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RESUMO

PEREIRA, Fernanda Mariz. Células mieloides supressoras e monacitos na resposta a
vacina contra o meningococo C em criancgas e adolescente infectados pelo HIV-1. 2020.
75 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

A doenca meningococica pela Neisseria meningitidis sorogrupo C é responsavel por
surtos no Brasil, e estudos indicam que sua incidéncia é maior entre criancas e adolescentes
portadores do virus HIV. A protecdo induzida pela vacina conjugada contra MenC permanece
mais baixa nesta populacao do que em individuos HIV-. Apesar da efetiva supressao viral com
a Terapia antirretroviral (TARV), persiste um estado de inflamag&o cronica e evidéncias de
ativacdo de células T. Embora esteja estabelecido que a resposta imune ao meningococo se
efetive através da producdo de anticorpos bactericidas, existem poucos estudos sobre a
influéncia de células da imunidade inata na resposta vacinal nestes individuos. Células
mieldides supressoras (MDSC) constituem um grupo heterogéneo de células cuja frequéncia
tem sido correlacionada com aumento da carga viral e reducdo na contagem de LT CD4 em
pacientes HIV+. O objetivo deste estudo foi caracterizar as popula¢es de MDSC e mondcitos
em criancas e adolescentes (6 a 17 anos) infectados ou ndo com o HIV-1 e imunizados com a
vacina conjugada MenC-CRMz1g7. Foram obtidas amostras de sangue antes (V1) e apos a
primeira dose da vacina (V2), e, antes (V3) e ap6s (V4) segunda dose. O intervalo entre as doses
foi de onze meses, e o intervalo entre V1 e V2, e V3 e V4, foi de dois meses. Células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram obtidas para a caracterizacdo das MDSC’s
e mondcitos por citometria de fluxo e ap6s foram correlacionadas com a carga viral e com 0s
titulos de anticorpos bactericidas (SBA) induzidos pela vacina. Foram observadas duas
subpopulacdes distintas de MDSC, CD33"CD11b* e CD33'°“CD11b*, e trés subpopulacdes de
monacitos; mondcitos classicos CD14"CD16° (MC), mondcitos intermediarios CD14"CD16"
(MI) e mondcitos no classicos CD14M™CD16* (NC). Apos a segunda dose (V4) foi observado
uma frequéncia (12,8%) significativamente maior (P=0,038) da popula¢do CD33"“CD11b*
entre os pacientes sem TARV comparados aqueles em tratamento (4,7%). Houve uma
correlagéo inversa e significativa entre a carga viral e a frequéncia da razdo obtida entre LT
CD4 e MDSC CD33'°“CD11b* antes (r=-0,65, P=0,048) e apds a 12 dose da vacina (r=-0,68,
P=0,038). Foi observado uma menor frequéncia de mondcitos classicos ativados (CD163+) em
V4 (5%) quando comparado a V1 (15,9%) e V2 (12,7%) (P=0,010 e P=0,0047,
respectivamente). A mesma tendéncia foi observada para os monadcitos intermediarios ativados.
Observou-se correlacdes inversas e significativas entre a frequéncia dos mondcitos classicos de
V2 com a carga viral basal em V1 (r=-0,65, P=0,048) e em V2 (r=-0,66, P=0,043). A frequéncia
de mondcitos classicos ativados (CD163") detectada em V2 também exibiu correlacdo inversa
e significativa com a carga viral tanto de V1 (r=-0,84, P=0,018) quanto de V2 (r=-0,79,
P=0,036). Foram observadas correlacdes negativas entre a frequéncia de MDSC
CD33"CD11b* antes da dose reforco (V3) e a frequéncia de mondcitos classicos e
intermediarios ativados ap6s a dose reforco da vacina (V4) (r= -0,071, P=0,057 e r=-0,83,
P=0,015, respectivamente). A frequéncia de mondcitos ndo classicos (CD14MCD16%)
apresentou correlacdo inversa e significativa com os titulos de SBA obtidos apds a 12 dose da
vacina (r=-0,70, P=0,022). Estes resultados apontam que o0 aumento na frequéncia das MDSC
pode estar contribuindo na reducéo da ativacdo de monaocitos e para uma possivel associacéo
com a melhora da resposta vacinal.

Palavras-chave: HIV. MDSC. Mondcitos. Mondcitos ativados. Vacina meningocécica

conjugada. Pacientes sob TARV ou néo.



ABSTRACT

PEREIRA, Fernanda Mariz. Myeloid derived suppressor cells and monocytes in response
to meningococcal C vaccine in HIV-1 infected children and adolescents. 2020. 75 f.
Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Meningococcal disease caused by Neisseria meningitidis serogroup C is responsible for
outbreaks in Brazil, and studies indicate that its incidence is higher among children and
adolescents with HIV. Protection induced by conjugated vaccine against MenC remains lower
in this population than in HIV- individuals. Despite effective viral suppression with
antiretroviral therapy (ART), a state of chronic immune activation and evidence of T-cell
activation persists. Although it is established that the immune response to meningococcus is
effective through the production of bactericidal antibodies, there are few studies on the behavior
of innate immune cells during the vaccination process in this group of individuals. Myeloid-
Derived Suppressor Cells (MDSCs) are a heterogeneous group of cells whose frequency has
been correlated with increased viral load and reduced CD4 LT count in HIV+ patients. The
objective of this study was to characterize the populations of MDSC and monocytes in children
and adolescents (6 to 17 years old) infected or not with HIV-1 and immunized with the MenC-
CRMa1g97 conjugate vaccine. Blood samples were obtained before (V1) and after the first dose
of the vaccine (V2), and before (V3) and after (VV4) second dose. The interval between doses
was eleven months, and the interval between V1 and V2, and V3 and V4, was two months.
Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained for the characterization of MDSC's
and monocytes by flow cytometry and after were correlated with the viral load and vaccine-
induced bactericidal antibody (SBA) titers. Two distinct MDSC subpopulations were observed,
CD33"CD11b* and CD33'°“CD11b*, and three subpopulations of monocytes; classical
monocytes CD14*CD16", intermediate monocytes CD14"CD16", and non-classical monocytes
CD14™MCD16". After the second dose (V4), we observed a significantly higher frequency
(12.8%) (P = 0.038) of the CD33'°“CD11b* population among patients without ART compared
to those under treatment (4.7%). There was an inverse and significant correlation between viral
load and the frequency of the ratio obtained between CD4 T cells and MDSC CD33"°"CD11b*
before (r=-0.65, P=0.048) and after the first dose of the vaccine (r=-0.68, P=0.038). A lower
frequency of activated classical monocytes (CD163+) was observed in V4 (5%) when
compared to V1 (15.9%) and V2 (12.7%) (P=0.010 and P=0.0047, respectively). The same
trend was observed for the activated intermediate monocytes. Inverse and significant
correlations were observed between the frequency of classic monocytes at V2 with baseline
viral load at V1 (r=-0.65, P=0.048) and V2 (r=-0.66, P=0.043). The classic CD163" monocytes
after the 1st dose of the vaccine also exhibited an inverse and significant correlation with the
viral load of both before (r=-0.84, P= 0.018) and after the 1st dose of the vaccine (r=-0.79,
P=0.036). Negative correlations were observed between the frequency of MDSC
CD33""CD11b* at V3 and the frequency of activated classic and intermediate monocytes after
the booster dose of the vaccine (V4) (r=-0.071, P=0.057 and r=-0.83, P=0.015, respectively).
The frequency of non-classical monocytes (CD14™CD16%) showed an inverse and significant
correlation with the SBA titers obtained after the 1st dose of the vaccine (r=-0.70, P=0.022).
These results indicate that the increase in MDSC frequency may be contributing to reduce
monocyte activation and a possible association with improvement in the vaccine response.

Keywords: HIV. MDSC. Monocytes. Monocytes activated. Conjugated meningococcal

vaccine. Patients on ART or not.
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INTRODUCAO

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), até o final de 2018
aproximadamente 37,9 milhdes de pessoas estavam infectadas com o virus da imunodeficiéncia
humana (Human Immunodeficiency Virus, HIV), causador da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (Acquired Immunodeficiency Syndrome, AIDS) (WHO, 2017a).

Apesar de uma resposta imunoldgica inicial efetiva apos a infeccdo pelo HIV, ocorre
uma disfuncédo do sistema imune caracterizada pelo declinio e perda de funcéo das células T
CD4+ levando a progressao da doenca (DHHS, 2020a; DROSS et al., 2017). Mesmo ap0s
atingida a supresséo viral e restabelecido niveis normais de células T CD4+ pelo uso da terapia
antiretroviral (TARV), a doenca cursa com um persistente estado de ativacdo e inflamacgéo do
sistema imune, fazem com que a AIDS permaneca como um grande problema de satde publica
(GEORGE et al., 2018)

TRANSMISSAO VERTICAL DO HIV

Mulheres gravidas portadoras do HIV possuem alto risco de transmitir o virus para suas
criangas durante a gravidez, durante o trabalho de parto e no parto, e ainda no pos-parto através
da amamentacao, constituindo a transmissdo vertical ou materno-infantil.

