo estudo, a imunidade humoral defeituosa contra antigenos especificos foi
avaliada em relacdo a possiveis defeitos nas células B virgens e de memoria em pacientes
infectados pelo HIV-1. Ao avalia-los, os autores observaram que a hipergamaglobulinemia e
0s niveis de anticorpos autorreativos poliespecificos foram compardveis em pacientes com
células B normais e de baixa memoria (DE MILITO et al., 2004).

Assim, a reducdo dos linfécitos B de memoria na infeccdo pelo HIV-1 se correlaciona
com a imunidade humoral defeituosa e que as células B virgens hiperativadas podem
representar a fonte de producdo anormal de IgG na infeccdo por HIV-1 (DE MILITO et al.,
2004). Células B virgens (naive) de pacientes infectados com HIV-1 exibem expressdo anormal
dos marcadores de ativacdo/diferenciagdo. Um deles € o marcador CD70. Estudo mostrou que
aumentos significativos no contedo de 1gG intracelular nestas células B de pacientes mostram
ex vivo estavam correlacionados com hipergamaglobulinemia e com a capacidade de células B
virgens de pacientes de secretar 1gG in vitro (DE MILITO et al., 2004).

A perda de células B de memdria pode ser mediada pela superexpressdo de CD70 em
linfocitos T ativados. a perda dessas células pode ser um dos principais defeitos na imunidade
humoral. Linfocitos B de memdria de individuos infectados pelo HIV-1 sofrem apoptose

esponténea in vitro. Por outro lado, o fenotipo que confere ativagdo aos linfdcitos B virgens
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(células B virgens hiperativadas CD70+CD27-) tem sido positivamente correlacionado com
hipergamaglobulinemia (DE MILITO et al., 2004).

Além dessa relacdo, essas células B CD27-CD38+ estabelecidas como transicional e
com alta taxa de renovacdo. Em individuos saudaveis, a maioria das células B no sangue
periférico sdo virgens ou de memoria, células B CD27- ou CD27+ respectivamente, enquanto
na infeccdo aguda e crénica pelo HIV é observado um actimulo de células B CD27- e com
expressao de receptor de ativacdo (CD38+). Segundo os autores, essas celulas CD27-CD38+
também sdo definidos como células B imaturas/transicionais humanas e aqueles pacientes com
taxas mais altas dessas células B tendem a se tornar progressores rapidos (Figura 7) (FU et al.,
2021).

Medula Ossea Sangue Periférico Linfonodo
Imatura Imatura/Transicional Centro
Germinativo
gg:g? Naive
Madura CDa3g*
cD20* IgD”
cD27+
Célula plasmatica Aumento com a linfopenia
de vidalonga de células T CD4+ Plasmablasto de

vida curta

CD10°  Ki-67"
cD21'e cD19g'e
CD27+* CD20"

CD38** Ki-67*
cp21'° cp19*
CD27** CD20"

Meméria em Memoéria Memoéria
Aumento com a repouso semelhante a tecido Ativada

viremia crénica
do HIV

Aumento com
aviremia
cronicado HIV

Diminuigo Aumento com a Plasmablasto de
durante ainfecgio viremia crénica vida curta
pelo HIV do HIV

CD10" Ki-67*
cD21'° cD19*
CD27** CD20"

Aumento precoce
com a viremia do
HIV

Lo: baixo
Hi: alto

Figura 7 - Dinamica das subpopulacdes de células B nossa diferentes compartimentos em
uma infeccdo pelo HIV. As subpopulacdes estdo fenotipadas por alguns marcadores
fenotipicos mais usados e os compartimentos medula éssea, sangue periférico e linfonodo sdo
ilustrados. Em vermelho estéo as alteragdes que nos individuos infectados pelo HIV (Adaptado
de (MOIR; FAUCI, 2017).
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Sendo assim, fica evidente a necessidade de se estudar mecanismos e alteracdes
funcionais dos linfdcitos B, uma das principais células do sistema imunolégico contra o HIV,
para a identificacdo de parametros que possam predizer comorbidade, mortalidade e

desenvolvimentos de terapias futuras no tratamento de HIVV/AIDS.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Investigar a disfuncéo de linfocitos B em pessoas vivendo com HIV/AIDS internados na
Fundacao de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado — FMT-HVD.

3.2 Objetivos Especificos

1. Investigar pardmetros laboratoriais e marcadores de disfuncdo de linfocitos B em pessoas
vivendo com HIV/AIDS hospitalizados com e sem historico de reinternacéo;

2. Determinar, ex vivo, correlacbes dos niveis séricos de anticorpos IgM e de citocinas
inflamatdria/regulatéria (IL-8,IL-1p, IL-6, 1L-10, TNF e 1L-12p70) com disfuncéo de células
B associado ao historico de reinternagéo.

3. Verificar, in vitro, os mecanismos envolvidos na disfuncdo de células B associado ao
historico de reinternacdo pela imunofenotipagem de células B e dosagem de sobrenadantes de
cultura de PBMC frente a antigenos inatos e especifico indicativo de perfil

inflamatdério/modulador.
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4. ESTRATEGIAS METODOLOGICAS
4.1 Aspectos éticos

Este estudo integra um projeto principal intitulado: “PARAMETROS CLINICOS E
LABORATORIAIS COMO PREDITORES DE OBITO EM PACIENTES HIV/AIDS
INTERNADOS”, aprovado pelo Comité de Etica do FMT- HVD, sob o nimero de parecer
(3.345.985) e CAAE (89665118.6.0000.0005) (Anexo 3).

4.2 Tipo, populagéo e local do estudo

Trata-se de um estudo longitudinal retrospectivo/prospectivo com pessoas vivendo com
HIV/AIDS, internados no Hospital Nelson Antunes da Fundacdo de Medicina Tropical Dr.
Heitor Vieira Dourado/Amazonas (FMT-HVD/AM), onde o recrutamento das pessoas se deu
por demanda espontanea. O processamento das amostras e armazenagem foram realizadas na
Unidade de Pesquisa Clinica Carlos Borborema (UPCCB).

Em ambos, a abordagem foi realizada com a pessoa ou seu acompanhante no leito de
internacdo, onde foram inicialmente esclarecidos a respeito da pesquisa e convidados a
participar, o seguimento se deu ap6s 0 aceite através do termo de consentimento livre e
esclarecido - TCLE (Anexo 4).

Dividiu-se as PVHA em grupos, onde a classificacdo se deu de acordo com a frequéncia
de hospitalizacGes durante quatro anos, sendo dois anos antes do recrutamento e dois anos apos
0 recrutamento, dados acompanhados no prontuario eletrdnico disponivel pelo iDoctor. As
PVHA que apresentaram mais de uma internacdo hospitalar, foram classificadas como grupo
RETORNO, e PVHA que tinham apenas uma internacdo durante esse periodo estabelecido,
foram classificadas como grupo NAO RETORNO

4.3 Critérios de Inclusao

Foram incluidos no estudo pessoas vivendo com HIV/AIDS, na faixa etaria entre 18-70
anos, de ambos 0s sexos, internados no periodo de até 24 horas em unidade de terapia intensiva
e enfermaria da FMT-HVD.

4.4 Critérios de nao inclusao

Né&o foram incluidos no estudo, gestantes, puérperas, criangas, populacao carceraria, e

gue ndo assinaram ou estavam incapazes de assinar o termo de consentimento.
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4.5 Desenho experimental e Recrutamento

Ao todo foram usadas amostras de sangue periférico de 70 PVHA internadas na
Fundacao de Medicina Tropical — Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD). Elas foram classificadas
em dois grupos, sendo o grupo RETORNO composto por 36 PVHA internadas que
apresentavam mais de uma internacdo no periodo de quatro anos, sendo dois anos antes do
recrutamento e dois anos apds a coleta. O grupo NAO RETORNO foi composto por 34 PVHA
que tinham apenas uma internacdo dois anos antes e até os dias de hoje. Desses 70 pacientes,
foram realizadas comparag6es entre parametros hematologicos, bioquimicos, e de débito para
investigar o impacto da reinternagdes no estado geral do paciente.

Para responder questbes especificas do estudo, as amostras foram obtidas em dois
recrutamentos. (Figura 8). O primeiro recrutamento foi realizado com 48 amostras de PVHA(
em azul) e buscou responder se dois dos principais fatores de disfuncéo de linfocitos B estariam
associados a risco de reinternacdo das PVHA. 1) avaliou-se os niveis de IgM séricos para
comparar os niveis de hipergamaglobulinemia nos dois grupos; 2) avaliou-se a frequéncia de
células B imatura/transicional/naive produtoras de IgM. Para isso avaliou-se por citometria,
fenotipos de linfocitos B naive (CD19+) que ndo possuem marcador de memoria CD27
(CD19+CD27-) e comparou-se 0s niveis intracitoplasmaticos de IgM a partir da
permeabilizacdo celular. Ambos os marcadores foram avaliados na admisséo (denominado DO)
e ao longo da internacdo em dois pontos especificos: trés dias de internacdo (D3) e sete dias de
internacdo (D7). Além disso, foi comparado o estado inflamatorio a partir da determinacéo dos
niveis séricos de CD14 soluvel e de citocinas do perfil inflamatério/regulatério.

O segundo recrutamento (em vermelho) foi realizado com 22 pacientes e as amostras
foram coletadas exclusivamente para os ensaios de cultura celular a fim de responder questdes
as vias de ativagdo de celulas B na disfuncao na resposta de producdo IgM intracitoplasmatica
nas células imatura/transicional/naive sob estimulo inato e especifico. Baseado nos
mecanismos de ativacdo de células B policlonais na infecc¢éo por HIV-1 proposto acima, a saber
1) estimulo especifico com peptideo da glicoproteina gp120 do envelope do HIV-1; 2) pela
estimulagdo por agonista inato por via CpG; e 3) o estudo avaliou niveis de citocinas
inflamatorias/regulatdria para pressupor a ativacéo das celula B imatura/transicional/naive via
interacdo mediada por células T por meio da modulag&o com citocinas a nivel do sobrenadante.

Nesse caso, as amostras foram coletadas apenas no dia de admisséo (DO0). (Figura 8).



44

PVHA TOTAL
N=70
ex vivo In vitro
| |
_ e o _ DO
DO(N=48); D3(N=20); D7(N=14)
N=22
Retorno N=23 Retorno N=13

Nao Retorno N=25 Nao Retorno N=9

PBMC PLASMA PBMC e CULTIVO

Sobrenadante

i —

Dosagens
sIgM

Imunofenotipagem <CD14 Imunofenotipagem
Citocinas

Figura 8 — Desenho experimental do estudo

4.6 Obtencao dos dados clinicos

O acesso ao historico médico das PVHA foi realizado através do prontuario eletrdnico
iDoctor versao 1.0.69b86, onde foram coletados os seguintes dados clinicos: estado de salde
geral, comorbidades, coinfec¢Bes, tratamento, retornos e dbito. Como também os dados
laboratoriais: hemograma, sorologia, marcadores imunolégicos (carga viral e contagem de

células T CD4") e marcadores hematol6gicos e biogquimicos.

4.7 Coleta das amostras bioldgicas

Para o primeiro recrutamento, as amostras de sangue foram coletadas em trés pontos
diferentes, sendo o primeiro DO, onde a coleta foi feita em até 24h apds a internacéo, o segundo
D3, coleta realizada trés dias ap6s o DO, e o terceiro D7, onde realizou-se a coleta sete dias apds
0 DO. Para o segundo recrutamento realizou-se apenas coletas no dia da abordagem da PVHA
em até 24h apos a internagcdo. Em ambos foram coletados até 9 mL de sangue em tubos com

heparina, logo apds serdo encaminhadas ao laboratorio para o processamento.
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4.8 Obtencéo de Plasma

As amostras foram centrifugadas a 20°C em 1500 RPM por 10 min para separa¢do do
plasma. Apos a separacdo, foram armazenadas duas aliquotas contendo 1 mL de plasma, para

as dosagens sericas.

4.9 Obtencao das PBMCs (Celulas Mononucleadas do Sangue Periférico) para anélise
dos Linfdcitos B

As amostras foram centrifugadas a 20°C em 500 xg por 30 min com baixa aceleracéo e
sem freio, e a obtencdo das PBMCs foi por intermédio do gradiente de concentracdo Ficoll-
Hypaque (Sigma, EUA) e as lavagens foram realizadas com PBS 1x (Phosphate buffered
saline) (Sigma-Aldrich®) de acordo com o protocolo de PBMC (Anexo 5). AS PBMCs do
primeiro recrutamento (48) foram congeladas em criotubos e imunofenotipadas ap6s 3 meses,

ja a do segundo recrutamento (22) foram cultivas logo em seguida.