A maioria das criancas sdo infectadas no periodo do nascimento. Muitas delas adquirem
o HIV e ficam doentes porque suas maes nao foram adequadamente identificadas e tratadas
durante o pré-natal e no parto. Algumas maes, cujas criangas nascem infectadas, podem ser
assintométicas no momento do parto, ou mesmo desconhecerem seu status de HIV+. Sem
qualquer intervencao, entre 15 a 30% das criancas nascidas de mades HIV positivas se tornardo
infectadas com HIV durante a gestacdo, no trabalho de parto e/ou no parto, e outras 5 a 15% se
tornardo infectadas através da amamentagdo (WHO, 2017a; WHO, 2007).

RECOMENDACAO DE TRATAMENTO HIV/AIDS NO BRASIL

A OMS atualiza seus guidelines de Recomendacdes de Tratamento a cada 2 ou 3 anos,
ampliando a abrangéncia e incluindo novas recomendagdes. Para a avaliagdo da severidade da
doenca, a OMS considera a divisdo em estagios clinicos com base em sinais e sintomas clinicos
caracteristicos de doencas definidoras de cada fase da infec¢do pelo HIV, indo do estagio 1 com

sintomas leves, chegando ao estagio 4 caracterizado pela AIDS com sintomas severos. Os
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pacientes se enquadram em um determinado estgio quando apresentam pelo menos um dos
critérios definidos para cada estagio (WHO,2010; WHO, 2017b).

A OMS também designa a classificacdo de doenca avancada, que é definida como
contagem de celulas CD4 menor que 200 células/ul em criangas maiores que 5 anos,
adolescentes e adultos, ou estagio 3 ou 4 da doenga. Além disso, todas as criangas menores de
5 anos infectadas por HIV, independente da contagem de células CD4, sdo consideradas
portadoras de doenca avancada (WEINBERG; KOVARIK, 2010; WHO, 2017b).

A consideracdo de que todas as criangas menores que 5 anos infectadas por HIV estejam
com doenca avangada se deve ao reconhecimento de que a maioria destas criancas se apresenta
com imunossupressao avancada e sob alto risco de progresséo da doenca e mortalidade quando
buscam atendimento nos servic¢os de satde (WHO, 2017a).

A progressao da doenca na infeccao pelo HIV ocorre de forma mais rapida em criancgas
que em adultos, e os parametros laboratoriais de CD4 e carga viral séo menos sensiveis para
predizer o risco de progresséo, especialmente em menores de 12 meses de idade. Duas razdes
gue podem explicar isso sdo, a alta viremia plasmatica por volta dos 2 meses de idade, podendo
atingir valores superiores a 1.000.000 copias/mmg3, com taxas de declinio mais lentas do que as
apresentadas em adultos, sendo dificil definir limites precisos para a progresséo da doenca (MS,
2009). A segunda razédo seria o fato de que as criangcas menores de 5 anos apresentarem
variacdes na contagem absoluta de células CD4 dependentes da faixa etaria, sendo por isso
preferivel a utilizacdo das variacBes na contagem percentual como parametro mais estavel para
avaliar a progressao da doenca. Devido a essas variacdes dependentes de faixa etaria se torna
dificil aimplementacdo de uma definicdo Unica de imunossupressdo avancada, dificultando por
sua vez, a implementacdo de medidas que sejam adotadas por todos de modo eficaz, tal como
a elegibilidade para TARV (MS, 2014 FORD et al., 2018).

A terapia antirretroviral altamente ativa (Highly active anti-retroviral therapy, HAART)
permanece como a melhor estratégia para se alcancar supressao da replicagdo viral, restaurar o
sistema imune, retardar a progressdo da doenca e aumentar a sobrevida. Emprega trés
antirretrovirais com duas classes de farmacos diferentes, incluindo a prescricdo de um
nucleosideo inibidor de transcriptase reversa (nucleotide reverse transcriptase inhibitors,
NRTI), um inibidor de transcriptase reversa ndo-nucleosideo (non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitors, NNRTI) e um inibidor de protease (protease inhibitors, PI). A
combinacdo de farmacos suprime a probabilidade de crescimento de cepas resistentes de HIV-
1 que frequentemente aparece em tratamentos com monoterapia (ENGELMAN;
CHEREPANOV, 2012 ; SIBERRY, 2014).
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A importancia da TARV para estes pacientes, e em especial para as criangas, nao reside
somente na reducdo de risco de infecgBes oportunistas, mas abrange também o aumento da
resposta elicitada por imunizacdes, pois a auséncia de uma efetiva TARV pode prejudicar a
formacéo da resposta imunoldgica de memoria reduzindo a qualidade ou a duracéo da resposta.
(BERTOLINI et al., 2012; SIBERRY, 2014; SIBERRY et al., 2013).

EPIDEMIOLOGIA DO HIV NO BRASIL

No Brasil, a AIDS é uma doenca de notificagdo compulséria desde a década de1980, e
a Infecgdo pelo HIV em Gestantes, Parturientes ou Puérperas e Criangas expostas ao risco de
transmissdo vertical do HIV, passou a ser de notificacdo compulsdria a partir de 4 de setembro
de 2000. E em 6 de junho de 2014 foi incluido a infec¢do pelo HIV na Lista de Notificacdo
Compulséria (MS, 2017).

Todos os casos suspeitos ou confirmados s&o registrados no Sistema de Informacéo de
Agravos de Notificacdo (Sinan) e os obitos declarados no Sistema de Informacgdes sobre
Mortalidade (SIM). As tendéncias de HIV/AIDS sdo monitoradas também com informacdes do
Sistema de Controle de Exames Laboratoriais da Rede Nacional de Contagem de Linfdcitos
CD4+/CD8+ e Carga Viral do HIV (Siscel) e do Sistema de Controle Logistico de
Medicamentos. De 2007 até junho de 2019, foram notificados no Sinan 300.496 casos de
infeccdo pelo HIV no Brasil, com predominio dos casos na regido sudeste que contabilizou
136.902 dos casos, distribuidos em sua maioria em uma faixa etaria compreendida entre os 20
e 34 anos. Em relacdo a distribuicdo por sexo, foram 207.276 (69,0%) casos em homens e
93.220 (31,0%) em mulheres. Importante ressaltar que a notificagdo compulsoria da infeccao
pelo HIV se deu a partir de 2014, dificultando uma analise epidemiol6gica mais rigorosa com
relacdo as tendéncias da infeccdo no Brasil, considerando o periodo analisado. Em relacdo as
gestantes, no periodo de 2000 até junho de 2019 foram notificadas no Sinan 125.144 gestantes
infectadas com HIV, também com predominio da maioria delas na regido sudeste (38,1%) e
distribuidas em sua maioria em uma faixa etaria entre 20 e 24 anos (27,8%). Quanto a
escolaridade, a maioria delas tinha entre a 5% a 82 série incompleta, representando 28,9%. (MS,
2019b).

Houve um aumento de 38,1% na taxa de detec¢do de HIV em gestantes em um periodo
de dez anos, com uma taxa de 2,1 casos/mil nascidos vivos em 2008, para 2,9/mil nascidos
vivos em 2018, sendo as regides Norte e Nordeste as que apresentaram maiores incrementos na

taxa, de 87,5% e 118,1% respectivamente. Esse aumento poderia ser explicado, em parte, pela
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ampliacdo do diagnodstico no pré-natal e a consequente prevencdo da transmissdo vertical do
HIV (MS, 2019b).

Em relacéo aos casos de aids, foram identificados 966.058 casos no periodo entre 1980
a junho de 2019, com concentracdo nas regides Sudeste e Sul, correspondendo cada qual a
51,3% e 19,9% do total de casos. Desse total, 756.586 casos foram registrados no periodo entre
0 ano 2000 e junho de 2019, sendo que, somente 534.114 (70,6%) foram notificados no Sinan.
Entre os casos ndo notificados, 57.402 (7,6%) foram encontrados no SIM e 165.070 (21,8%)
no Siscel/Siclom, sendo a soma destes a representacdo de subnotificagdes no Sinan (MS,
2019b).

CARACTERISTICAS DO HIV E SUA REPLICACAO

O HIV é um retrovirus que pertence a familia Retroviridae, do género Lentivirinae e é
conhecido por infectar importantes células do sistema imune como células T CD4+, macrofagos
e células dendriticas. Ele infecta células principalmente atraveés do antigeno de superficie
CD4+, e além desse receptor, 0s co-receptores de citocinas da familia de receptores de
quimiocinas (Chemokine receptor, CCR), CCR5 e/ou CXCR4, sdo os principais receptores
para o HIV, fazendo das células com estes marcadores alvos primérios para infecgdo (DOUEK;
PICKER; KOUP, 2003; STUMPTNER-CUVELETTE et al., 2001).

Existem dois tipos de virus da AIDS, o HIV-1 e o HIV-2, diferenciados pela organizacao
do genoma e relacgdes filogenéticas com outros lentivirus de primatas. A analise filogenética de
sequéncias nucleotidicas dos virus permite a realizagdo da classificacdo. O HIV-1 é subdividido
em 4 grupos: grupo M (majoritario), grupo N (novo, ou ndo-M, e ndo-0), grupo O (do inglés,
outlier), e ainda o grupo P. A maioria das infec¢bes ocorre pelo grupo M do HIV-1 o qual é
diferenciado em nove subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J e K). Os subtipos A e F, por sua vez, sdo
subdivididos em Al, A2, A3, Ad e A5, e em F1 e F2, respectivamente (MS, 2013). No Brasil
ocorre predominio do grupo M e dos subtipos B e C (ARRUDA et al., 2018)

O genoma do HIV apresenta trés genes estruturais principais; Gag (grupo-antigénico),
Pol (polimerase) e Env (responsavel pelas glicoproteinas de superficie viral), comuns a todos
0s retrovirus. Outros genes embora ndo sejam parte da estrutura viral, codificam produtos com
funcdo reguladora da replicacdo viral, como os dois genes relacionados com a transcricdo e
exportacdo de proteinas regulatorias, Tat e Rev, e quatro genes acessorios Nef, Vif, Vpr e Vpu
(DULL etal., 1998; E et al., 2010; REN et al., 2014).

O gene Gag codifica quatro polipeptideos precursores das proteinas do capsideo:
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MA/pl7 (matriz), CA/p24 (capsideo), NC/p7 (nucleocapsideo) e p6. O gene Env codifica a
proteina gpl160, que € clivada para formar a proteina de superficie gp120 (SU gp120) e a
proteina transmembrana gp41(TM gp41), envolvidas na ligacdo aos receptores do HIV e fuséo
nas células do hospedeiro (BALASUBRAMANIAM; PANDHARE; DASH, 2019;
ENGELMAN; CHEREPANOV, 2012) . O gene Pol codifica trés polipeptideos precursores que
posteriormente adquirem atividade enzimaética; transcriptase reversa (RT), responsavel pela
transcricdo do RNA viral em DNA fita dupla; integrase (IN) a qual media a integracdo do DNA
viral no genoma das células do hospedeiro, e protease (PR), que apds um auto-processamento
processa RT e IN em enzimas funcionais (REN et al., 2014).

A replicacdo do virus tem inicio com a adesdo da proteina gp120 do HIV ao receptor
primario CD4, que induz uma mudanca conformacional na proteina, permitindo a exposicao de
um novo dominio proteico que permite a ligacdo a um co-receptor, CCR5 ou CXCR4. Na
sequéncia, ocorre a fusdo do virus na membrana da célula alvo (LLORENTE-GARCIA;
MARSH, 2019; REN et al., 2014).

O processo da transcricdo reversa ocorre no interior do capsideo, no citoplasma da
célula, e apos, ocorre a passagem do capsideo pelos poros do nucleo celular. Uma vez dentro
do nucleo, o DNA viral € integrado ao genoma da célula hospedeira com auxilio da enzima IN,
passando a ser chamado provirus, que pode permanecer latente ou ter varios outros genes
transcritos (BALASUBRAMANIAM; PANDHARE; DASH, 2019).

O gene Tat (transativador) codifica uma proteina que ativa a transcricdo de genes
provirais do HIV, e o gene Rev codifica outra proteina que transporta 0 RNA mensageiro
(mRNA) viral para a tradugdo no citoplasma. Os polipeptideos MA, CA e NC, provenientes do
gene Gag, encobrem duas cadeias de RNA da particula viral em maturacdo e proporcionam
ligacdo a membrana plasmatica na superficie celular, coordenando o empacotamento desta
particula viral imatura. A membrana celular que envolve a particula nascente é ligada a
complexos das proteinas virais gp120 e gp41 derivadas da gp160. Essa particula viral imatura
e ndo infecciosa é liberada da célula pela acdo do dominio p6 de Gag. Ao final do ciclo viral a
enzima PR media a conversdo das particulas imaturas em virions infecciosos por meio da
protedlise dos polipeptideos precursores provenientes de Gag e Pol para produzir os
componentes estruturais definitivos MA, CA e NC, e asenzimas PR, RT e IN, respectivamente.
Esta etapa ocorre juntamente, ou logo apos o brotamento (BALASUBRAMANIAM,;
PANDHARE; DASH, 2019; ENGELMAN; CHEREPANOV, 2012; HULME et al., 2015; E et
al., 2010; MS, 2013)

Diferentemente dos linfocitos T, onde ocorre brotamento na superficie celular e os virus



19

sdo liberados no espaco extracelular, o processo de germinacdo em monadcitos e macrofagos
resulta no acimulo de virus nos vacuolos intracelulares, que s&o entéo liberados (E et al., 2010).

O gene Nef auxilia na amplificacdo da replicacdo viral pela evasdo da imunidade
adaptativa tornando a célula infectada menos suscetivel a ser destruida pelo sistema imune do
hospedeiro. Isto acontece pela diminuicdo da expressao na superficie celular de moléculas do
Complexo Principal de Histocompatibilidade de classe | (Major Histocompatibility Complex,
MHC-1), reduzindo a apresentacdo de antigenos nas células infectadas (JIA et al., 2012; RANK
etal., 1995; REN et al., 2014).

FASES DA DOENCA E DETECCAO DA INFECCAO:

O curso tipico de uma infeccdo pelo HIV-1 ocorre através de quatro fases: eclipse,
infeccdo aguda, infeccéo cronica e AIDS.

A fase de eclipse ocorre duas semanas apds a transmissdo do virus e é marcada por
replicacdo ativa do virus no sitio de infeccdo e disseminacdo para tecidos susceptiveis mais
distantes, sem viremia detectavel, sintomas ou resposta imune. A primeira deteccdo do RNA
viral no sangue marca o final da fase de eclipse (BALASUBRAMANIAM; PANDHARE;
DASH, 2019)

A fase aguda ocorre entre 2 a 4 semanas e € marcada por alta viremia evidenciada pelos
altos niveis de copias do RNA viral no sangue, grandes pools de células T CD4+ infectadas no
sangue e tecidos linfoides, e deplecdo aguda de células T CD4+. Respostas imunes humoral,
através de anticorpos contra proteinas virais, e mediada por células, através de células T CD8+
citotoxicas contra células infectadas expressando antigenos virais, sdo iniciadas no pico da
viremia. Apds aproximadamente 7 dias a partir da deteccdo do RNA do virus, comecam a ser
detectadas quantidades elevadas do antigeno p24. O resultante declinio no numero de células
de T CD4+ e da viremia, pela exaustdo dos pools de células T CD4 disponiveis, marcam o fim
da fase aguda (MERINO et al., 2017; PAREKH et al, 2019; DHHS, 2020a;
BALASUBRAMANIAM; PANDHARE; DASH, 2019).

O fim da fase aguda e transicdo para a fase cronica da doenca é caracterizado por
estabilizacdo da carga viral no plasma no chamado “set point viral”, resultante do incompleto
controle da replicacdo viral pela resposta imune adaptativa. Existe uma ativacdo imune crénica
com estado inflamatorio, que se ndo tratado com TARV, a doenca avancga para a quarta fase,
gue pode ocorrer em um periodo entre meses a 20 anos, levando em média 10 anos (MERINO
etal., 2017; DHHS, 2020a; BALASUBRAMANIAM; PANDHARE; DASH, 2019)
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A fase da AIDS representa a fase mais severa da infeccédo, podendo apresentar duragdo
variavel entre individuos tratados (entre 1 a 20 anos) e ndo-tratados (entre 1 a 3 anos). A
contagem de células T CD4+ reduz, podendo chegar abaixo de 200 células/mm3 no sangue, e
os individuos infectados se tornam susceptiveis a varias infeccdes oportunistas e canceres como
sarcoma de Kaposi. Essas infecgdes e canceres associados com perda de células T CD4+
definem o estdgio de AIDS. O desenvolvimento e aplicacdo de combinagdes de terapia
antirretrovirais aumentou a sobrevivéncia pela supressao do virus a niveis indetectaveis e
restauracdo do numero de células T CD4+ a niveis normais, prevenindo o desenvolvimento do
estagio conhecido como AIDS (BALASUBRAMANIAM; PANDHARE; DASH, 2019;
MERINO et al., 2017).