4.10 Cultivo das PBMC (Linfécitos B) frente a agonistas TLRs

O cultivo foi realizado com 1x10° de células por pogo. Em placas de 96 pogos com
fundo U (CORNING, 3599), em estufa de 5% CO2 a 37°C, as células foram adicionadas na
presenca de agonistas de TLRs, Lipopolissacaridio - LPS (Invitrogen™) a 20ug/mL, e CpG
(ODN2006, Invitrogen™) a 3ug/mL. Também foram estimulados com Peptideo HIV (gp120 e
p24) (PETTIT etal., 1994) como antigeno especifico para HIV a 2 pg/mL. Apds as 24h, foram
separados 100 pL do sobrenadante de cultivo e armazenados em -30°C. Foi utilizada a solugéo
de EDTA (20 mM) para interromper a reacdo celular frente aos estimulos e iniciar a
imunofenotipagem das células (AL-HARTHI; ROEBUCK; LANDAY, 1998; ZANUSSI et al.,

1996) conforme o protocolo de cultivo celular e imunofenotipagem (Anexo 6).

4.11 Anélise das moléculas de superficie dos linfocitos B

As PBMCs cultivadas foram incubadas com anticorpos monoclonais conjugados a
fluorocromos para deteccdo de moléculas da superficie e identificacdo das diferentes
subpopulagbes de linfocitos B (CD19, CD70, CD27) (Invitrogen™) e suas alteracOes
fenotipicas a serem estudadas (IgM intracelular) (Invitrogen™) segundo o protocolo de cultivo
celular e imunofenotipagem (Anexo 6). A analise foi realizada por citometria de fluxo no FACS
Canto 11, da plataforma de citometria de fluxo RPT08J. E os dados gerados foram analisados

utilizando o programa Flow-Jo v.10, conforme a estratégia de gates abaixo.
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Positivo

Figura 9 — Estratégia de gates e analises de subpopulacdes de linfécitos B IgM+

4.12 Quantificacdo de slgM e sCD14 no sobrenadante e plasma

Os anticorpos presentes no sobrenadante de cultivo e no plasma foram quantificados
por Ezyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) - IgM Human ELISA Standard (for Uncoated
ELISA Kit) - Invitrogen™. O CD14 soluvel presente no plasma dos PVHA foi quantificado

por Ezyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) - Human CD14 Matched Antibody Pair Kit
— ABCAM.

4.13 Quantificacao de Citocinas do sobrenadante e plasma

As dosagens das citocinas, interleucina-8 (IL-8), interleucina-1p (IL-1p), interleucina-

6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), niveis de proteina do fator de necrose tumoral (TNF) e
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interleucina-12p70 (I1L-12p70) foram realizadas pela técnica de citometria de fluxo Cytometric
Bead Array - CBA, utilizando o Kit Human Inflammatory Cytokine - Cat. N° 551811, Lot.:
1267105, marca BD™ Biosciences, San Diego, CA), seguindo as orientacdes do protocolo de
CBA (Anexo 7)

4.14 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no Stata (versdo 13.0). Foi realizado teste de
Shapiro-Wilk para verificar a distribuicdo das variaveis e diagrama de dispersdo para as
correlacdes. Para andlises das variaveis numéricas utilizamos o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney com mediana e intervalo interquartil e como paramétrico o teste t student. A
significancia em comparac6es simples entre dois grupos foi avaliada pelo teste t. Comparacdes
de multiplos grupos foram feitas por analise de variancia (ANOVA). As analises de correlacédo
foram realizadas no GraphPad Prism (versdo 9.0.2) foi utilizado o teste de Spearman. A partir
das analises de correlacdo, verificou-se quais correlagcGes eram positivas (proximo de 1.0) ou
negativas (proximo de -1.0). Para elaboragdo das redes e matriz de correlagdo utilizou-se o
Cytoscape (versdo 3.9.1) e o Excel. Foram consideradas estatisticamente significativas as

diferencas que apresentarem valores de p<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1 Caracteristicas gerais da populacéo

Foram incluidas no estudo, 70 PVHA internadas na FMT-HVD, estas foram
classificadas em dois grupos, sendo, o grupo RETORNO (n=36) aquelas que apresentavam
mais de uma internacdo no periodo de quatro anos, sendo dois anos antes do recrutamento e
dois anos ap6s, o grupo NAO RETORNO (n=34) aquelas PVHA que tinham apenas uma
internagdo durante o periodo estabelecido. O estudo foi realizado em duas etapas, na primeira
foram recrutadas 48 PVHA, onde as coletas foram feitas em 3 seguimentos, sendo DO (até 24h),
D3 (3 dias) e D7 (7 dias). Na segunda etapa, foram recrutadas 22 PVHA, com apenas um ponto
de coleta (DO0). (Figura 8).

As anélises foram processadas e analisadas conforme a descri¢éo dos resultados abaixo
(Tabela 1). Em ambos os grupos, observou-se a predominancia do sexo masculino. Quanto ao
uso de terapia antirretroviral (TARV) observou-se a prevaléncia do uso irregular, sendo 61,1%
e 35,3% nos grupos RETORNO e NAO RETORNO, respectivamente.

Dos motivos de internacdes, o grupo RETORNO apresentou 50,0% para sindrome
retroviral, sequido de 27,8% para tuberculose. J4 no grupo NAO RETORNO, a sindrome
retroviral foi predominante com 55,9%. O grupo RETORNO apresentou 50,0% para
coinfec¢Bes. Quando analisados os desfechos clinicos dessas pessoas, 0 grupo RETORNO
apresentou a maioria dos 6bitos, sendo 27,8% enquanto o grupo NAO RETORNO apresentou
a maioria das altas hospitalares sendo 88,2% (Tabela 1).

A mediana de idade dos grupos foi de 37 anos para o0 grupo RETORNO e 35 anos para
o0 grupo NAO RETORNO (Tabela 1). Quanto ao tempo do uso de TARV, o grupo RETORNO
apresentou maior tempo quando comparado ao grupo NAO RETORNO. Na avaliacio da carga
viral (CV) inicial, o grupo NAO RETORNO apresentou maior carga viral inicial, sendo 159,514
copias/ml, e maior carga viral durante a internacéo sendo 165,833 copias/ml, diferente do grupo
RETORNO que apresentou a mediana de 52,267 copias/ml na fase inicial e 77,581 copias/ml
durante a internacdo. Ja em relacdo a contagem de linfocitos T CD4", ambos 0s grupos
apresentaram a mediana abaixo de 350 células/mm3, tanto na fase inicial quanto na internacéo
(Tabela 2).
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L Total NAO RETORNO RETORNO Razdo de
Variaveis (n=70) (n=34) (n=36) probabilidade
(1C95%)
N (%) N (%) N (%) -
Sexo
Masculino 54 (77,2) 26 (76,5) 28 (77,8) -
Feminino 16 22,9 8 23,5 8 22,2
Uso de TARV
Irregular 34 48,6 12 35,3 22 61,1
Regular 11 15,7 4 11,8 7 19,4 -
Naive 25 35,7 18 52,9 7 19,4
Motivo de internacéo
Tuberculose 20 28,6 10 29,4 10 27,8
Sindrome retroviral 37 52,9 19 55,9 18 50,0 -
Neurotoxoplasmose 10 14,3 4 11,8 6 16,7
Pneumonia 1 1,4 0 0,0 1 2,8
Sifilis 1,4 0 0,0 1 2,8
Neurocriptococose 14 1 2,9 0 0,0
Coinfeccéo
Sim 33 47,1 15 44,1 18 50,0 -
Né&o 37 52,9 21 61,8 18 50,0
Desfecho Clinico
Obito 14 20,0 4 11,8 10 27,8 1,58 (1,17 -2,02)
Alta 56 80,0 30 88,2 26 72,2

TARV: Terapia antirretroviral; CD4: linfcitos T CD4 Raz&o de probabilidade: ou Odds ratio; 1C95%: intervalo

de confianca a 95%
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Total NAO RETORNO RETORNO p
Variaveis (n=70) (n=34) (n=36) valor
Mediana (IQR) Mediana (IQR) Mediana (IQR)
Idade 36 (30-42) 35 (30-42) 37 (30-43) 0,869
Tempo de uso de TARV 4(0-8) 1,5 (0-6) 6.5 (2,5-10) 0.003*
(anos)
Dias de internacdo 10(5-17) 12 (5-17) 10 (5-17) 0.795
CD4 (céls/mm?®)* inicial 127 (43-279) 116(37-231) 136 (53-291) 0.384
CD4(céls/mmd)* internagéo 96 (35-242) 91 (31-201) 113 (54-280) 0.584
. N 92.000 (21.000- 160.000 (54.000- 52.000 (19.000-
Carga viral (copias) inicial 407.000) 656.000) 140.000) 0.015*
Carga viral (copias) 103.000 (40.000- 166.000 (41.000- 78.000 (40.000-
internacéo 286.000) 414.000) 180.000) 0.063

TARV: Terapia antirretroviral; CD4: linfocitos T CD4*

5.2 Andlises dos parametros laboratoriais

Para avaliar os dados laboratoriais, foi realizada analise de comparacao entre 0s grupos.

Nos dados hematoldgicos ndo foram observadas diferencas significativas, no entanto, alguns

parametros mostraram-se alterados. Observou-se que as hemacias de ambos 0s grupos estavam

abaixo dos valores normais de referéncias, assim como o hematdcrito do grupo NAO

RETORNO. Baseado nas medianas, foram observadas também linfocitose no grupo NAO

RETORNO, e monocitose em ambos 0s grupos (Tabela3).

Quanto aos dados bioquimicos, o grupo RETORNO apresentou um leve aumento da

glicose, assim como a gama GT, o TAP e a ferritina que estavam elevadas nos grupos

RETORNO e NAO RETORNO (Tabela 4).



Tabela 3. Analises Hematoldgicas
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Total (n=70) NAO RE_TORNO RET?RNO
Parametros Hematoldgicos Referéncia (n=34) (n=36) p valor

Mediana (IQR) Mediana (IQR) Mediana (IQR)
Hemaécias (x10%cél./mm?® 4.2-5.5 3,9 (2,4-4,6) 3,9 (2,8-4,6) 3,9 (2,0-4,6) 0,777
Hemoglobina (g/dL) 12,5-15,5 12,8 (9,8-14,6) 13,0 (9,2-14,8) 12,8 (10,0-14,2) 0,593
Hematdcrito (%6) 36,0-47,0 36,8 (31-40,5) 34,2 (30,7-39,8) 37,5(31,0-405) 0,612
VCM (fL) 80,0-100,0 84,6 (81,7-89,5) 83,8 (81,4-88,6) 86,0 (81,9-90,5) 0,308
HCM (pg) 27,0-32,0 28,2 (26,5-29,8) 28,0 (26,6-29,6) 28,8(26,1-29,8) 0,55
CHCM (g/dL) 32,0-36,0 33,0 (32,0-33,8) 33,0 (32,1-33,6) 33,0(31,6-33,8) 0,619
RDW (%) 10,0-15,0 12,6 (11,8-13,8) 12,4 (11,8-13,3) 12,7 (11,8-14,1) 0,328
Leucdcitos (x103cél./mm3) 4-10 6,4 (4,6-10,6) 7,2 (4,5-11,2) 6,1 (4,7-10,2) 0,609
Neutréfilos ( x10%cél./mm?) 2-7 4,8 (3,2-9) 5,4(3,3-9,9) 4,2 (3,2-7,6) 0,58
Linfécitos ( x103cél./mm?3) 1-3 2,7 (1,3-4,4) 3,7 (1,3-4,6) 1,8 (1-4,3) 0,161
Monodcitos (cél./mm3) 200-1.000 1,282 (399-1,525) 1,336 (591-1,525) 1,251 (341-1,573) 0,297
Eosindfilos (cél./mm?3) 20-500 120 (43-277) 88 (31-264) 151 (76-358) 0,132
Plaquetas ( x103/mm?) 150-450.  218,7 (161,3-267,7)  227,1(181,5-292,7) 200 (121-252,4) 0,139

VCM: Volume Corpuscular Médio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM: Concentracdo da
Hemoglobina Corpuscular Média; RDW: Amplitude de Distribuicdo dos Glébulos Vermelhos (do inglés: Red Cell

Distribution Width)
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A o . Total (n=70) NAO RE_TORNO( RETE)RNO
Parémetros Bioquimicos Referéncia Mediana (IQR) _n—34) (n—36) p valor
Mediana (IQR) Mediana (IQR)