Para o diagndstico de HIV, dois ou mais testes sdo combinados para aumentar o Valor
preditivo positivo (VPP) de um teste inicialmente positivo. S&o reconhecidas trés estratégias
para diagndéstico laboratorial: deteccdo soroldgica de anticorpos antivirais, determinacdo de
antigenos virais, e isolamento do virus. As amostras podem ser de soro, plasma, sangue total
ou sangue seco em papel-filtro (dried blood spot, DBS) (MS, 2018; PASCOM et al., 2016)

Os testes imunoenzimaticos de quarta geracdo detectam os anticorpos IgG e IgM anti-
HIV, e 0 antigeno p24 simultaneamente, sendo estes testes que detectam antigeno p24 utilizados
como marcador em individuos com infeccao recente antes da soroconversao, pois a positividade
ocorre cerca de 5 a 10 dias antes do aparecimento dos primeiros anticorpos anti-HIV, reduzindo
a janela imunologica (MS, 2010b)

Quanto aos testes de biologia molecular permitem a identificacdo do virus,
possibilitando o diagnostico mais precoce do que os métodos de deteccdo de anticorpos
produzidos pelo organismo, o que auxilia a definicdo do diagndstico da infecgdo pelo HIV em
gestantes. Estes testes de base molecular se baseiam na técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) que podem detectar tanto o DNA proviral intracelular do HIV resultante da
transcricdo do RNA do HIV pela transcriptase reversa viral, quanto o RNA do HIV sendo,
portanto, muito sensiveis e considerados o pilar para a determinacdo da carga viral no plasma.
Os niveis plasmaticos de RNA do HIV-1 constituem importante marcador de evolucdo da
doenca, e servem também como monitoramento da eficicia da terapia antirretroviral. S&o
especialmente importantes para a deteccéo da infecgé@o recente quando a viremia esta presente,
mas ainda ndo ha anticorpos detectaveis, e para lactentes nascidos de maes infectadas, pois a
presenca de anticorpos maternos inviabiliza os testes sorologicos, uma vez que anticorpos IgG
maternos atravessam a placenta, e podem persistir por até 18 meses de idade, sendo necessario
a deteccéo virologica para identificacdo da crianca infectada (MAZANDERANI; SHERMAN,
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2019; PAREKH et al., 2019; SIBERRY, 2014)

PERSISTENCIA DO HIV: RESERVATORIOS

Apesar do avanco no tratamento com a terapia antirretroviral para aumento da sobrevida
e sintomas clinicos, ela ndo elimina o virus do organismo, que pode permanecer em
reservatorios contribuindo para a sua disseminacao. Um reservatorio viral é definido como uma
célula infectada que persiste mesmo com tratamento, podendo ser ativo ou latente. Um
reservatorio ativo continua a produzir virus usando a maquinaria celular para transcri¢éo e
traducdo molecular. Uma explicacdo para a formacdo do reservatério celular pode ser a
resisténcia da célula a terapia antirretroviral, na qual a droga foi incapaz de penetrar através da
membrana plasmatica, ou, mesmo quando no meio intracelular foi ineficaz em inibir a enzimas
transcriptase reversa ou integrase. Mondcitos, macrofagos, células microgliais e células T
CD4+ infectadas sdo importantes reservatorios celulares de longa duracgéo do HIV (FANALES-
BELASIO et al., 2010)

A infeccdo da célula T CD4 é seguida por replicacéo viral, liberacéo de virions e morte
da célula T CD4, levando a progressiva perda de CD4 e falha no sistema imune. Porém, em
uma pequena proporcdo de células T CD4, o HIV estabelece um reservatorio estavel apos sua
entrada, preservando o provirus do HIV, e como essas células T possuem caracteristica de
repouso e memoria ndo ocorre expressdao do provirus nem producdo de proteinas virais,
mantendo esses reservatorios invisiveis a resposta imune do hospedeiro mediada por linfécitos
T citotoxicos, e também a TARV. Compostos quimicos considerados agentes de reversdo da
laténcia, assim como a interrupcao da TARV, podem estimular a transcricao e traducao do virus
dormente, quando entdo o RNA e proteinas virais serdo produzidas (BALASUBRAMANIAM,;
PANDHARE; DASH, 2019)

CELULAS MIELOIDES E A RESPOSTA IMUNE

Células imunes inatas sdo as primeiras a interagir com patdégenos no curso de uma
infeccdo ou imunizagdo desempenhando um importante papel como células apresentadoras de
antigenos para as células T, e representam um mecanismo fundamental de protecdo do
hospedeiro (GEORGE et al., 2018).

A ativacdo de células mieloides ocorre em resposta a sinais de patogenos, através de

moléculas conhecidas como padrées moleculares associados ao dano (DAMPs) e padrbes
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moleculares associados a patdgenos (PAMPS), primariamente através da sua ligacdo a
receptores de reconhecimento de padréo (PRRs), como o Toll-Like Receptor (TLR) expressos
em fagocitos. Usualmente estes estimulos de ativacdo sdo relativamente fortes e de curta
duracdo com o objetivo de eliminar a ameaca e resultam no recrutamento de células da linhagem
mieloide, como neutréfilos e mondcitos (VEGLIA; PEREGO; GABRILOVICH, 2018).

Citocinas tais como, fatores estimulantes de coldnia granuldcito/macrofago (GM-CSF),
e estimulante de macrofago (M-CSF), controlam a mielopoiese em estado fisioldgico, e em
individuos saudaveis rapidamente as células se diferenciam em granuldcitos maduros,
macrofagos ou células dendriticas (Dendritic cell, DC), (GABRILOVICH; NAGARAJ; LEE,
2009).

Em contraste, em situacdes associadas com inflamacao crénica ndo resolvida, como
trauma, sepse, infeccbes e micro ambiente tumoral, ocorre uma inducdo persistente da
mielopoiese através de sinais relativamente mais fracos, mas de longa duracéo, o que promove
0 acumulo de células mieloides imaturas que ndo completam seu processo de diferenciacédo
normal e ndo sdo capazes de desempenhar suas funcgdes efetivamente como células mieloides
maduras. Como resultado, existe uma expansdo de subgrupos de células miel6ides com
atividade regulatoria, conhecidas como células regulatorias mieloides (Myeloid Regulatory
Cells, MRCs), e dentre estas estdo as células mieloides supressoras (Myeloid-Derived
Suppressor Cells, MDSCs) (DORHOI et al., 2019; GABRILOVICH; NAGARAJ; LEE, 2009;
BRONTE et al., 2016).

A mielopoiese desregulada que ocorre durante infeccBes cronicas, leva a ativagdo
continua de progenitores, promovendo a geracdo de MDSC (DORHOI et al., 2019). Estes sinais
continuos disparam varias vias de sinalizacdo diferentes nas MDSCs que envolvem
principalmente o Sinal Transdutor e Ativador de Transcricdo 3 (Signal transducer and activator
of transcription 3, STAT3) da familia de fatores de transcricdo. STAT 3 regula a expansao das
MDSCs pela estimulacdo da mielopoiese e inibe a diferenciacdo da célula mieloide, que fica
impedida de completar a diferenciagcdo em células maduras (GABRILOVICH, 2018;
GABRILOVICH; NAGARAJ; LEE, 2010).

As MDSCs portanto, sdo resultantes de um processo de mielopoiese persistente. A
diferenca na expansao das MDSCs esta na permanéncia do estimulo; enquanto a expanséao que
ocorre como resposta hematopoiética na inflamacdo possui uma mielopoiese regulada, em
inflamacdo n&o resolvida ou persistente, o agente indutor permanece e o ciclo hematopoiético
se torna desregulado pois quanto mais tempo o compartimento mieloide for exposto ao efeito

desses fatores, mais potente a ativacdo patologica dessas MDSCs (VEGLIA; PEREGO;
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GABRILOVICH, 2019)

Células mieloides geradas sob essas condicGes, apesar de similares a neutrofilos e
monocitos, tem perfil gendmico, bioquimico, e atividade funcional diferente. Portanto,
monacitos e neutréfilos gerados sob estas condigfes tém um fendtipo e morfologia imaturos;
capacidade fagocitaria relativamente fraca; capacidade aumentada para producgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), éxido nitrico (NO), alta expressao de arginase, e varias citocinas
anti-inflamatorias. Muitos destes perfis estdo ausentes em neutréfilos e mondcitos ativados
classicamente, podendo este estado de ativacdo ser considerado patologico, ndo levando a
(supressédo imune) (VEGLIA; PEREGO; GABRILOVICH, 2019).

A caracteristica marcante das MDSC € a capacidade supressora de células T, e em menor
grau células B e NK. (GABRILOVICH, 2017). Desta forma, em um estado de inflamacéo
cronica, existe uma populacdo heterogénea de células nos tecidos que incluem neutréfilos e
mondcitos, além de uma populacdo de células mieloides imaturas, com efeito supressor numa
variedade de células do sistema imune. (VEGLIA; PEREGO; GABRILOVICH, 2018;
BRONTE et al., 2016) (GABRILOVICH; NAGARAJ; LEE, 2009).

EXPANSAO E ATIVACAO DAS MDSCs

Os sinais de recrutamento e ativacdo das MDSCs sdo divididos em dois grupos. O
primeiro grupo de sinais inclui fatores que sdo produzidos pelo estroma da medula em resposta
a infeccdo e inflamac&o cronica promovendo a expansdo das MDSCs através da estimulacdo da
mielopoiese. Dentre eles destacam-se a ciclooxigenase-2, prostaglandinas, fator estimulador de
célula tronco (CSF), fator estimulador de col6nia de granuldcito (G-CSF), fator estimulador de
col6nia de macréfago (M-CSF), fatores estimulantes de colénia granulécito/macrofago (GM-
CSF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e os &cidos graxos poliinsaturados
(VEGLIA; PEREGO; GABRILOVICH, 2018).

A maioria destes fatores dispara vias de sinalizacdo nas MDSCs que convergem nos
membros da familia de proteinas janus kinase (JAK) e sinal transdutor e ativador de transcri¢do
3 (STAT3), que sdo moléculas de sinalizacdo envolvidas na sobrevivéncia, proliferagéo,
diferenciacdo e ativagdo de genes anti-apoptose celular (GABRILOVICH, 2017;
GABRILOVICH; NAGARAJ; LEE, 2009).

O segundo grupo de fatores é produzido principalmente pela ativacdo de células T, e
sdo relacionados com a ativacdo patologica das MDSCs (GABRILOVICH,2017;
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GABRILOVICH; NAGARAJ; LEE, 2009; VEGLIA; PEREGO; GABRILOVICH, 2018).
Entre estes fatores se incluem IL-1p, IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-13 e fator de crescimento

transformador PB(TGF-B), que ativam diferentes vias de sinalizagio nas MDSCs

(GABRILOVICH; NAGARAJ; LEE, 2009; VEGLIA; PEREGO; GABRILOVICH, 2018).

CARACTERIZACAO FENOTIPICA DAS MDSCs

Como as MDSCs sdo heterogéneas nenhum sistema de marcadores especificos para
MDSCs humanas foi identificado. Muitos concordam com a observagdo de que as MDSCs
expressam CD11b e CD33 (marcadores mieloides), mas ndo apresentam marcadores de células
mieloides maduras tais como CD40, CD80, CD83 e MHC classe I, a molécula HLA-DR. Além
disso, podem ser divididas em dois grandes grupos de células com diferentes fendtipos:
granulociticas ou polimorfonuclear (G-MDSCs ou PMN-MDSC) e monocitica (M-MDSC)
(BIZYMI et al., 2019; DORHOI et al., 2019; GABRILOVICH; NAGARAJ; LEE, 2009;
GRETEN; MANNS; KORANGY, 2011; TUMINO et al., 2017).

As MDSCs monociticas (M-MDSCs) contém células CD14+ e as MDSCs
granulociticas (PMN-MDSCs) contém células CD15+,e ambos o0s grupos sdo HLA-DR-/'%
(BI1ZYMI et al., 2019; DIAZ-MONTERO et al., 2009; DROSS et al., 2017; GABRILOVICH;
NAGARAJ; LEE, 2009; KUSMARTSEYV et al., 2008; LEI et al., 2016; MANDRUZZATO et
al., 2009; BRONTE et al., 2016).

Sendo assim, os marcadores imunofenotipicos para a identificacdo das MDSCs entre as
células mononucleares do sangue periférico humano (Peripheral Blood Mononuclear Cells,
PBMC), por citometria de fluxo, incluem CD11b, CD33, HLA-DR, CD14, e CD15 (BRONTE
etal., 2016; BRUGER et al., 2018).

Uma terceira populacdo de MDSCs foi reconhecida como um estagio mais inicial, que
expressam os marcadores mieloide CD33 e CD11b, mas ndo expressam os marcadores da
linhagem CD14 e CD15/CD66, além de ndo expressarem ou possuirem baixos niveis de HLA-
DR. Séo conhecidas como Lin-HLA-DR-CD33+, onde Lin compreende CD3, CD14, CD15,
CD19 e CD56. Essas células Lin- contém grupos misturados de MDSC compreendendo
progenitores mais imaturos, sendo o termo early-stage MDSC (e-MDSC) proposto para esta
populacdo (BIZYMI et al, 2019; GABRILOVICH, 2017; VEGLIA; PEREGO;
GABRILOVICH, 2018; BRONTE et al., 2016).

Como as PMN-MDSC e os neutréfilos dividem um fenétipo similar, CD11b+CD14-

CD15+ (ou CD66+), 0 método que permite a separacao € a centrifugacdo em gradiente usando
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densidade de 1.077g/ml, chamado gradiente Ficoll, que separa as populagdes de alta e de baixa
densidade entre as PBMCs (BRUGER et al.,2018; BRONTE et al., 2016). As PMN-MDSC
podem ser encontradas na fracao de baixa densidade engquanto os neutréfilos podem ser isolados
da fracdo de alta densidade (GABRILOVICH, 2017; VEGLIA; PEREGO; GABRILOVICH,
2018). Entretanto, para Bronte et al.,2016, as limita¢des sdo inevitaveis, podendo a fragdo de
baixa densidade conter também alguns neutrofilos ativados, e da mesma forma, algumas PMN-
MDSC podem passar através do gradiente e contaminar a fracdo de alta densidade dos
neutrofilos (BRONTE et al., 2016).

Embora alguns autores considerem que as MDSC’s sao originadas por mielopoiese
persistente, para outros autores, no entanto, a subpopulacdo de PMN-MDSC provavelmente se
origina de neutrdfilos circulantes que adquirem um fenétipo de menor densidade aparecendo
na fracdo de celulas mononucleares do sangue periférico. Para este grupo, ndo esta claro se esta
subpopulacdo de células se origina de granulopoiese de um progenitor dedicado a supressdo na
medula dssea, ou se representa um subgrupo funcional de neutrofilos que adquiriu um fenotipo
imunossupressor em resposta a sinais especificos na periferia.(BOWERS, SCOTT HELTON,
etal., 2014)

As M-MDSCs sdo morfologicamente idénticas aos mondécitos, CD11b+CD14+CD15-,
e também podem ser encontradas na fragdo de baixa densidade do gradiente de Ficoll, de
PBMCs, onde representam uma pequena fragdo (VEGLIA; PEREGO; GABRILOVICH, 2018).

MECANISMOS DE SUPRESSAO DAS MDSC

Os principais mecanismos utilizados e moléculas efetoras produzidas incluem: arginase-
1 (ARG-1) que induz privacdo extracelular de l-arginina, um aminoacido nao-essencial
fundamental para proliferacdo de linfdcitos T; ciclooxigenase-2 (COX-2), que produz altos
niveis de prostaglandina-E2 (PGEZ2); indoleamina2,3-dioxigenase (IDO) que cataboliza
triptofano levando a deplegdo desse aminoécido limitando a sobrevivéncia e proliferacdo de
célula T; expressdo de oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) também conhecida como 6xido
nitrico sintase 2 (NOS2), que leva a producdo de NO, induzindo apoptose de célula T e
supressdo da proliferacdo dessas células; NADPH oxidase 2 (NOX2) que também inibe a
proliferacédo de célula T através da producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) tais como
anion superoxido (O7,) e peroxido de hidrogénio (H,O,); heme-oxigenase 1 (HO-1) que
também inibe proliferacdo de célula T através da producdo de monoxido de carbono; fator de

crescimento transformador B1 (TGF-B1) que promove anergia de células NK e induz células T
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reguladoras (Treg); IL-10 que leva a polarizagdo de macrdfagos tipo 2 e expansdo de Treg que
por sua vez inibe célula T efetora (BIZYMI et al., 2019; DRABCZYK-PLUTA et al., 2017;
GABRILOVICH, 2017).

Espécies reativas de nitrogénio, como o radical livre de peroxinitrito (ONOO-), podem
reagir com subprodutos da atividade de iNOS, ARG1 e membros da familia NOX e induzir
varias alteragcdes covalentes em aminoacidos arométicos de proteinas proximais por nitracéo /
nitrosilacdo independentes de enzima. Um exemplo disso ocorre na reacdo de NO com o
peroxinitrito na inibi¢ao da célula T por nitrosilagao do residuo de tirosina da cadeia { do CD3,
que € parte do complexo receptor da célula T (complexo TCR-CD3 na célula T) modulando
negativamente o receptor e reduzindo sua habilidade de reconhecer o complexo antigeno-MHC
(BRONTE et al., 2016; GABRILOVICH, 2017; GARG; SPECTOR, 2014).

O bloqueio in vitro, da PD-L1, um ligante da proteina PD-1 (programmed cell death 1,
uma molécula reguladora com acéo inibitoria, presente na superficie de células efetoras do
sistema imune) com anticorpo especifico, foi capaz de atenuar a funcéo inibitéria de MDSCs
restaurando a secrecdo de IFN-y pelas células T CD8+ inibidas pelas MDSCs, sugerindo que a
PD-L1 é parte do arsenal supressivo das MDSCs (ZHANG et al., 2017).

Por outro lado Qin, et al., 2013, exploraram diferentes mecanismos de supressdo de
célula T mediada por M-MDSC, mostrando que a proliferacdo de célula T e a producéo de IFN-
y foram suprimidas pela presenga de M-MDSCs e foram quase totalmente restauradas apds

administracdo de um inibidor de arginase (QIN et al., 2013).

MDSC E A INFECCAOQ PELO HIV

A relacdo das MDSCs com o cancer foi amplamente documentada, e evidéncias
mostram que a expansdo de células mieloides imaturas esta relacionada também com as
infeccdes virais agudas e crénicas como as causadas pelo HBV, HCV e HIV (DAMUZZO et
al., 2015, DRABCZYK-PLUTA et al., 2017).

Estudos mostram que o acumulo das MDSC, tanto de perfil monocitico quanto
polimorfonuclear, se correlaciona com a progressdo da doenca. Ja foi observado que a reducéo
da contagem de células T CD4+ e aumento da carga viral no curso da infecgdo pelo HIV estava
correlacionada com aumento na frequéncia de MDSC no sangue periférico de pacientes e
supressdo da resposta de células T. Além disso, também foi observado uma reducdo na
frequéncia das MDSCs com o inicio da terapia antiretroviral altamente ativa (Highly Active

Antiretroviral Therapy, HAART), e alguns autores sugerem estas celulas como indicadores de
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nivel de doenga para HIV. Entretanto, Agrati et al., 2019, observaram que a TARV mesmo
quando eficiente no clearance viral n&o foi capaz de restabelecer a normalizagéo da frequéncia
de PMN-MDSC ap0s 48 semanas de tratamento (AGRATI et al., 2019; CLOKE et al., 2012,
2010; LEI et al.,, 2016; QIN et al., 2013; VEGLIA; PEREGO; GABRILOVICH, 2018;
VOLLBRECHT et al., 2012).