Glicose (mg/dL) 70-100 98 (87-115) 97 (82-107) 103 (90-131) 0,09

Sédio (mEq/L) 135-145 138 (133-140) 138 (133-141) 137 (133-140) 0,733
Célcio (mg/dL) 8,5-10,5 9 (8,5-9,6) 8,8 (8,4-9,7) 9,0 (8,5-9,5) 0,977
Potassio (mEq/L) 3,6-5,2 4 (3,6-4,3 3,9 (3,6-4,2) 4,05 (3,4-4,3) 0,913
Magnésio (mg/dL) 1,3-25 1,8 (1,6-2) 1,95 (1,75-2) 1,75(1,6-1,95) 0,652
Proteinas totais 6.0-8.3 7,3 (6,1-8) 7,3 (6,1-8,0) 7,25 (6,20-8) 0,939
Globulina (g/dL) 2.0-4.0 3,3(2,6-3,8) 3,8 (3,1-3,9) 3,1(2,6-3,8) 0,307
Bil. Total (mg/dL) 0,01-1,3 0,60 (0,35-0,99) 0,53 (0,37-0,77) 0,62 (0,33-1,13) 0,934
Bil. Direta (mg/dL) 0,01-0,3 0,17 (0,10-034) 0,17 (0,13-0,35) 0,17 (0,09-0,32) 0,614
Bil. Indireta (mg/dL) 0,01-0,7 0,36 (0,24-0,64) 0,35 (0,25-0,61) 0,39 (0,24-0,64) 0,872
Ureia (mg/ dL) 10-45 35,5 (27-56) 34 (29-51) 37 (26-60) 0,497
Creatinina (mg/dL) 0.5-1.2 0,9 (0,7-1,4) 0,9 (0,7-1,2) 0,90 (0,80-1,50) 0,572
DHL (U/uL) 211-423 436 (336-662) 397 (331-704) 447 (348-592) 0,814
Gama GT (U/uL) 5-45 65 (36,5-125,5) 65 (44-116) 64 (34-135) 0,509
Albumina (g/dL) 3.5-5.0 3,6 (3,1-4,1) 3,6 (3,0-4,1) 3,6 (3,1-4,1) 0,874
Fosfatase alcalina (U/L) 65-300 272 (216-387) 285 (220-387) 257 (204-378) 0,595
TGO (U/pL) 2-38 32 (23-55) 30,5 (22-70) 33,5 (23-55) 0,87

TGP (U/uL) 2-44 28 (18-40) 28 (20-43) 25 (17-35) 0,335
CK MB (ng/mL) 24-190 68 (41,5-125,5) 53 (39-107) 73 (48,5-171,5) 0,313
TAP 0,8-1.0 1,2 (1,1-1,4) 1,3 (1,2-1,4) 1,2 (1,1-1,4) 0,649
Ferritina (ng/mL) 11-336 585 (259-1,295) 951 (444-1,258) 415 (234-1,467) 0,48

DHL.: desidrogenase latica; Gama GT: gama glutamil transpeptidase; TGO: transaminase glutimico-oxalacética;

TGP: transaminase glutamico-pirGvica; TAP: Tempo de Atividade da Protrombina.

5.3 Frequéncia de Células B imatura/transicional/naive como marcador de disfuncéo de

linfécitos B em Pessoas vivendo com AIDS

Imunidade humoral defeituosa em pessoas vivendo com AIDS esta associada a uma

triade composta pela diminuicdo de linfocitos B de memoria, aumento de células

Imaturas/transicionais/naives hiperativadas, e consequente aumento na produgéo de anticorpos

polirreativos. Para verificar a importancia de disfuncdo de linfocitos B na AIDS, o estudo

verificou quanto maior a frequéncia de linfocitos imaturas/transicionais/naives hiperativadas
(CD19*/CD27-CD70%) maior foi tempo de hospitalizacdo das PVHA, independente do histérico
de reinternacdo (P=0,0314) (Figura 10A). Da mesma forma evidenciamos que PVHA que

passam mais tempo internadas apresentam menores quantidade de CD4 circulantes (P=0,0353)
(Figura 10B), e que a presenca de linfécitos B (CD19*/CD27-CD70%) esta inversamente
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correlacionada com a contagem de CD4 mostrando que quanto maior a imunodeficiéncia

adquirida maior a presenca de células imaturas/transicionais/naives (P=0,0276) (Figura 10C).
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Figura 10 - Correlagdo entre subpopulacdes de linfdcitos B naive (CD19+/CD27-CD70+) e
dados clinicos em PVHA internadas no DO na Fundacdo de Medicina Tropical — Heitor
Vieira Dourado. (A) Correlacéo entre as subpopulacdes de linfocitos B naive (CD19*/CD27
CD70%) e os dias de internacdo (B) Correlacdo entre a quantidade de CD4 circulante e os dias
de internacdo. (C) Correlagdo entre as subpopulagdes de linfocitos B naive (CD19*/CD2T7
CD70%) e a quantidade de CD4 circulante. E importante ressaltar que o fato de alguns dos
pessoas serem naive de tratamento, ndo ha dados de células CD4 e/ou carga viral, Anélise feita
com N=36 (Spearman).

Como a disfungdo de linfdcitos B estd associada a imunidade defeituosa, e esta
deficiéncia decorre de hiperativacdo celular e manifestada por uma hipergamaglobulinemia, o
estudo avaliou se esses dois eventos estdo relacionados a reinternacdo. Para isso, as PVHA
hospitalizadas foram classificadas em dois grupos distintos relacionados ao historico de
reinternagdo num periodo de 4 anos, sendo 2 antes e 2 ap0s alta. Classificados em RETORNO
n=36 (PVHA que necessitou de retorno a internagio apds alta) e NAO RETORNO n=34
(PVHA que ndo necessitou de retorno a internacgdo apos alta), a fim demonstrar as possiveis
alteracbes imunologicas em manter os niveis de imunidade ap6s a alta clinica. A
hipergamaglobulinemia foi maior nas pessoas do grupo RETORNO (p=0.0037). Conforme a
figura 11, no dia da internacédo, as PVHA que retornam a internar tiveram aumentados os niveis
séricos de IgM, contudo, a porcentagem de linfocitos B imaturos/transicionais/naives ativados

(CD27-/CD70*, Figura 11B), linfocitos B totais produtores de IgM (CD19*IgM*, Figura 11C)
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ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre os grupos. Embora os niveis
de IgM intracitoplasmatico dos linfocitos B imaturos/transicionais/naives ativados (CD27
/CD70") entre os dois grupos néo tivessem diferenca, a producdo aumentada de IgM (IgM*
ntracelulany ‘nos - |infocitos B (CD27/CD70%) em pessoas reinternados tem uma tendéncia de
aumento (Figura 11D). No entanto, o estado inflamatério os niveis de CD14 sollvel (sCD14)

néo diferiu (Figura 11E).
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Figura 11 - Andlise de biomarcadores de disfuncdo de linfécitos B produtores de IgM
séricaem PVHA entre grupos de retorno (vermelho) e ndo retorno internacao (cinza) apos
alta. (A) Dosagem de IgM sérica (slgM), (B) Porcentagem de subpopulagdes de linfocitos B
(CD19*/CD27:CD70%), (C) Porcentagem de subpopulacdes de linfdcitos B expressando IgM
intracelular, (D) Média de intensidade de fluorescéncia de IgM intracelular em subpopulacdes
de linfdcitos B, (E) Dosagem da concentracdo de CD14 soluvel durante o DO de internacéo.

A fim de verificar a possibilidade de hipergamaglobulinemia por linfécitos B imaturos
(Figura 12), foi realizada a analise de IgM intracelular nessas células durante o D3 e D7 da
internacdo, os resultados demonstram que ha um aumento gradual na porcentagem dessas
células no D3 (p=0,0829) e D7 (p=0,0184), e igual modo, a expressao intracelular de IgM no
D3 (p=0,0240) e D7 ( p=0,0531) nas PVHA do grupo RETORNO, indicando que a disfungéo
de linfocitos B contribui para reinternagdes dessa pessoas.
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Figura 12 - Analise da expressdo de IgM em linfocitos B naive ativados em PVHA entre
grupos de retorno (vermelho) e ndo retorno internacéo (cinza) apo6s alta durante o dia 3 e
7 da internagdo. (A) Porcentagem de subpopulacfes de linfocitos B expressando IgM
intracelular no dia 3 (B) Porcentagem de subpopulacGes de linfécitos B expressando IgM
intracelular no dia (C) Média de intensidade de fluorescéncia de IgM intracelular em
subpopulacdes de linfocitos B no dia 3, (D) Média de intensidade de fluorescéncia de IgM
intracelular em subpopulacées de linfocitos B no dia 7.

Para verificar se 0 grupo que possui maior risco de obito apresenta elevados niveis de
citocinas inflamatorias, foram verificadas, através de dosagem sérica, as citocinas de perfil
inflamatério/regulatério entre os grupos de RETORNO (vermelho) e NAO RETORNO (cinza)
no dia da internagdo (DO) (Figura 13). Curiosamente, apenas a citocina IL-10 apresentou niveis
inferiores (p=0,0388) no grupo RETORNO, enquanto as outras citocinas inflamatdrias:
interleucinas 12p70 (IL-12p70), fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-6 (IL-6),
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interleucina-1p (IL-1pB), e interleucina-8 (IL-8), ndo apresentaram diferencgas entre 0s grupos,

indicando uma influéncia maior de imunomodulacao sobre um cenério inflamatério.
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Figura 13 - Analise da dosagem de citocinas séricas de plasma de PVHA entre grupos de
retorno (vermelho) e ndo retorno internacéo (cinza) no DO. A média de intensidade de
fluorescéncia de 1L-10 (A), IL-12p70 (B), TNF (C), IL-6 (D), IL-1p (E), IL-8 (F).

Para caracterizar as relacGes encontradas entre os marcadores imunolégicos foi
realizada uma analise de rede dos marcadores séricos de plasma e de imunofenotipagem celular
de PVHA entre grupos de RETORNO (vermelho) e NAO RETORNO (cinza) (Figura 14). Os
niveis de correlagdes significativas (p<0,05) foram demonstradas por tracos e tracejados, e
evidenciaram uma rede de correlac@es positivas comuns entre 0s grupos, entre as citocinas IL-
8, IL-6, TNF e IL-1p, por outro lado, no grupo RETORNO foi observada a falta de correlacbes
com IL-10, provavelmente em razdo de reducédo sérica dessa citocina (Figura 12A). O grupo
RETORNO mostrou uma correlacdo fortemente positiva entre IL-6 e os linfécitos B (CD27

/CD70%) que expressam IgM intracelular (Figura 14).
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Figura 14 - llustracdo de estruturas de rede dos marcadores séricos de plasma e de
imunofenotipagem celular de PVHA entre grupos de retorno (vermelho) e néo retorno
internacdo (cinza) apoés alta. Niveis de correlagcGes significativas demonstradas por tracos e
tracejados. Elaboradas no programa estatistico CytoScape.

As analises séricas evidenciaram a hipergamaglobulinemia como a principal fator da
disfuncédo de linfdcitos B associado ao histérico de reinternacdo. No entanto, alguns achados
levantaram suspeitas sobre como os mecanismos dessa disfungdo envolvendo imunidade
defeituosa e producdo aumentada de IgM por linfécitos B (CD27/CD70%). A fim de avaliar se
sinalizacdo da resposta inata e/ou especifica estariam ligados a disfuncdo imunolégica de
linfocitos B (CD27/CD70%), foi realizado o cultivo de PBMCs para avaliacdo da expressdo e
producédo de IgM frente a estimulo de peptideo da p24 e gp120, e dois agonistas de resposta
inata.

Um dos mecanismos de ativacdo policlonal de células B na infeccdo por HIV-1 é a
interacdo mediada por células T via contato celula a célula como também pela agdo de citocinas.
A nivel sérico, apenas a citocina IL-10 havia apresentado niveis inferiores. Foi realizado, entéo,
o cultivo celular por 24 horas de PBMC frente a diferentes estimulos (peptideo HIV, CpG, LPS
e CpG+LPS) de PVHA que compdem os grupos RETORNO (vermelho) e NAO RETORNO
(cinza), (Figura 15). Os resultados foram contabilizados pelo indice de reatividade calculando
os valores da IgM intracitoplasmatica/sérica ou de citocinas apds estimulo sobre os valores das

mesmas citocinas determinados sem estimulo (controle negativo), a fim de determinar o nivel
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de expressao da IgM intracitoplasmética/sérica ou da citocina, respectivamente. Apos a analise
foi possivel observar, a elevada expresséo de IgM intracelular nos linfécitos B (CD27/CD70%)
(P=0,0127), assim como, a producéo de I1L-6 ( p=0,0499) no grupo NAO RETORNO, quando
estimuladas com peptideos HIV. Apesar de serem observadas uma maior expressdo de IgM
intracelular no grupo NAO RETORNO, n#o houve diferencas significativas entre os grupos
em relagdo a dosagem de IgM sérica (Anexo A), tdo pouco em relagdo as outras citocinas do
perfil inflamatorio/regulatorio (IL-8, IL-1p, IL-10, TNF e IL-12p70) analisadas ( Anexo B).
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Figura 15 - Analise disfuncéo de linfocitos B naive frente a diferentes tipos de estimulos
em PVHA entre grupos de retorno (vermelho) e ndo retorno internacgéo (cinza) apos alta.
(A) Expressdo de IgM intracelular em Linfdcitos B naive, e (B) Nivel de IL-6 de sobrenadante
de cultura no DO da internacao.
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As analises sericas do dia zero de internacdo (D0), demonstram redes significantes entre
as citocinas 1L-8/IL-1B/IL-6/IL-10/TNF (Figura 14). Buscou-se, portanto, através do cultivo
celular, entender quais estimulos poderiam estar envolvidos na manutencao dessas correlagoes,
e entender melhor a disfuncdo imunoldgica evidenciada nos resultados anteriores. Para isto, foi
realizada uma Matriz de correlagdo entre os fendtipos de células B (CD27
/CD70*/IgM*intracelulan) “citocinas inflamatorias/regulatoria e lgM secretada de sobrenadante de
cultura de PBMC de PVHA entre grupos NAO RETORNO (a esquerda) e RETORNO (a
direita). Foi estabelecida uma escala visual por intensidade de cores, com variancia de 1 a -1
conforme o valor de correlagéo representadas pela cor em azul para as correlagdes positivas e
em vermelho as negativas dos que apresentaram p<0,05. Os resultados demonstram que ambos
0s grupos tiveram uma correlacdo positiva entre IL-10/TNF no controle negativo, IL-10/TNF,
IL-6/TNF, IL-1B/TNF, IL-6/IL-10, IL-1p/ IL-10 e IL-6/IL-1B no estimulo CpG, IL-1B/TNF no
estimulo LPS, IL-1B/TNF e TNF/IL-12p70 e no estimulo CpG+ LPS (Figura 16). A visdo
geral exibida na figura 16 ajuda a entender melhor as caracteristicas que diferenciaram 0s
grupos, a comecar pelo controle negativo do grupo RETORNO, que apresentou uma maior
quantidade de correlacdes entre as citocinas IL-1B/IL-6/IL-10/TNF.

Curiosamente, essas correlagdes se assemelham quando estimuladas com CpG para
ambos 0s grupos. Entretanto, ao observar a resposta imune adaptativa, frente a um antigeno
especifico (peptideos HIV), observou-se que as caracteristicas entres 0s grupos sdo bem
diferentes, com correlagdes positivas entre 1L-10/TNF, IL-6/TNF, I1L-6/1L-10, IL-1p/ IL-10 e
IL-6/IL-1B no grupo NAO RETORNO, semelhantes ao estimulo por CpG e de igual modo nas
analises de rede dos marcadores séricos apresentados anteriormente.

O grupo RETORNO, quando estimulado com peptideo HIV, houve correlacfes bem
diferentes do grupo NAO RETORNO, caracterizado principalmente pelas correlagdes
negativas de IL-6/1L-10, IL-8/IL-10 e correlacdo positiva de IL-6/1L-8, semelhante as analises

de rede apresentados anteriormente ( Figura 14).



Controle Negativo

HIV

CpG

LPS

CpG + LPS

NAO RETORNO (n=9)

N/IgM
N/IgM (MIF)
Human [L-12p70
Human TNF
Human IL-10
Human IL-6
Human IL-1B
Human IL-8

IgM concentragdo

N/igM

N/IgM (MIF)|
Human IL-12p70|

Human IL-84J

Human TNH
IgM concentragaol|

Human IL-10|
Human IL-6
Human IL-1B|

NigMm| |

N/IgM (MIF)
Human [L-12p70
Human TNF
Human IL-10
Human IL-6
Human IL-1B
Human IL-8
IgM concentracédo

5

N/igM

N/IgM (MIF)
Human IL-12p70|
Human TNHA
Human IL-10|
Human IL-6|
Human IL-1B|
Human IL-8

IgM concentragao|

N/igM

N/IgM (MIF)
Human IL-12p70
Human TNF
Human IL-10
Human IL-6
Human IL-1B
Human IL-8

IgM concentragdo

i

M
Human IL-1B|

N/IgM (MIF)

N/lg
Human IL-12p70|

Human IL-6|
Human IL-8|
IgM concentragdol|

Human TN
Human IL-10|

NigMm| |
N/igM (MIF)
Human IL-12p70
Human TNF.:
Human IL-10] |
Human IL-6| |
Human IL-18
Human IL-8
IgM concentragdo -
=0 e S P 22X g
$E8E2z23E
Z g TZI 32T §
S
N/IigM
N/IigM (MIF)
Human IL-12p70
Human TNF
Human IL-10
Human IL-6 |
Human IL-1B
Human IL-8 \
IgM concentragéo |u_‘ ‘ ‘
= 2 S0 ax o
feafazaes
= g TZT T §
=3
x 5

RETORNO (n=13)

N/igM
N/IgM (MIF)
Human IL-12p70
Human TNF
Human IL-10
Human IL-6
Human IL-18
Human IL-8
IgM concentragéo

N/IgM

N/IgM (MIF)
Human IL-12p70|
Human TNHA
Human IL-10|
Human IL-6|
Human IL-1B
Human |L-8

IgM concentrag&o|

NigM| |

N/IgM (MIF)
Human IL-12p70
Human TNF
Human IL-10
Human IL-6
Human IL-18
Human IL-8
IgM concentracéo

]

N/igM

N/IgM (MIF)
Human IL-12p70|
Human TNH
Human [L-10|
Human IL-6|
Human IL-1B|
Human IL-8

IgM concentragao|

N/igM
N/IgM (MIF)
Human [L-12p70
Human TNF
Human IL-10
Human IL-6
Human IL-1B
Human IL-8
IgM concentragdo

-

N/igM

N/IgM (MIF)
Human [L-12p70)|
Human TNF
Human IL-10|
Human IL-6|
Human IL-1B]
Human IL-8|

IgM concentragao|

N/igM
N/IgM (MIF) |
Human IL-12p70
Human TNF
Human IL-10
Human IL-6| |
Human IL-1B| |
Human IL-8
IgM concentracdo

N/igM

N/IgM (MIF)
Human [L-12p70
Human TNF
Human [L-10
Human |L-6
Human IL-1B|
Human |L-8

IgM concentrag&o|

N/IigM
N/IgM (MIF)| |
Human IL-12p70| |
Human TNF
Human IL-10
Human IL-6
Human IL-1B
Human IL-8
IgM concentragéo

s

N/igM

N/IgM (MIF
Human IL-12p70|
Human IL-10]
Human |L-6|
Human IL-1B|
Human IL-§

IgM concentragéo|

05




61

Figura 16 - Matriz de correlagdo citocinas e anticorpos IgM secretados, e células B naives
do sobrenadante de cultura de PBMC de PVHA entre grupos ndo retorno internacéo (a
esquerda) e retorno (a direita) apds alta. A escala visual por intensidade de cores varia de 1
a -1 conforme o valor de correlacdo. Em azul estdo as correlagcfes positivas e em vermelho as
negativas. As analises foram realizadas no GraphPad Prism utilizando o teste estatistico de
Spearman.

A Spearman, analise da capacidade de expressdo de IgM intracelular em linfécitos B
(CD27-/CD70%) e a producdo de IgM secretada, foi avaliada para entender quais estimulos
poderiam estar envolvidos com essa produgéo. Para isto, foram verificadas as correlagdes entre
a expressdo de IgM intracelular em linfécitos B (CD27/CD70%) e a producdo de IgM secretada
do sobrenadante de cultura frente a diferentes tipos de estimulos ( HIV, CpG, LPS, CpG+LPS),
entre os grupos NAO RETORNO (Fig. 17) e RETORNO (Fig. 18).
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Figura 17 - CorrelacOes entre a expressao de IgM intracelular em linfécitos B (CD27-
CD70%) e a producao de IgM secretada do sobrenadante de cultura frente a diferentes
tipos de estimulos em 9 PVHA do grupo NAO RETORNO (Spearman). Eixo Y valores de
concentracdo de IgM secretadas (ng/ml) e no eixo X Media de intensidade de fluorescéncia de
IgM intracelular em Linfécitos B (CD27-CD70%).
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Figura 18 - Correlacdes entre a expressdo de IgM intracelular em linfécitos B (CD27
CD70*%) e a producéo de IgM secretada no sobrenadante de cultura, frente a diferentes
tipos de estimulos em 13 PVHA do grupo RETORNO (Spearman). Eixo Y valores de
concentracdo de IgM secretadas (ng/ml) e no eixo X Média de intensidade de fluorescéncia de
IgM intracelular em Linfécitos B (CD27-CD70%).

Essas analises demonstraram uma correlacdo significativa na mensuracgdo intracelular
e extracelular de IgM de PBMCs quando estimulados com PAMP CpG (p= 0,0341, r’=0,8214)
no grupo NAO RETORNO, o que ndo foram vistos em relacdo aos outros estimulos LPS
(p=0,5560) e CpG+LPS (0,1323) apesar de ser vista uma tendéncia a no peptideo HIV
(p=0,1966). Curiosamente, no grupo RETORNO, quando estimulado com CPG, o p valor
encontrou-se aproximado da significancia (p=0,0694), ja& quando estimulado com CpG+LPS,
foi observada a correlacdo significante (0,0333, r?=0,8877), outros estimulos para esse grupo

n&o apresentaram correlagdes significantes HIV (p=0,5364) e LPS (p=0,4518).
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6. DISCUSSAO

Nos ultimos anos, os boletins epidemioldgicos tém demonstrado elevagéo dos casos de
AIDS na regido norte, principalmente no estado do Amazonas. Estudos tentam esclarecer quais
fatores clinicos e imunoldgicos estdo relacionados a mortalidade em PVHA para definir
diretrizes de manejo clinico dessa populacdo (BRASIL, 2018, 2022; COELHO et al., 2017; DE
PAULA et al., 2020; LIANG et al., 2021; NASCIMENTO; IMPROTA-CARIA; BRITES,
2022; SANTOS et al., 2020; WORKIE; BIRHAN; ANGAW, 2021). Além do fato PVHA
hospitalizadas em estagio de AIDS correm maior risco de morte, que pode persistir apos a alta
com as frequentes reinternacdo (re-hospitalizacdo) (FORD et al., 2022). Abordagens para uma
gestdo adequada de pessoas com doenca avancada por HIV é um componente chave na resposta
contra HIV para fornecer intervencfes direcionadas a populagfes em risco continuo de
mortalidade associada ao HIV (HOFFMANN et al., 2019). Em paralelo, o presente estudo
buscou avaliar disfuncdes imunologica que podem predizer a necessidade de frequéncia de re-
hospitalizagdo, que aumenta o risco de vida em PVHA em especial aquelas pessoas com AIDS
avancada.

Segundo o boletim epidemiolégico nacional, a deteccdo de AIDS entre homens foi de
24,1 casos a cada 100 mil habitantes, que ocorreu entre as pessoas na faixa etéaria de 25 a 29
anos, a maior concentracédo dos casos no Brasil foi observada nas pessoas com idade entre 25 e
39 anos. Na populacdo da regido norte, no periodo de 2010 a 2020, no Amazonas, a maioria
dos casos de AIDS (63,9%) estavam na faixa etaria de 20 a 39 anos. (AMAZONAS, 2021,
BRASIL, 2022). Estudos mais recentes trazem um cenario mais atualizado em relacdo a idade
média de PVHA internadas no estado do Amazonas, apresentando uma média de 36,2 a 37,6
anos (GAMA et al., 2021), esses resultados corroboram com os encontrados em nossos estudos,
onde a idade mediana (IQR) encontrada foi de 36 (30-42) anos. Assim, como descritos nos
boletins epidemioldgicos e em outros estudos, encontramos uma maior prevaléncia de PVHA
do sexo masculino n=54 (77,1%), isto pode ter relagdo com a redugdo gradual da incidéncia de
internacdo no sexo feminino em relacdo a taxa de deteccdo de AIDS nas faixas etarias de 20 a
29 anos e de 35 a 44 anos. (AMAZONAS, 2021; COELHO et al., 2017).

O padrédo imunoldgico que é caracterizado pela baixa contagem de linfocitos T CD4" e
presenca de doencgas oportunistas confirmou o baixo status de linfocitos T CD4* (127
céls/mm?q), independente das doengas oportunistas encontrado nos participantes. Esses niveis

sdo semelhantes aos encontrados em outros estudos regionais que demonstram que cerca de
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80% das PVHA internadas tinham uma contagem de linfécitos T CD4" inferior a 350 céls/mm3
(GAMA et al., 2021). Aqui, o estudo mostrou dois achados importantes: o primeiro que PVHA
do grupo NAO RETORNO apresentavam perfis de doencas oportunistas semelhantes aos que
NAO RETORNO:; e segundo, 0 nosso estudo é o primeiro a demonstrar importancia da
disfuncédo de linfécito B e uma evidéncia de ndo recuperacdo imunoldgica como fatores que
levam o risco de re-hospitalizacdo, que podem servir de abordagem adicional aos programas de
cuidado integral as pessoas que vivem com HIV pela Aten¢do Basica (BRASIL, 2022).