Outros estudos ja demonstraram que as M-MDSCs podem servir de sitio de replicacdo
viral pois expressam o receptor CD4, bem como o co-receptor CCR5 e CXCR4, que séo
utilizados como entrada do HIV na célula hospedeira. De fato ja foi demonstrado que as M-
MDSCs de individuos saudaveis podem ser infectadas com o HIV in vitro (QIN et al., 2013)

Zhang et al., 2017, observaram que as PMN-MDSC se correlacionavam negativamente
com a contagem de células T CD4+, e positivamente com carga viral e ativacdo imune,
demonstrando uma correlacdo entre essas células e a progressdo da doenca em pacientes HIV+
ndo tratados, especialmente aqueles com infeccdo priméaria (ZHANG et al., 2017).

Qin, etal., 2013, avaliaram a frequéncia de MDSC de doadores saudaveis e de pacientes
HIV-1+ e observaram uma frequéncia mais elevada de MDSC, de perfil CD14+ sugestivo de
subgrupo monocitico, no grupo de HIV-1+. Foi encontrada uma correlacdo inversa entre
frequéncia de MDSC e contagem de células CD4+, uma vez que foi observada maior frequéncia
dessas células em pacientes pertencentes a categoria com contagem de CD4+ menor ou igual a
200 células/mm3 (QIN et al., 2013). Similarmente, Tumino et al.,2015, encontraram maior
frequéncia de PMN-MDSC em pacientes com contagem de CD4+ menor que 400 células/pl
entre os pacientes tratados. Por outro lado, ndo encontraram associacdo entre a frequéncia de
MDSC, a contagem de CD4+ e a carga viral, nem diferenca nos niveis de PMN-MDSC entre
pacientes tratados e néo tratados (TUMINO et al., 2015).

Tumino et al, 2017, também compararam pacientes HIV+ com infeccdo primaria,
crbnica e doadores saudaveis para avaliagdo de MDSC. Demonstraram que havia uma alta
frequéncia de PMN-MDSC em pacientes com infeccdo primaria quando comparado com 0s
saudaveis, porém mais baixa do que o observado em pacientes crénicos. Nestes, a frequéncia
de PMN-MDSC foi correlacionada positivamente com varios mediadores inflamatorios como
GM-CSF e MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1), sugerindo possivel contribui¢éo da
inflamacdo em induzir a expansdo das PMN-MDSC durante a fase cronica da infecgédo
(TUMINO et al., 2017).

Como a infeccdo pelo HIV leva a uma inflamagéo sistémica, com ativacao crénica de
células imunes como monacitos e linfocitos T, e secrecdo de citocinas pré-inflamatdrias, que

persiste em baixos niveis apesar da supresséo virologica com o uso da TARV, essa ativacao
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imune excessiva pode resultar em anergia funcional, e exaustdo imunoldgica. Esse quadro de
estimulo persistente é condizente com o recrutamento de células imaturas como as MDSC’s
(FENWICK et al., 2019; GORDON et al., 2010; DROSS et al., 2017; GEORGE et al., 2018).

CARACTERIZACAO DE MONOCITOS

As principais populacdes de células mieloides derivadas da medula dssea séo as células
polimorfonucleares (também chamados granulocitos), sendo os neutréfilos os representantes
mais abundantes, e as células mononucleares, representadas pelos mondcitos. Os monocitos
entram na corrente sanguinea continuamente, onde constituem 10% do total de leucdcitos
circulantes em humanos e sdo recrutados para sitios de inflamacdo como parte da resposta
imune do hospedeiro. Nos tecidos, por exemplo, em resposta a producdo de IFN-y produzido
por células NK, os mondcitos podem se diferenciar em macrofagos inflamatorios e células
dendriticas (SPRANGERS;VRIES;EVERTS, 2016; VEGLIA;PEREGO; GABRILOVICH,
2018).

Os mondcitos sdo classificados em diferentes subpopulac6es de acordo com a expressao
das moléculas CD14 e CD16 em sua superficie. Sdo reconhecidos trés subgrupos de mondcitos;
classicos, intermediérios e ndo classicos. Os monacitos classicos representam o principal
subgrupo, contando com aproximadamente 90% do total da populacdo de mondcitos, e se
caracterizam por altos niveis de expressdo de CD14 e ndo expressam CD16 (CD14++CD16-)
(ANBAZHAGAN et al.,, 2014; ANCUTA et al., 2003; GINHOUX; JUNG, 2014;
SPRANGERS; VRIES; EVERTS, 2016).

Frankenberger et al (1996) identificaram uma subpopulacdo de mondcitos distinta dos
monacitos classicos, que co-expressavam CD16 e baixos niveis de CD14, sendo denominados
de mondcitos intermediarios (CD14+CD16+). Além disso o grupo demonstrou que o subgrupo
CD14+CD16+ também foi capaz de expressar mRNA para as citocinas pro-inflamatorias tais
como TNF-a, IL-1 e IL-6, enquanto a expressdo da citocina anti-inflamatoria IL-10 era minima
ou ausente (FRANKENBERGER et al., 1996).

Assim como 0s mondcitos intermediarios, 0s mondcitos ndo cldssicos se caracterizam
por apresentarem CD16, e se diferenciam entre si pelos niveis de expressdao dos dois
marcadores, CD14 e CD16. Desta forma, os mondcitos classicos sdo definidos como
CD14++CD16-, mondcitos intermediarios como CD14+(+)CD16+, e mondcitos ndo classicos
como CD14+CD16++ (SPRANGERS; VRIES; EVERTS, 2016; WONG et al., 2012).

Apesar da literatura compartimentar os mondcitos em subgrupos distintos, eles



29

representam uma mesma célula em diferentes estagios de diferenciagdo. Embora compartilnem
algumas caracteristicas em comum, diferentes fungdes tém sido atribuidas a cada subgrupo de
mondacitos.

Monacitos classicos, quando comparados a mondcitos nao classicos, apresentam
elevada expressdo de TLR4 bem como niveis mais altos do receptor TREM-1 (Triggering
Receptor Expressed on Myeloids Cells 1), um receptor da superfamilia de Ig que apds ativado
pode amplificar algumas respostas a ligantes TLR como LPS, e outros ligantes de PRR,
provocando uma resposta sinérgica com amplificacdo da producdo de citocinas
proinflamatdrias. Portanto, durante processos infecciosos, 0os mondcitos classicos produzem
grandes quantidades de citocinas inflamatdrias como TNF-o, IL-1B e IL-6 em resposta a
ligantes TLR4. Os monacitos classicos sdo a primeira subpopulacéo a ser recrutada para um
sitio infectado ou inflamado, contribuindo desta forma na resposta antigénica e remocao de
células mortas (DOWER et al.,2008; BOUCHON; DIETRICH; COLONNA, 2000;
ANBAZHAGAN et al., 2014).

Os mondcitos intermediarios sdo recrutados em uma fase mais tardia da inflamacao, e
estdo principalmente associados com apresentacao de antigenos, reparo tecidual e, assim como
0s monacitos classicos, apresentam elevada secrecdo de citocinas inflamatérias (WONG et al.,
2012).

Por outro lado, os mondcitos ndo classicos apresentam altos niveis do receptor-1 de
guimocina (CX3CR1), uma molécula transmembrana expressa nas células endoteliais, que
medeia a adesdo entre estas e 0s mondcitos promovendo a migracdo transendotelial e
recrutamento para tecidos. Desta forma, os mondcitos ndo classicos sdo conhecidos como
patrolling, (patrulhadores), ou seja, importantes na vigilancia contra agentes estranhos no
organismo, além de mediarem a resposta anti-viral (ANCUTA et al., 2003; AUFFRAY et al.,
2007; SPRANGERS; VRIES; EVERTS, 2016).

MONOCITOS E A INFECCAO PELO HIV

Os mondcitos CD16+ estdo expandidos em numerosas infeccdes virais, como as
causadas pelo virus da Dengue, HBV, HCV e HIV, ou seja, subgrupos de mondcitos
intermediarios e ndo classicos ja foram encontrados aumentados nestas infec¢fes. Nos
pacientes HIV os mondcitos CD16+ sdo mais permissivos a infecgdo pelo HIV do que o
subgrupo classico de mondcitos devido a sua alta expressdo de CCR5 e CD4 (WONG et al.,
2012)
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HAN et al.,, 2009 demonstraram que ambos os subgrupos, intermediarios e nao
classicos, estdo aumentados nos pacientes HIV+ sem TARV em comparagdo aos controles
HIV-, enquanto somente o subgrupo de monocitos intermedidrios se correlacionou
positivamente com o aumento da carga viral plasmatica e negativamente com a contagem de
células T CD4+, demonstrando estar relacionado com a progressao da doenca (HAN et al.,
2009).

Também o receptor CD163, identificado como receptor scavenger de hemoglobina,
expresso por monocitos e macréfagos, tem sido investigado como marcador potencial de
inflamacdo em doengas infecciosas tal como meningite, bem como em doengas autoimunes
(TIPPETT et al., 2011). Buechler et al, 2000, estimularam monadcitos do sangue periférico de
doadores saudaveis com LPS e citocinas proinflamatérias como IFN-y e TNF-q, e verificaram
supressdo da expressdo de CD163, enquanto que o estimulo com ciclosporina-A, um potente
imunossupressor, e as citocinas IL-6 e IL-10 promoveram sua expressédo (BUECHLER et al.,
2000).