Do ponto de vista epidemiologico, o estudo apresentou diversos fatores preocupantes, a
primeira é a prevaléncia de 35,7% de pessoas virgens de tratamento internadas. No contexto
regional, é elevada a probabilidade de se encontrar valores reduzidos de linfécitos T CD4* em
PVHA que sdo internadas, principalmente, os que ndo haviam feito uso de TARV (virgens de
tratamento), isto esta relacionado a apresentacdo tardia do diagnostico e tratamento. Essa
apresentacdo tardia ao inicio da TARV pode ter relacdo as caracteristicas demograficas da
regido norte, onde residir em municipios/regides com indice de vulnerabilidade social alto, pode
aumentar em mais de 20% as chances de ndo estar em uso de TARV (PASCOM; MEIRELES;
BENZAKEN, 2018). O segundo fator preocupante foi que apesar de ser visto que 52,9%
(N=25) das PVHA participantes do estudo, apresentavam apenas sindrome retroviral como
motivo da internagdo, 47,1% (N=33) apresentaram coinfec¢des tendo como maioria N=20
(28,2%), a presenca de tuberculose. Esta coinfeccdo pode ocorrer em qualquer ponto do curso
da infeccdo pelo HIV, tanto para a reativacdo da infeccdo latente quanto para a doenca primaria
progressiva (KOUP et al., 1994; SAHA et al., 2011). Segundo a literatura, é estimado que
PVHA tenham 20 vezes mais o risco de desenvolver tuberculose (TB) ativa que pessoas sem
infeccdo pelo HIV (WHO, 2022). Essa alta prevaléncia de infecgbes oportunista,
principalmente por tuberculose, seguida da necessidade de internagdo, pode ter relagdo com o
uso irregular de TARV ou abandono da TARYV, caracterizado principalmente por problemas
emocionais e efeitos colaterais associados, que contribui significativamente no numero de
casos de PVHA que evoluem para imunossupressdo severa, aumentando risco de infeccoes
oportunistas e necessidade de maior frequéncia de internacdo, no Amazonas (RODRIGUES et
al., 2021).

A terceira foi que a necessidade de internacdo em PVHA pode ser visto com indicador
de mal prognostico. Nossos resultados tém demonstrado que as pessoas que retornam a internar

apresentam uma tendencia a 1,5 vezes mais chances do desfecho ébito (Odds ratio=1,53,
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p>0,050). Outros estudos relatam que podem apresentar 3 vezes mais chances de ébito, tendo
em vista as caracteristicas clinicas que acompanham essa pessoa durante o tempo de internacao
ou a frequéncia da necessidade da internacgéo, isto pode ser exacerbado quando ha condicdes de
vulnerabilidade sociodemograficas favorecendo a indecéncia consideravel de doencas
oportunistas aumentando a demanda de cuidados intensivos futuros, caracteristica comum das
pessoas da regido norte (MAIA et al.,, 2021; NAVON, 2018; PASCOM; MEIRELES;
BENZAKEN, 2018).

Ao tentarmos tracar perfis clinicos entre os grupos internados aqui analisados, podemos
observar que apesar de ndo terem sido vistas diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos em relacdo aos dias de internagdo (p= 0.795), quantidade de CD4 inicial (p=0.384) e
quantidade de CD4 no dia da internacdo (p= 0.584), foi observado que PVHA que necessitam
de maior frequéncia de internacdo apresentaram e maior tempo de TARV (6,5 anos), e no
primeiro diagnostico baixa carga viral (52.000) quando comparado aos que internaram apenas
uma vez (p=0,003 e p=0,015), respectivamente. Essas caracteristicas clinicas somadas a baixa
quantidade de CD4 e uso irregular de TARV tem sido descrita como fator de risco de vida em
PVHA que necessitam de hospitalizacdo, e pode ser agravante para a progressao de um mal
desfecho, em ambos os grupos estudados (HAGUIHARA et al., 2019; NASCIMENTO;
IMPROTA-CARIA; BRITES, 2022).

Clinicamente, durante a infeccdo pelo HIV, a linfopenia é uma caracteristica comum,
marcada, principalmente, pela deplecdo macica e gradual dos linfécitos T CD4* em pessoas
virgens de tratamento (OWIREDU et al., 2011). Em nosso resultados, apesar de ndo terem sidos
vistas diferencas significantes nas analises hematoldgicas entre os grupos analisados, temos
demonstrado que ambos os grupos apresentam uma linfopenia de linfocitos T CD4,
caracteristica da evolucdo da infecgio, entretanto, observamos uma linfocitose (3.734 cél/mm?®)
no grupo NAO RETORNO, que pode ter relagdo com um aumento de outras populacdes de
linfocitos como CD8 e monocitose (1,282 cél/mm®) em ambos os grupos, essas alteragdes
podem ter relagcdo com a elevada quantidade de carga viral (103.000 copias), ou relacionada a
presenca de infe¢Oes oportunistas encontradas em 47,1% das PVHA participantes (HUAMAN
etal., 2021; SMITH et al., 2000; TAN et al., 2012; YUAN et al., 2023).

Ja para as andlises bioguimicas, ndo foram vistas diferencas significantes na dosagem
bioquimica dos grupos internados, contudo, ambos internados apresentaram elevagdes médias

na gamaglutamiltransferase — Gama GT (65 U/ul), Tempo de protrombina -TAP (1,2) e ferritina
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(585 ng/ml). Por outro lado, as pessoas que necessitam de mais internagGes apresentaram media
de dosagem de glicose de 103mg/dl (pré-diabético). Segundo a literatura, podem ser vistas
alteracdes metabolicas associadas ao uso prolongado de TARV e a maior idade de PVHA,
contudo, é necessario atencdo no manejo clinico adequado a essas populacgdes, pois isto pode
representar um indicativo de doengas silenciosas ndo associadas ao HIV como as
cardiovasculares, em ambos os grupos (BOCCARA, 2017; BROWN et al., 2005; CAPEAU et
al., 2012; EPHRAIM et al., 2018; EZEAMAMA et al., 2018; MARY-KRAUSE et al., 2003;
NANSSEU et al., 2018; NGUYEN; PEER; KENGNE, 2021).

A busca de marcadores clinicos relacionados a gravidade da AIDS durante a internacao,
tem sido a area de concentracdo de muitos estudos, na era da TARV. Essas informacGes
auxiliam no desenvolvimento de diretrizes de manejo clinico dessas pessoas. Em nossos
resultados, demonstramos que uma das caracteristicas mais agravante relacionada aos 6bitos,
nessas pessoas, esta na frequéncia de internagdes somado a presenca de disfung¢do imunoldgica
caracterizada pela elevada presenca de linfécitos B imaturos (LAHER et al., 2021).

Segundo a literatura, a necessidade do tempo de permanéncia na internacdo em
PVHA pode representar um indicador agravante para desfechos de dbito, isto porque, a
necessidade maior de tempo de internacdo esta relacionada com quadros clinicos graves da
doenca. Em nossos resultados, apresentamos uma triade significante (porcentagem de linfocitos
B imaturos, contagem de linfécitos T CD4" e dias de internagdo) que somado necessidade de
reinternacdo, pode favorecer o risco de desfecho 6bito em PVHA (BARBOUR; FABIO;
PEARLMAN, 2009; CISSOKO et al., 2019; MALASPINA et al., 2006, 2007; MAPHULA;
LAHER; RICHARDS, 2020).

Dentro do cenéario que leva a necessidade de internacdo, um estudo demonstrou que
as variaveis clinicas como carga viral acima de 1000 copias, linfécitos T CD4" menor que 100
cél/mm?, diagnostico recente e ndo aderéncia a TARV, ndo foram considerados como fatores
que levam a necessidade de maior tempo de internacdo, contudo, a presenca de coinfeccoes
como tuberculose e meningite tuberculosa, criptococica e bacteriana tiveram a necessidade de
mais dias de internacdo (LAHER et al., 2021).

Por outro lado, durante a internagdo ndo séo considerados fatores imunoldgicos que, por
muitos profissionais da satde, podem passar desapercebidos nas PVHA. Nossos resultados vém
demonstrando uma disfuncdo imunologica em subpopulacfes de linfocitos B que ndo sédo

avaliados nos exames de rotina durante a internagdo. Alguns estudos tém demostrado que para
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ativacdo e desenvolvimento de linfocitos B imaturos é necessario a estimulacéo dos receptores
de células B - BCR, somado a interacdo com células T auxiliares, e por final a ativagdo de
receptores inatos nas células B. O comprometimento em umas das vias pode desfavorecer o
desenvolvimento de uma resposta adaptativa efetiva, principalmente em PVHA que sdo
internadas por causa de coinfeccbes como encontradas em 47,1% das pessoas do estudo
(RUPRECHT; LANZAVECCHIA, 2006).

As bases que reforcam a hipdtese de disfuncdo em linfécitos B sdo esclarecidas pelas
caracteristicas encontradas, inicialmente ex vivo, onde a disfuncdo imunologica foi observada
em PVHA do grupo RETORNO. Os nossos resultados mostram aumento gradual da presenga
de linfocitos B imaturos/transicionais/naives hiperativadas (CD19"CD27-CD70"), que
expressam niveis maiores de IgM* a nivel intracitoplasmaticos. Ao longo da internacédo, essas
subpopulacdes de linfocitos B aumentam a producao intracelular de IgM o que corrobora com
IgM sérica mais elevado na admisséo ( Figuras 11 E 12). Além de constatar o problema da
disfuncdo de linfécitos B nas pessoas em AIDS (DE MILITO, 2004; DE MILITO et al., 2004;
FU et al., 2021; MOIR; FAUCI, 2009, 2017), esses achados sdo os primeiros a demonstrar que
essas disfuncdes estdo associadas ao em risco de Obito desses pessoas com re-hospitalizaces
frequentes.

A ativacdo policlonal de células B na infec¢do por HIV-1 é gerado por vias onde ha
interacdo antigenos especificos, agonistas de resposta inata e interacdo mediada por células T
pela combinacdo de citocinas (HAAS; ZIMMERMANN; OXENIUS, 2011). Aqui, as baixas
concentracdes de IL-10 ( Fig. 13) que podem ter influenciado a rede de correlacédo (Fig. 14).
Foi possivel observar a falta correlagio com as citocinas chave, importantes para o
estabelecimento de uma imunidade efetiva para o controle do HIV (IL-8/IL-6/ TNF/IL-1B), ao
contrério do que foi visto nas pessoas do grupo NAO RETORNO (BORGES et al., 2015; LANE
etal., 2001; NAKAJIMA et al., 1989).

A relacdo da disfuncdo de Linfocitos B e a baixa quantidade de IL-10 em PVHA
reinternadas pode ser explicada pela baixa recuperacdo imunoldgica de linfécitos T CD4, que
ndo se caracteriza apenas pelo valor numérico, mas sim pela caracteristica funcional (CUBAS
et al., 2013) tornam-se funcionalmente afetados (NOTO; PANTALEO, 2017; WENDEL et al.,
2018). A IL-10 possui caracteristica pleiotropica com funcdo principal de regulacdo do sistema
imunoldgico, limitando o desenvolvimento de outras citocinas, necessarias para o0

desenvolvimento completo e correto dos linfécitos T CD4", dessa forma, a diminuicéo de IL-
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10 néo esta relacionada a elevagdo de citocinas inflamatérias no grupo RETORNO, como
observados em nossos resultados, mas sim, contribuindo para problemas na recuperagéo
imunoldgica de linfocitos T CD4* e maturacdo de Linfécitos B (CORBEAU; REYNES, 2011;
ROUSSET et al., 1992; SARAIVA; VIEIRA; O’GARRA, 2020).

Outra citocina que mostrou papel importante na disfuncdo foi a IL-6, conforme as
correlagfes com as subpopulagdes de Linfécitos B imaturos, no grupo RETORNO (Figura 15).
Segundo a literatura, a IL-6 aumenta a secre¢do de imunoglobulina, mas ndo induz uma
alteracdo no isotipo segregado. Para isto, € necessaria a interacdo com varias citocinas. Dessa
forma, as correlacfes encontradas nas redes entre IL-6 e a porcentagem de linfdcitos B que
expressam IgM intracelular podem promover um cenério para favorecer ainda mais a
hipergamaglobulinemia, caso ndo haja a producéo correta de outras citocinas que auxiliem no
desenvolvimento de anticorpos mais efetivos (BERTOLINI; BENSON, 1990), cenario este,
que ndo e visto no grupo NAO RETORNO, que apresentou redes significantes entre as
citocinas séricas IL-1B/IL-6/IL-10/TNF/IL-8 (ADELMAN et al., 1990; KISHIMOTO, 2006;
NURIEVA et al., 2009).

A caracterizacdo da disfuncdo da resposta adaptativa foi verificada in vitro com a baixa
producdo de IgM em linfdcitos B imaturos, e a baixa producéo de IL-6 em PBMCs estimulados
com peptideos HIV nas pessoas que tornam a internar. Isto se confirmou quando realizada a
analises da matriz de correlacdo, ao qual podemos evidenciar correlagbes entre as citocinas
bastantes diferentes as encontradas no grupo NAO RETORNO, que foram semelhantes as
encontradas nas analises sericas ( Figuras 14 e 15). Entretanto, a relagdo entre IL-1p, TNF, IL-
6 e IL-10 frente a exposicdo ao antigeno CpG foi semelhante em ambos 0s grupos.
Curiosamente, essa mesma rede foi observada nas analises séricas em ambos os grupos ( Fig.
14), evidenciando que o reconhecimento dos receptores da imunidade inata em linfécitos B
imaturos ndo fica comprometido durante a infecgdo pelo HIV, isto é objeto de estudo para
futuras formulagdes vacinais (COOPER et al., 2005; CUSS et al., 2006; KRIEG, 2006;
MALASPINA et al., 2008).

Dessa forma, podemos inferir um prejuizo no reconhecimento de antigenos importantes
para o desenvolvimento da imunidade adaptativa. Isto porque, os PBMCs estimulados com
antigenos HIV do grupo RETORNO, ndo mostram uma rede de citocinas como a observada no
grupo NAO RETORNO, a nivel sérico na admisséo e em na cultura in vitro. Essa ativacdo da

resposta imune para CpG e a baixa resposta imune para antigenos HIV encontrado no grupo
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RETORNO pode potencializar ativacao de subpopulagdes de células B imaturas e favorecer a
producdo de anticorpos menos efetivos além da exacerbacdo da hipergamaglobulinemia.
(LANE et al., 1983; MALASPINA et al., 2005, 2006, 2008; MOIR et al., 2004; RUPRECHT;
LANZAVECCHIA, 2006)

Conseguirmos por métodos in vitro, demonstrar 0 que ocorre ex vivo, principalmente
pelo entendimento de mecanismos que podem ter relacdo com a disfungdo de imunoldgica em
PVHA internadas com risco de vida. Observamos nas analises plasmaticas, no DO da
internacéo, que pessoas com episddios de reinternacdo apresentaram problemas na recuperacédo
imunologica que favorece o aumento de linfocitos B imaturos seguidos de
hipergamaglobulinemia ativados, principalmente ou apenas, por receptores da imunidade inata.
Outros estudos podem esclarecer quais vias de maturacao do linfocito B ou a interacdo Linfocito

B-T estdo comprometidas em PVHA que tem maior frequéncia de internacao.
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7. LIMITACOES DO ESTUDO

Apesar do estudo apresentar resultados promissores, alguns desafios foram encontrados
ao qual geraram limitacGes para responder, de forma mais completa, as perguntas do projeto.
1°) a dificuldade de coleta do estudo de coorte (ex vivo) nas PVHA internadas que devido
debilidade fisica dificultaram o0 acesso venoso para a amostragem de PBMCs e de plasmas para
quantificacdo de um N maior nos D3 e D7 além da inviabilidade de analisar a producéo e o
reconhecimento de outros tipos de anticorpos (1gG); 2°) A evasdo de muitos participantes que
decidiram sair da internacdo sem alta médica ou evoluiram para Obito antes das coletas; 3°)
Devido a COVID-19, muitos pessoas foram internadas, e dessa forma, néo incluidas no estudo;
4°) Nos experimentos (in vitro) tivemos limitacdes em relacdo a dosagem de IgM sérica, pois
ndo tinhamos quantidade suficiente de células para fazer uma anélise dindmica da producéo até
0 D7 de cultivo, adotando apenas o DO como ponto de analise; 5°) Néo foi possivel a
caracterizacdo de outras células, (linfocitos T) nos participantes para reforcar os achados de

problemas de reconstituicdo imunolégica, objeto de estudos futuros.
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8. CONCLUSAO

O padrdo imunoldgico encontrado, nesse estudo, revelou que as PVHA internadas, no
Amazonas, apresentam cendrio epidemioldgico preocupante caracterizado por uma alta
prevaléncia de AIDS avancada (>200 céls/mm?), sem recuperacgdo imunoldgica, impactando,
principalmente, no tempo de internacdo, que somado necessidade de reinternacdo, pode
favorecer o risco de desfecho 6bito, onde devido a problemas na manutencdo de resposta imune
adaptativa contra o HIV, caracterizada pelo aumento de subpopulagées de linfocitos B imaturos

produtores de IgM, favorecem a hipergamaglobulinemia.
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10. ANEXOS

Anexo 1 — Dosagem de IgM sérica de sobrenadante de cultura. frente a diferentes tipos de

estimulos em PVHA entre grupos de retorno (vermelho) e ndo retorno internacao (cinza) apos
alta.
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Anexo 2 - Analise da dosagem de citocinas séricas do sobrenadante de cultura de PBMC de

PVHA entre grupos de retorno (vermelho) e ndo retorno internagao (cinza) apoés alta.
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Anexo 4. Termo de Compromisso Livre e Esclarecido

Rubricas:
Responsdvel pelo sujeito de pesquisa
Pesquisador Responsdvel

“Parametros clinicos e laboratoriais como preditores de desfecho clinico em
pacientes HIV/Aids internados”

Pesquisadora: Monique Freire Santana — Médica Patologista

Nome do Voluntario:

O paciente acima referido foi acompanhado e internado em uma enfermaria ou
Unidade de Terapia Intensiva (UTl) da Fundagdo de Medicina Tropical - Doutor
Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) por ter sofrido complicagdes da infecgao pelo
virus HIV. Vocé esta sendo convidado a autorizar sua participagao (ou a participagao
do paciente em sua responsabilidade) em um estudo chamado “Parametros
clinicos e laboratoriais como preditores de desfecho clinico em pacientes
HIV/Aids internados”. Nesta pesquisa estamos estudando quais sdo as
complicagbes que ocorrem em alguns pacientes internados. Vamos estabelecer uma
forma de identificar precocemente os pacientes com risco de piora clinica partir do
levantamento de dados clinicos, laboratoriais, exames radiolégicos e dados dos
prontuérios dos pacientes estudados.

Para que vocé possa decidir se quer participar ou ndo deste estudo, precisa
conhecer seus beneficios, riscos e implicagdes:

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Se vocé autorizar a participagdo neste estudo, neste primeiro dia de internagao
sera coletado sangue para exames. Sera coletada, através de pungbes venosas
(retiradas de sangue da veia, geralmente do brago), 4 ml de sangue, o que
corresponde a aproximadamente 1 colher de cha. Uma parte sera usada para ver a
presenca de substancias que fazem a defesa contra infecgdes no corpo, que serao
estudadas nesta pesquisa. Estas coletas serdo realizadas durante a internacao e as
outras informagdes serdo coletadas a partir da sua ficha de internagdo. Este estudo
foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FMT-HVD.

RISCOS

Caso vocé recuse a participagdo no estudo ndo tera qualquer mudanga no
tratamento. O tratamento e o acompanhamento irdo ocorrer independente da
autorizagdo do estudo. A coleta de sangue sera realizada apenas durante a
internagdo. Estas coletas de sangue que sdo partes da rotina de internagdo podem
causar dor no local da pungdo e/ou manchas roxas que desaparecem com o tempo.

BENEFICIOS

A participagdo contribuirda para um melhor entendimento das defesas de
pessoas vivendo com HIV/Aids, e quais sdo as causas que levam esses pacientes a
morte. Também auxiliara a equipe de assisténcia aos outros pacientes, pois a partir
dos dados gerados com este trabalho, eles poderdo identificar de forma mais
precoce quem sdo os pacientes com maior risco de complicagdes.

ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS
O paciente serd acompanhado e recebera assisténcia do quadro de
funcionarios composto por profissionais que s@o especialistas da FMT-HVD e tera
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Rubricas: 5
Responsdvel pelo sujeito de pesquisa
Pesquisador Responsével

toda a assisténcia disponivel no hospital para seu cuidado. Durante os dias de
internagdo e durante a participagdo neste estudo, sempre tera como referéncia os
responsaveis pela pesquisa, listados neste Termo de Consentimento. O participante
tem a garantia de que qualquer problema decorrente do estudo sera assistido,
tratado e acompanhado na Fundagdo de Medicina Tropical, sem qualquer gasto,
durante todo o tempo que for necessario. Da mesma forma, o participante tem direito
a indenizagao garantida caso ocorra algum dano permanente devido a participagao
nesse estudo ou a ressarcimento de qualquer gasto que venha a ter pela sua
participagao.
CONFIDENCIALIDADE DOS REGISTROS

Além da equipe de salde da qual o paciente recebe cuidados, os registros
meédicos referentes ao paciente serdo consultados pela equipe de pesquisadores
envolvidos, porém o nome nao sera revelado em nenhum momento ainda que as
informagdes de seu registro médico sejam utilizadas para propésitos educativos ou
de publicag&o, que ocorrerao para divulgacao dos resultados da pesquisa.

CUSTOS

Nao havera qualquer custo para o paciente ou qualquer forma de

pagamento/remuneragdo ao mesmo por sua participagao neste estudo.
EM CASO DE PARTICIPACAO

A participagdo neste estudo é totalmente voluntaria. Vocé pode se recusar a
autorizar essa participacao. Se autorizar, mas em qualquer momento desistir, pode
interromper a participagdo a qualquer momento sem penalidade ou perda de
beneficio. Caso decidir que quer interromper a participagdo no estudo, a equipe
devera ser informada e as coletas de material referentes a pesquisa serdo
interrompidas imediatamente. Além disso, o médico responsavel por sua internagao
pode interromper sua participagdo no estudo a qualquer momento, mesmo sem a
sua autorizagao.

ESCLARECIMENTOS

Vocé ou seus familiares podem fazer perguntas a qualquer momento do
estudo. Neste caso, por favor, entre em contato ligando para a médica patologista
Monique Freire Santana no numero de telefone (92) 99214-2856. Se vocé tiver
perguntas com relagao aos direitos do seu paciente como participante deste estudo,
também pode contar com outra forma de esclarecimento, com o Comité de Etica em
Pesquisa da Fundagdo de Medicina Tropical, pelo telefone (92) 2127-3572 ou e-
mail: cep@fmt.am.gov.br.
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Rubricas:
Responsavel pelo sujeito de pesquisa

Pesquisador Responsavel

DECLARAGAOQ DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

« Li as informagdes acima e entendi o propésito deste estudo assim como os
beneficios e riscos potenciais da participagao no mesmo.

« Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram respondidas. Eu, por
meio deste documento, dou livremente o consentimento para participar do
referido neste estudo.

« Entendo que o paciente sera submetido a exames laboratoriais necessarios
para seu tratamento e néo receberei de forma alguma qualquer compensagao
financeira por sua participagao neste estudo.

« Eu recebi uma cdpia assinada deste formulério de consentimento.

(Assinatura do Paciente ou seu responsavel) dia més ano

/ /
(Impressao datiloscépica do Paciente ou seu responsavel) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste
estudo ao responsavel pelo paciente indicado acima.

(\’W S(ub / /

Monique Freire./ Médica P‘atologista (CRM-AM 8129) dia més ano




Anexo 5. Processamento de sangue para isolamento de PBMC

INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

Procedimento Operacional Padrdao Codigo: XXXXX-XXXX
Processamento de sangue para isolamento de Folhas: 09 |13/03/2021
PBMC
Autor (es): Carlos Eduardo Morais (FMT-HVD)

Flavia Alencar Fontenelle (FMT-HVD)

Versao n°1l Data da revisao Descricao

Historico de
revisoes

Local n° de copias

Copias distribuidas

para:

Eu afirmo que li, entendi e concordo com o presente POP.

Nome Assinatura Data

Gisely Cardoso de Melo

Larissa Wanderley Brasil

Cecilia Carvalho

1. CONDICOES GERAIS

As amostras de sangue coletadas nas visitas D0, D28, D90 ..... devem seguir este procedimento
para isolamento de PBMC. A coleta, transporte e armazenamento temporario destas amostras antes
deste procedimento devem seguir as normas estabelecidas no POP XXX - Transporte,
processamento e armazenamento de amostras biologicas.