Além da regulacdo positiva pela I1L-10, Philippidis et al., 2004, demonstraram atraves
da cultura in vitro de mondcitos humanos e in vivo o efeito antiinflamatério direto atraves da
secrecdo de IL-10, causado pela ligagdo do conjugado hemoglobina-haptoglobina ao CD163
(PHILIPPIDIS et al., 2004). Por outro lado, foi demonstrado que o CD163 expresso em
mondcitos humano foi capaz de se ligar a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, iniciando
uma resposta inflamatoria local através da produgdo de TNF-a, IL-6 e IL-1p, possivelmente
atuando como um sensor de infec¢des (FABRIEK et al., 2009)

Tippett et al, 2011, demonstraram que o CD163 estava expresso em maior nivel nos
monacitos classicos CD14++CD16-, em moderado nivel nos mondcitos intermediarios
CD14++CD16+ e com expressdo quase indetectavel em mondcitos ndo classicos
CD14+CD16++, tanto em amostras de pacientes portadores do HIV quanto de individuos
saudaveis. Quando foi comparada a expressao de CD163 em cada subgrupo de mondcitos entre
pacientes HIVV+ com os individuos ndo portadores, foi encontrado expressdo significantemente
mais alta nos monacitos intermediarios (CD14++CD16+) e um discreto aumento nos mondcitos
classicos (CD14++CD16-) dos pacientes HIV+ (TIPPETT et al., 2011).

Tippett et al, 2011 também observaram correlacdo inversa entre a frequéncia das
populacbes CD14++CD16- e CD14++CD16+ expressando CD163 com a contagem de T CD4
entre os pacientes HIV+ com contagem menor que 500 células/ul. Estes resultados coincidem
com os de Fischer-Smith et al, 2008 que também observaram uma maior frequéncia de

monocitos CD14++CD16+CD163+ em individuos HIVV+ com viremia detectavel em relagdo
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ao pacientes com viremia indetectavel e individuos saudaveis, além de uma correlacéo inversa
com a contagem de TCD4 entre os pacientes HIVV+ com contagem de CD4 menor que 450
células/ul (FISCHER-SMITH; TEDALDI; RAPPAPORT, 2008).

Philippidis et al, 2004, sugerem que o CD163 pode ser utilizado como um marcador de
resolucdo da resposta inflamatéria sistémica apds cirurgia, enquanto Fischer-Smith (2008) e
Tippett (2011) argumentam que os mondcitos CD163+ também possam ser usados como
biomarcadores durante a infec¢do pelo HIV (FISCHER-SMITH; TEDALDI; RAPPAPORT,
2008; PHILIPPIDIS et al., 2004; TIPPETT et al., 2011). Entretanto, Frings (2002) e Onofre
(2009), colocam que somente o CD163 sollvel age na ativagdo de genes que resultam na
transcrigdo de proteinas com atividade antiinflamatoria, implicando em diferentes fungdes pelo
CD163, na dependéncia deste receptor estar ligado a membrana dos mondcitos ou soltvel no
plasma (FRINGS; DREIER; SORG, 2002; ONOFRE et al., 2009)

VACINACAO PARA INDIVIDUOS HIV+

Muitas infeccBes bacterianas severas que acometem os portadores de HIV séo
imunopreveniveis através de vacinas, embora as respostas imunoldgicas ndo sejam tao
eficientes quanto em individuos HIV-. Entre elas sdo comuns as causadas por Neisseria
meningitidis, Streptococcus pneumoniae, e Haemophilus influenza, como agentes da meningite,
uma inflamacdo nas membranas que revestem o encéfalo e a medula espinhal do sistema
nervoso central. Embora a meningite possa ser causada por diversos agentes infecciosos, como
virus, fungos e bactérias, as meningites bacterianas respondem por grande parte dos casos da
doenca, sendo 0 meningococo a principal causa de meningite bacteriana no pais (MS, 2017).

Estudos indicam que a incidéncia de meningite bacteriana é maior entre os portadores
de HIV, podendo estar relacionada com a contagem e/ou funcdo de CD4, e que a infec¢do por
HIV tem sido demonstrada como fator de risco para o desenvolvimento e mortalidade da doenca
meningocdécica (BERTOLINI et al., 2012).

A OMS recomenda a vacinacdo e esclarece que ela é parte importante do pacote de
cuidados devendo ser ofertada a qualquer individuo com imunodeficiéncia, incluindo aqueles
pacientes com doenca avancada por infeccdo pelo HIV. Esclarece ainda que, apés a
reconstituicdo do sistema imune com terapia antirretroviral pode ser necessaria doses adicionais
ou revacinagdo. Bebés expostos ao HIV, criangas e adolescentes que vivem com o virus devem
ser submetidos a uma rotina de vacinagdo programada de acordo com as recomendacdes locais.

Entre as vacinas, esta recomendada a vacina contra o meningococo (WHO, 2017b).
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DOENCA MENINGOCOCICA

A Doenga Meningococcica Invasiva (DMI) resulta de infeccdo por Neisseria
meningitidis (Nm) e se manifesta comumente como meningite ou meningococcemia, uma
infeccdo na corrente sanguinea (septicemia) ou ambas (COUREUIL et al., 2012).

A N. meningitidis (meningococo) é um diplococo Gram-negativo, aerobio, imdvel,
pertencente & familia Neisseriaceae. E um patdgeno oportunista, vivendo usualmente como
comensal na nasofaringe do seu hospedeiro exclusivo, 0 homem. Coloniza o trato respiratorio
superior, configurando ai um reservatorio natural, e fazendo do individuo adulto saudavel, um
portador assintomatico, de grande importancia para a epidemiologia da infeccdo (KUHDARI
etal., 2016).

A DMI é associada com fatalidades de aproximadamente 10 a 15%, que pode aumentar
para 40% durante surtos. Aproximadamente 10 a 20% dos sobreviventes tém severas sequelas
neuroldgicas, visuais, perda de audicdo, amputacGes e paralisia (CRUM-CIANFLONE;
SULLIVAN, 2016; PETERSON et al., 2019).

A cépsula é o principal determinante de viruléncia da Nm, composta de unidades
repetitivas de monossacarideos, e sua caracteristica imuno-histoquimica é usada para dividir a
Nm em 12 sorogrupos imunologicamente distintos. S&o eles, A, B, C,E, H, I, K, L, W, X, Y e
Z. Seis desses sorogrupos, A B,C,W X, eY sdo responsaveis pala maioria dos casos de
DMI, e a prevaléncia do sorogrupo pode variar temporalmente e geograficamente (ACEVEDO
et al., 2019; PETERSON et al., 2019; SANTOS-NETO et al., 2019; KUHDARI et al., 2016;
ROSENSTEIN et al., 2001; LEWIS; RAM, 2014).

A principal via de transmissdo do menigococo € a respiratGria por goticulas de
secrecOes, atraves de tosse, espirros ou por contato direto através do compartilhamento de
utensilios, de pessoas com doenca meningocécica invasiva ou mais frequentemente, de
portadores assintoméaticos (CRUM-CIANFLONE; SULLIVAN, 2016; KUHDARI et al., 2016;
SANTOS-NETO et al., 2019).

A doenca invasiva é rara entre individuos imunocompetentes. Ocorre uma imunizagdo
passiva através da passagem de imunoglobulinas 1gG pela placenta protegendo os recém-
nascidos, e uma sensibilizacdo ativa atraves do intermitente contato com o meningococo de
outros portadores, protegendo os individuos a partir de 2 anos. A incidéncia maior da doenga
meningocdcica entdo, ocorre no periodo compreendido entre os 6 e 24 meses de idade quando

0s anticorpos maternos decaem e o sistema imune ainda é imaturo (DEVOE, 1982;
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GOLDSCHNEIDER; GOTSCHLICH; ARTENSTEIN, 1969; VAN DEUREN;
BRANDTZAEG; VAN DER MEER, 2000).

EPIDEMIOLOGIA DA DMI GERAL E NO BRASIL

A DMI pode ser endémica, com casos esporadicos, ou ocorrer em forma de epidemia,
com surtos de extensédo e duracao variavel (CAUGANT; MAIDEN, 2009; KUHDARI et al.,
2016). E uma doenca de notificacdo compulsria, sendo o0s surtos e/ou 6bitos de notificacio
imediata no Sinan, por meio do preenchimento da Ficha de Investigacédo de Meningite (MS,
2017).

A incidéncia geral da DMI varia ao redor do mundo: na América do Norte, Europa e
Australia a taxa é de 0,3 a 3 casos por 100.000 habitantes, podendo alcancar de 10 a 1000 por
100.000 na Africa durante uma epidemia. (ACEVEDO et al., 2019).

No Brasil, a DMI é endémica, com ocorréncia de surtos esporadicos e uma taxa média
anual de incidéncia de 1,4 a 2,5 casos por 100.000 habitantes. A letalidade da doenca no Brasil
situa-se em torno de 20%, sendo que, na forma mais grave, a meningococcemia, a letalidade
chega a quase 50% (CORDEIRO et al., 2018).