2. OBIJETIVO

F1L 00 - PBMC Data: 14 de Dezembro de 2018 Page 1 of 8
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INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

Procedimento Operacional Padr3o Codigo: XXXXX-XXXX

Processamento de sangue para isolamento de

PBMC Folhas: 09 |13/03/2021

f) Dimetilsulfoxido (DMSO), cell-culture grade

g) Pipetas sorologicas de 10 mL

h) Pipetador automatico para pipetas sorologicas

1) Pipetas de 20 puL, 200 pL, 1000 uL

j) Ponteiras estéreis, livres de DNAse e RNAse, com filtro (20uL, 200uL, 1000uL)

k) NALGENE® “Mr. Frosty”, Biocision® “CoolCell”, or Stratagene StrataCooler® para o
congelamento gradual de PBMC

1) Alcool isopropilico

m) Microscopio

n) Contador manual (e.g. Hemacytometer) e/ou Camara de Neubauer

0) Tubos conicos de 15 mL, estéril, polipropileno.

p) Tubos conicos de 50 ml, estéril, polipropileno.

q) Microtubos de 0,5 ou 1,5 mL

1) Criotubos de polipropileno (2mL), estéril, de tampa de rosca interna, graduados, “self-
standing”, da marca "Corning", formulados para suportar a imersao em Nitrogénio
liquido ou outra marca que atenda as especificagdes.

s) Etiquetas de identificagdo

t) Caixas 9x9 ou 5x5 proprias para o armazenamento nos tanques de nitrogénio.

u) Cabine de seguranga Classe II

v) Centrifuga com capacidade de 300 a 1800 x g, com rotor de angulo movel (Swing-
Bucket).

w) Refrigerador (2 a 8°C)

x) Freezer -20°C

y) Freezer -80°C (£2)

z) Gelo picado (-20°C)

aa) Tanque de nitrogénio liquido

PROCEDIMENTOS

Todos os procedimentos devem ser realizados em ambiente estéril, sendo utilizados material
descartavel estéril, solugdes estéreis e ponteiras com barreira estéreis.

8.1.  Preparagdo de materiais:
Para agilizar o fluxo de trabalho os seguintes materiais podem ser preparados previamente

a chegada da amostra ao laboratorio (quantidades para cada paciente):
e Identificar 6 criotubos para armazenamento do PBMC
e 3 tubos conicos de 15 mL contendo 4 mL de solugdo Histopaque-1077
e 1 tubo conico de 50 mL vazio (para transferéncia do sangue total)
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8.2.

e 4 tubos conicos de 15 mL vazios
e 1tubode 0,5 ou 1,5 mL contendo 90 puL de Azul de Trypan

Amostra de sangue

Devem ser recebidos tubos de sangue total contendo XXXXX com volume total de
aproximadamente 20 mL. O processamento do sangue total deve ocorrer imediatamente
apos sua chegada no laboratorio.

Documentar qualquer caracteristica inesperada observada nos tubos contendo amostra de
sangue como: coagulos, hemolise, volume insuficiente ou excessivo, auséncia de
identificacdo (descartar tubo nao identificado), tubos com lotes diferentes, tubos com data
de validade vencida, etc.

8.3.

Isolamento de PBMC

Com auxilio de uma pipeta, transferir o sangue total contido nos tubos para o mesmo
tubo conico de 50 mL. Anotar o volume total de sangue coletado.

Acrescentar 50% do volume de sangue total coletado de meio PBS estéril para diluir
o sangue (proporcao 2:1). Homogeneizar cuidadosamente, evitando formagido de
bolhas.

Para cada paciente, preparar 3 tubos conicos de 15 mL contendo 4 mL de solugao
gradiente de densidade (Ficoll ou histopaque).

Com auxilio de uma pipeta sorologica de 10 mL, adicionar 1/3 do volume de sangue
diluido em meio PBS (aproximadamente 10 mL) sobre cada tubo contendo a solugao
XXXXXX. Para tal, o sangue deve ser adicionado em velocidade lenta, na parede do
tubo, para a formagao do gradiente. Ao final da realizagao do gradiente deveremos
visualizar duas fases bem definidas, sendo a inferior contendo XXXXXX e a superior
contendo sangue diluido.

Feche bem o tubo e centrifugue a 500 x g (1650RPM), durante 30 minutos a 20°C, em
baixa aceleracio e sem freio (a temperatura de centrifugacdo, assim como
aceleracio e freio devem ser respeitadas, caso contrario o procedimento pode nio
funcionar).

Ao finalizar a centrifugagdo, observe a formacao da nuvem de células (Fig. 1) e
transfira os tubos cuidadosamente para o fluxo laminar, evitando perturbar o gradiente.
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Figura 1. Imagem do tubo contendo o gradiente de densidade com as diferentes fases obtidas

©

apos centrifugacao (plasma/meio diluente,
PBMC, XXXXXX e demais células como
hemacias e polimorfonucleares). A seta indica a
nuvem de PBMC que deve ser coletado com
cuidado para nao recolher células presentes na
parte inferior do tubo.

plasma +
meio
diluente

g. Com auxilio de uma pipeta sorologica,
remova o excesso de plasma + meio diluente da
camada superior do tubo.

PBMC = & h. Com o uso de uma pipeta sorologica ou de
transferéncia, colete o anel de células PBMC e
transfira para um novo tubo de 15 mL. Nesta
etapa, as células coletadas devem ser transferidas
Demais para novos tubos conicos.

células i.  Complete os tubos conicos contendo a
suspensao de células para 14 mL utilizando meio
PBS estéril, homogeneizando cuidadosamente

Histopaque

com uma pipeta.

Centrifugue por 10 minutos a 500 x g com o uso do freio a 20 °C.

Em seguida, inverta os tubos conicos desprezando o sobrenadante com cuidado para
nao ressuspender o pellet de células no fundo do tubo.

Feche os tubos e desfaca o pellet com leves batidas com o dedo no fundo do tubo.
Utilizando um pequeno volume (aproximadamente 2-3 ml) ressuspenda e transfira
este pequeno volume para um inico novo tubo conico.

. Repita a etapa de lavagem completando o volume para 14 ml de meio PBS estéril (10

minutos a 500 x g com o uso do freio, a 20°C).

Em seguida, inverta o tubo conico desprezando o sobrenadante com cuidado para nao
ressuspender o pellet de células no fundo do tubo, e com o auxilio de uma pipeta
automatica aspire o restante de sobrenadante que fica na borda do tubo mantendo-o
invertido.

Feche o tubo e desfaca o pellet com leves batidas com o dedo no fundo do tubo.
Ressuspenda as células em 5 mL de meio PBS e homogenize bem.

Mantenha a suspensao celular refrigerada em banho de gelo durante todo o periodo da
contagem até o momento do congelamento.
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8.4. Contagem de células

a.

b.

€.

Montar uma camara de Neubauer com cuidado para que a mesma esteja totalmente
seca no local onde ser4 inserida a amostra

Para a contagem e avaliagdo da viabilidade, dilua 10 pL da suspensdo celular (bem
homogénea) em 90 pL de azul tripan 0,4%. Obs. Garanta que a amostra esteja bem
homogénea antes de retirar a aliquota para diluir em azul de tripan.

c. Homogeneizar bem a diluicio e
carregar 0 volume necessario para
preencher o espago entre a camara e a
laminula, aproximadamente 10 uL (Fig. 2).

1&’ - ATl i
IMFROVED NEUBAUZR MULiNG_

Figura 2: Camara de Neubauer

Figura 3: Esquema para contagem de células na camara de Neubauer

Aguarde 30 segundos para que as células sedimentem e estejam no mesmo plano. Faga
a contagem das células viaveis (nao coradas) e as nao viaveis (coradas em azul)
utilizando microscépio de luz (objetiva de 40X). A contagem devera ser realizada nos
4 quadrantes (A, B, C e D) conforme a Figura 3.

Cuidado para ndo incluir hemacias na contagem do PBMC. Em algumas ocasioes,
algumas hemacias podem ser observadas, porém menores que as células
mononucleares e podem ser distinguidas pelo tamanho.

Apos a contagem realize os seguintes calculos:

F1L_00 - PBMC Data: 14 de Dezembro de 2018 Page 6of 8




98

INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

Procedimento Operacional Padrdo Codigo: XXXXX-XXXX

Processamento de sangue para isolamento de

PBMC Folhas: 09 |13/03/2021

1)

Concentra¢io de células viaveis/mL =

Numero Total de células vidveis (A+ B +C + D)

4 (ntmero de quadrantes contados)

2)

3)

4)

Numero total de células viaveis = Concentragao de células viaveis/mL x 10
(volume da suspensao de células)

% viabilidade celular = _(Numero total de células viaveis x 100)
(Numero total de células viaveis + Numero total de células mortas)

Volume de solucio de congelamento (mL) = __ numero total de células viaveis
5x10°

O numero total de células viaveis esperado apos o processamento de 20 mL de sangue
total é de aproximadamente 20x10° de PBMC e a viabilidade celular deve estar acima
de 90%. Rendimentos muito abaixo ou muito acima de 20x10° de células ou
viabilidade celular abaixo de 90% podem sugerir problemas com o processamento da
amostra. Neste caso, recomenda-se uma nova dilui¢do (pode-se usar outro fator de
dilui¢do) seguida de nova contagem.

Para volume de suspensao de congelamento, utilizar volume mais proximo de 1ml
(arredondar volume para baixo). Registrar quantidade de células/ml em cada criotubo.

8.5. Congelamento de PBMC

. Apos a contagem de células, preparar volume necessario de solugao de congelamento,

que consiste de 90% SBF e 10% DMSO. Preparar 1 mL a mais do volume necessario
calculado no passo 8.5.e. Homogeneizar e manter a solucao estéril em banho de gelo
por pelo menos 10 minutos ou até a utilizagao.

. Centrifugue a suspenséo celular por 10 minutos a 500 x g, a 4° C, com o uso de freio.
. Durante a centrifugagdo, prepare os criotubos com as etiquetas apropriadas e os

mantenha-os sem as tampas dentro do fluxo laminar para receber as células.

. Apos centrifugacao inverta o tubo conico desprezando o sobrenadante com cuidado

para nao ressuspender as células no fundo do tubo, e com o auxilio de uma pipeta
automatica aspirar o restante do sobrenadante que fica na borda do tubo mantendo-o
mvertido.

. Ressuspenda as células com solu¢do de meio de congelamento gelado utilizando o

volume definido pelo calculo acima (concentragdo de 5x10° células/mL). Certificar que

FIL 00 - PBMC Data: 14 de Dezembro de 2018 Page 7of 8
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h.

a amostra estard bem homogénea para garantir a quantidade exata de células por
criotubo.

Distribuia rapidamente 1 mL da suspensdo celular em cada criotubo (5x10°
células/criotubo).

. Feche os criotubos e transfira imediatamente para o Mr. Frosty previamente

acondicionados a 4° C. Feche o container e o coloque no freezer -80° C até o dia
seguinte.

Apos a adi¢ao da solugdo de congelamento, deve-se trabalhar rapidamente até a
transferéncia das células para o freezer -80° C, pois a solugao de DMSO ¢ toxica e pode
afetar a viabilidade celular.

No dia seguinte, transfira os criotubos do Mr. Frosty para uma caixa 10x10 ou 5x5
proprias para o armazenamento nos tanques de nitrogénio, previamente acondicionada
a -80° C ou no nitrogénio liquido.

O Mr. Frosty devera ser mantido a 4° C quando nao estiver sendo utilizado. Observar
se o nivel de isopropanol encontra-se correto e que o mesmo tenha sido substituido a
cada 5 ciclos de congelamento a -80° C.

Armazenar a caixa contendo amostras no tanque de nitrogénio liquido, mantendo
anotagao da localizagao de cada tubo no tanque.
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Anexo 6. Protocolo de Cultivo Celular e Imunofenotipagem

PN
Ministério da Saude
INSTITUTO LEONIDAS
_Z X
N e %ILMDM ﬂ@ﬁi&?@
A
PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

INSTITUTO LEONIDAS & MARIA DEANE — FIOCRUZ AMAZONIA
LABORATORIO DIAGNOSTICO E CONTROLE DE DOENGAS INFECCIOSAS NA AMAZONIA - DCDIA

REAGENTES PARA CITOMETRIA

REAGENTES APLICACAO

EDTA

PMA
BREFELDINA
IONOMICINA
RPMI

SFB

PBS-1X

Azul de Tripan

SOLUGOES PARA CITOMETRIA

Solugéo de Lise 10x (Billig) — Solugdo Estoque
Solucéo de Lise 1x (Billig) — Solucéo de Uso
PBS Wash (PBS-W)

Protocolo de preparacdo do EDTA 20mM

e Calcular a concentragéo de EDTA, conforme a formula:

M = molaridade
m1l =massa M =

MM = massa molar ou peso molar

ml
MM .V

V = volume

e Adicionar no Becker a quantidade em grama de EDTA e adicionar agua destilada
conforme o volume desejado

e Homogeneizar usando o agitador magnético

e AjustaopHpara7,2ou74

553, |REDEDE Plataforma de Citometria de Fluxo - RPT08)J

:690502" | PLATAFORMAS .
100 teenougeieas AV~ Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM, 69040-000
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PN
Ministério da Sadide
INSTITUTO LEONIDAS D D IA
I LM D & MARIA DEANE ___/: §=
FlocRUZ Fiocruz Amazénia N Diagnéstico e Controle de
Fundagdo O Cruz Doengas Infecciosas na

\\{, Amazonia

Preparacao do meio de cultivo de células PBMC
MEIO COMPLETO:

e Preparar RPMI 1640 (GIBICO, Catalog number: 11875093) estéril.
e Adicionar SBF para concentragao final de 10%

EX: 50ml de meio completo = 45 ml de RPMI + 5ml SFB

Protocolo de cultura de curta duragcao - PBMC
Procedimento
Preparo da cultura — Devera ser feita em placa de 96 pocos fundo U.
Volume final em cada pogo: 200 pyL
CONTAGEM DE CELULAS

Dependendo da contagem a quantidade de células em cada POCO sera diferente.
Ex: Se a contagem deu 2,3x106, faz-se o calculo C1.V1 x C2.V2

— - __ uLPBMC
B — uL+ PBMC oG | — MLPBMC LPS P
uL PBMC

* uL Meio Completo

+ ___ ML Meio Completo ___uL Meio Completo +
___pLMeio Completo * + DNA CpG 'ml
40 yl PMA( ng/ml) 3uL P.Pep( g/ml) ol S

Imunofenotipagem:

e Incubar por 24 horas na estufa, 37°C + Co2

e Adicionar 0,4ul de Brefeldina e 2ul de lonomicina 4 horas antes do término de 24h de
incubacao;

OBS: Os passos acima devem ser realizados de acordo com a cinética do seu

experimento e se havera necessidade da adigao de Brefeldina e lonomicina.

e Apds incubar por 24h, retirar a placa e adicionar em cada pogo 22ul de EDTA (volume de
200pl) [20 mM] solugdo estoque, em todos os tubos e incubar por 15 minutos;

e Em seguida, homogeneizar cada poco e passar as amostras para os tubos de citometria
previamente identificados, fazer a lavagem dos pocos com PBS-W, certificando-se que
nao ficou nenhum resquicio de amostra nos pocos da placa, e adicionar nos tubos de
citometria 2mL de PBS-W, e centrifugar todos os tubos a 1500 rpm, 10 min, 20°C,
aceleragao 9 e freio 9;

L5857, | REDEDE Plataforma de Citometria de Fluxo - RPT08)J
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Ministério da Salide
INSTITUTO LEONIDAS D DIA
I LM D & MARIA DEANE =/: \_
FIOCRUZ Fiocruz Amazénia = u-ym-uclo’ec‘:nmu
Doengas Infecciosas na
Fundacéo O: Cruz \){/ A

¢ Retirar o sobrenadante e ressuspender a 50ul com PBS-W de acordo com a quantidade
de tubos. (Ex.: CN = 100ul, pois serao dois tubos de citometria CN com marcacao e
CN sem marcagao. Ou seja, muda de acordo com a quantidade de tubos, em cada
tubo sera necessario 50ul de amostra)

IMUNOFENOTIPAGEM DE CELULAS DE PBMC

Materiais
Aparelho de Vértex
Tubos de citometria
Pipetas e Ponteiras de 1000ul, 200ul e 10ul (ul — microlitro)
Rack para tubos
PBS-W - Tampao fosfato salina - lavagem
PBS-P - Tampao fosfato salina saponina - permeabilizante
Tampao de Lise 1x
Centrifuga
Papel toalha
Luvas
Oculos de protecio
Jaleco
Lixo para descarte de ponteiras
Pipetas Pauster
Anticorpos

PROTOCOLO DE CITOMETRIA

a) Homogeneizar no vértex os anticorpos de citometria antes de colocar no tubo

b) Distribuir os anticorpos de superficie nos tubos de citometria seguindo a tabela abaixo

Obs: Os anticorpos utilizados seguirdo o estudo de cada projeto, identificando na tabela abaixo

os anticorpos de superficie e intracelular.

CONDICAO FITC PE APC

LINFOCITO B
TUBO 1

CD19 (2 ul) CD70 (3 ul) CD27 (21pl)

c) Distribuir nos tubos a amostra (volume de 50ul), homogeneizar no vértex cada tubo e em

seguida incubar em temperatura ambiente (25°C) por 30 minutos no escuro.

d) Apds aincubagdo, adicionar 1ml de tamp3o de lise 1x e incubar por 10 minutos no escuro:

REDE DE Plataforma de Citometria de Fluxo - RPT08)J

2" PLATAFORMAS . _ _ 3
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INSTITUTO LEONIDAS D DIA
I LM D &MARIADEANE \_
FIOCRUZ Fiocruz Amazénia Diagnéstico e Controle de
Cruz

= Doencas Infecciosas na
F O \\{, Amazonia

N

ATENCAO: ao mesmo tempo que adicionar o tampdo de lise deve deixar a amostra no vortex

Caso nao tenham pronto o tampao 1x preparar seguindo o modelo:
Adicionar ao tubo Falcon de 50 ml

5ml de tampo de lise 10x + 45 ml de agua destilada

Homogeneizar suavemente

€) Apés aincubagdo levar para centrifuga (1500 RPMI por 10 minutos em temperatura de 21°C, 9

de aceleragdo e 9 de freio).

f) Descartar o sobrenadante vertendo o tubo e tomando cuidado para n3o perder a mostra, deve-

se tirar o excesso com o tubo virado para baixo em papel toalha.

g) Lavar uma vez com PBS-W, adicionando 2ml apds levar para centrifuga (1500 RPMI por 10

minutos em temperatura de 21°C, 9 de aceleragao e 9 de freio).

h) Descartar o sobrenadante vertendo o tubo e tomando cuidado para ndo perder a mostra, deve-

se tirar o excesso com o tubo virado para baixo em papel toalha.

ETAPA DE PERMEABILIZACAO

i) Adicionar 1ml de PBS-P (saponina) e incuba por 10 minutos no escuro em temperatura

ambiente

i) Apésaincubacio deve-se levar para centrifuga (1500 RPMI por 10 minutos em temperatura de
21°C, 9 de aceleragdo e 9 de freio).

k) Descartar o sobrenadante vertendo o tubo e tomando cuidado para ndo perder a mostra, deve-
se tirar o excesso com o tubo virado para baixo em papel toalha.

1) Marcacio intracelular: Adicionar TNF-a, IFNy, IL-2, KI-67 e IL-21 apenas nos tubos que foram
permeabilizados, apds adicionar os anticorpos, homogeneizar no vortex cada tubo e em seguida

incubar em temperatura ambiente (25°C) por 30 minutos no escuro.

m) Apds incubag3o, adicionar 1mL de PBS-P em cada tubo, apds levar para centrifuga (1500 RPMI
por 10 minutos em temperatura de 21°C, 9 de aceleragdo e 9 de freio).
n) Descartar o sobrenadante vertendo o tubo e tomando cuidado para n3o perder a mostra, deve-

se tirar o excesso com o tubo virado para baixo em papel toalha.

L5857, | REDEDE Plataforma de Citometria de Fluxo - RPT08)J
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INSTITUTO LEONIDAS D D I A
&MARIADEANE =% \_
Fiocruz Amazénia = Diagnéstico e Controle de
Cruz

Doencas Infecciosas na

\){, Amazonia

0) Lavar uma vez com PBS-W, adicionando 2ml apés levar para centrifuga (1500 RPMI por 10

minutos em temperatura de 21°C, 9 de aceleragdo e 9 de freio).

p) Descartar o sobrenadante vertendo o tubo e tomando cuidado para n3o perder a mostra, deve-

se tirar o excesso com o tubo virado para baixo em papel toalha.

q) E ler no citdbmetro, se a leitura acontecer no dia seguinte, adicionar 100ul de PBS-W e guardar

na geladeira para leitura posterior.

>S O
585305 pLATAFORMAS

REDE DE

TECNOLOGICAS
FloCRUZ
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Anexo 7. Protocolo de CBA

Protocolo CBA - Dosagem de Citocinas e Quimiocinas

1. Preparando o experimento (Dia Anterior):

1.1 Verificar o nUmero de amostras a serem feitas;

Obs: O kit faz aproximadamente 200 testes, ou seja, 180 amostras e 2 curvas
de calibragdo. E possivel dividir o kit ao meio, portanto, da pra fazer 2
experimentos com 90 amostras cada.

1.2 Separar as amostras em aliquotas;

Obs: Descongelar as amostras em banho-maria (37°C), depois passar no vortex
e centrifugar 14000 RPM por 7min.

1.3 Adicionar 25ul do sobrenadante das amostras em cada poco, deixar 12
pocos para a curva padrao (utilizar placa de fundo U)

Obs: Colocar as placas em papel aluminio e deixar na geladeira

1.4 Identificar os tubos das amostras a serem utilizadas. E preferivel utilizar
numeros sequenciais para facilitar o procedimento. (ex: 1, 2,3,4....)

1.5 Identificar o tubo para controle negativo “CN” e identificar o tubo para fazer
o pool de Beads (citocinas) com a sigla “BD” (tubo de cénico 15ml)

1.6 Identificar 9 tubos da curva padrao para fazer a diluicdo. Todos com sua

respectiva concentracao e diluicao;

TS 1:2 1:4 1:3 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256
5000 2500 1250 625 312,5 156 80 40 20

R NS WO N N NN N

1.7 Calcular quanto sera usado de cada Bead.
Exemplo: Vou realizar 180 amostras
Soma-se: 180 amostras
09 Curva
03 CN
18 pocos (seguranga) — Para nao faltar reagente

Total: 210 pocos
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Calculo: 210 pogos x 21ul (quantidade que eu vou colocar em cada tubo) = 4410
4410/7 (Numero de Beads que vou utilizar) = 630ul
Vou pegar 630ul de cada Bead.
2. Inicio do experimento:
2.1 Separar o kit que sera utilizado;
2.2 Preparo dos Padroes:
- Reconstituir o padrdo 15 minutos antes de comegar o experimento. O padrao
deve ser reconstituido com 2ml do Tampao G (Diluente de ensaio). Adicionar
1400ul do tamp&o G no tubo TS;
- Apos abrir o padréo, adicionar 300ul do Tampao G (de 100ul em 100ul) e
homogeneizar suavemente a cada 3 min durante 15min. Com uma pipeta,
passar o padrdo para o tubo TS. Usar mais 300ul para lavar o tubo do padrao
(passar para o tubo TS);
- Homogeneizar o tubo TS com a pipeta de 1000ul (30x suavemente);

- E em seguida iniciar a diluicao seriada;

300ul 300ul 300ul 300ul 300ul 300ul 300ul 300ul
TS 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256
5000 2500 1250 625 312,5 156 80 40 20
2mL
Tampao
G
+
300ul
300ul 300ul 300ul 300ul 300ul 300ul 300ul =
Beads = = = < = = Tampao
Tampao Tampao Tampao Tampao Tampao Tampéo Tampao G
G G G G G G G

V VV VVVVVVYV

OBS: NUNCA VORTEXAR O PADRAO E NEM AGITAR FORTEMENTE

2.3 Preparo do pool de beads:

- Pegar o calculo de quanto vocé vai precisar utilizar das Beads (Ex. 630ul);

- Passar cada tubo no vértex por 1min.

- Colocar 630ul de cada Bead (reagentes A1 — A7 do kit) no Tubo BD. Em

seguida, passar no vértex (Embrulhar o mix no papel aluminio);
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- Utilizaremos 21ul do mix de Beads para cada tubo de amostra, curva padréo e
CN.

2.4 Execucao das reagoes:

- Adicionar 25ul de cada padrao nos seus respectivos pogos;

- Adicionar 25ul do Tampao G em cada pogo de CN,;

- Adicionar 21ul do mix de beads em todos os pocos, inclusive no padrédo e CN.
Nao esquecer de vortexar as Beads de tempo em tempo;

- Adicionar 17ul do PE (Reagente B) em cada poco, inclusive no padrao e CN;

- Deixar as placas incubando por 3 horas (no agitador).

2.4 Preparar o Setup (calibragao):

- Centrifugar o Wash buffer (Tampao F) para retirar qualquer sujeira

- Adicionar 400ul do wash buffer e 100ul do Cytometer Setup Beads (Reagente
D)

2.5 Finalizagao do experimento:

- Apds o periodo de incubagéo de 3 horas, lavar as placas com wash buffer
(Reagente F). Adicionar 200ul em cada pogo com o auxilio da multicanal

- Deixar 2 min (dando leves batidas na placa);

- Em seguida, centrifugar 2000g, 18°C, 10min;

- Verter as placas na pia e secar cuidadosamente;

- Adicionar 200ul de wash buffer para leitura;

- Homogeneizar no agitador e em seguida transferir para os tubos.