Devido ao aumento da prevaléncia dos casos de doenca pelo MenC, a vacina conjugada
para sorogrupo C foi introduzida na rotina do calendério de vacinacéo infantil em agosto de
2010 como parte do Programa Nacional de Vacinacdo do Ministério da Saude (PNI/MS)
(CORDEIRO et al., 2018).

IMUNIZACAO CONTRA O MENINGOCOCO

A imunizacdo € a estratégia mais efetiva para prevencdo da DMI. As vacinas
polissacaridicas contém antigenos capsulares puros da parede bacteriana dos tipos A, C, Y, W,
e podem ser monovalente ou polivalente, como a quadrivalente MenACYW, Apesar de seguras
e efetivas, ndo recrutam células T auxiliares e como resultado oferecem curta protecdo e
auséncia de eficicia em criangas menores que 2 anos de idade (LEWIS; RAM, 2014).

Como estratégia para driblar este problema a vacina conjugada foi desenvolvida por
ligacdo covalente do antigeno polissacarideo com uma proteina carreadora, podendo ser o
toxoide tetanico, diftérico ou uma variante do toxoide diftérico CRM 197 (ACEVEDO et al.,
2019). Desta forma, permite uma resposta imune dependente de células T com a vantagem de

gerar anticorpos de alta afinidade, memoria imunoldgica, e capacidade de resposta a doses de
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reforco. Além disso, as vacinas conjugadas induzem a protecdo de “rebanho” por eliminar o
estado de portador prevenindo a aquisicdo do meningococo entre 0s ndo vacinados (ACEVEDO
etal., 2019; KUHDARI et al., 2016; SANTOS-NETO et al., 2019).

O esquema de imunizacdo com a vacina conjugada disponivel na rede pablica contra o
meningococo do sorogrupo C (MenC) consiste em duas doses, aos 3 e 5 meses de vida, e uma
dose reforco aos 12 meses de idade, podendo ser administrado até os 4 anos de idade. A partir
de 2017 passou também a estar indicada para adolescentes entre 12 e 13 anos de idade, devendo-
se ampliar a faixa etéaria gradativamente até 2020, quando abrangera criancas a partir de 9 anos
de idade. Foi aprovada também para criancas e adolescentes HIV+ ndo vacinados previamente,
seguindo 0 mesmo esquema de 8 semanas de intervalo, e refor¢o 5 anos depois, sendo também
ofertada nos Centros de Referéncia para Imunobiologicos Especiais (CRIE), entre outras
situacOes, a criancas menores de 13 anos de idade com HIV/AIDS (MS, 2014; MS, 2016; MS,
2017).

A resposta da vacina conjugada contra o MenC (MCC) tem sido avaliada em criancas e
adolescentes HIV+. Em um estudo com jovens HIV positivos entre 10 e 19 anos sob TARV,
mostrou que dos 43 pacientes HIV+ houve soroprotecdo de 31 (72%), enquanto 12 (27,9%) nao
responderam. Todos os jovens HIV- responderam satisfatoriamente. Dos 12 individuos ndo
respondedores, 10 foram revacinados e somente 4 destes responderam, subindo para 81,4% o
total de respondedores(BERTOLINI et al., 2012).

Nosso grupo demonstrou que apds uma dose da vacina MCC em criangas e adolescentes
entre 2 e 18 anos infectados pelo HIV apenas 30% soroconverteram, contra 76% de
soroconversao entre os ndo infectados. No entanto, apds a dose reforco da vacina MCC nos
pacientes HIV+, observamos que 78,8% deles desenvolveram titulos de anticorpos bactericidas
considerados protetores (>4 ), sendo que 72,3% soroconverteram (aumento de pelo menos 2
titulos de anticorpos bactericidas) (FROTA et al., 2015; FROTA et al., 2017).

A resposta aos diferentes sorogrupos também exibiu variacdo nos pacientes HIV+ em
outro estudo com jovens entre 11 e 24 anos que receberam a vacina MCV4, especialmente os
gue apresentavam doenca avancada, sendo mais baixa no sorogrupo C (52% de soroconversao);
sorogrupo A (68%), Y (63%) e W (73%) (SIBERRY et al., 2010).

Nossos resultados com duas doses da vacina MCC e também os observados com a
vacina MCV4 reforcam a importancia da dose reforgo da vacina em criangas e adolescentes
infectados pelo HIV (SIBERRY et al., 2012; FROTA 2017; MS, 2014).

HIV E DM
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A resposta vacinal a administragdo da vacina conjugada anti-MenC em criangas e
adolescentes infectados pelo HIV ainda necessita de maiores investigacfes. A durabilidade da
soroprotecdo € especialmente importante na populacao infantil, especialmente para aqueles que
se aproximam da faixa etaria de maior risco de infec¢éo pelo meningococo, risco este que pode
estar potencializado pelas desordens imunoldgicas causadas pelo HIV.

Apesar da efetiva supressdo viral alcangada com a TARV, ela ndo elimina a ativagéo
imune cronica e permanecem evidéncias de niveis continuos de ativacdo de células T,
marcadores sollveis de ativacdo de mondcitos e de inflamacdo nestes pacientes com viremia
plasmética suprimida (BOOIMAN et al., 2017). Além da TARV, o uso de vacinas para doencas
imunopreveniveis, constitui um dos pilares do tratamento do HIV, porém é reconhecido que a
rotina de imunizacdes é menos eficiente em individuos HIV+ do que na populacdo em geral.

Alguns estudos mostraram que a resposta vacinal ao sorogrupo C, que é prevalente no
Brasil, mesmo apresentando aumento de resposta com a dose reforgo na populagdo HIV+,
permanece inferior a resposta obtida aos outros sorogrupos e em individuos ndo infectados
(FROTA, 2017; SIBERRY, 2012).

Embora esteja bem estabelecido que a resposta imune ao meningococo se efetive através
da producdo de anticorpos bactericidas especificos, e também com a contribui¢do de anticorpos
opsonizantes ((PEREIRA-MANFRO et al., 2016), existe pouca informagé&o sobre a influéncia
da imunidade inata na resposta vacinal ao meningococo neste grupo de individuos.

Em comparacdo a extensa literatura sobre o papel das MDSC no cancer, o papel destas
células na resposta vacinal em individuos HIV+ permanece incerto. Assim, estudos adicionais
que elucidem seu comportamento nesta infeccdo podem ser importantes na compreensdo do
papel das MDSCs na resposta vacinal, em criangas e adultos infectados pelo HIV.

Caracterizar a populacdo de células da imunidade inata como MDSCs e 0s mondcitos
presentes no sangue periférico de individuos infectados pelo HIV pode ser uma alternativa para

o melhor entendimento da resposta vacinal ao meningococo em individuos HIV+.
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo geral

Caracterizar as populagdes de células mieloides supressoras (MDSC) e mondcitos
circulantes, em criancas e adolescentes portadores do HIV-1 e imunizados com a vacina
conjugada MenC-CRMygy.

1.2. Objetivos especificos

a) Analisar a frequéncia das subpopulacées de MDSC e Mondcitos nos pacientes HIV+ e
controles HIV- nos diferentes tempos vacinais.

b) Correlacionar as frequéncias das subpopulacdes de MDSC e de mondcitos com a carga
viral dos pacientes HIV+

c) Analisar o perfil de ativacdo celular entre as subpopula¢es de mondcitos dos
pacientes HIV+ e controles HIV-

d) Identificar a relacdo entre as subpopula¢fes de mondcitos com os titulos de anticorpos

bactericidas (SBA) nos pacientes HIV+
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Populaces de estudo

2.1.1 Pacientes HIV+

Para a realizacdo desta pesquisa foram utilizadas amostras de sangue congeladas de 10
criancas e adolescentes, com idades variando entre 6 e 17 anos, infectados verticalmente pelo
HIV-1, e assistidos no Instituto de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (IPPMG/UFRJ). Destes 10, seis estavam em uso de antirretrovirais e
nenhum paciente do grupo de ndo-tratados iniciou tratamento apds o inicio de coleta das
amostras. Este grupo de criancas e adolescentes era integrante de um projeto de pesquisa
originalmente desenhado pela Dr2 Cristina Barroso Hofer em colabora¢do com nosso grupo de
estudos, que tinha como objetivo avaliar a imunogenicidade da vacina conjugada para Neisseria
meningitidis sorotipo C em criancas infectadas pelo HIV-1, tendo sido submetido e aprovado
aos critérios éticos do referido Instituto (CEP N° 24/09- ANEXO A). Os responsaveis pelos
pacientes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO B), permitindo a
coleta de duas amostras de aproximadamente 10 ml de sangue para fins de pesquisa. Uma coleta
foi realizada na presenca de anticoagulante, para posterior obtencdo das células, e a outra
amostra foi coletada em tubo sem anticoagulante para obtencéo dos soros. Apds centrifugacédo
do sangue as amostras foram congeladas no IPPMG e posteriormente transferidas para nosso
laboratério e mantidas a -20°C até as presentes andlises. Os critérios de incluséo e de exclusdo
estabelecidos na pesquisa estéo descritos no ANEXO C.

Foram agendadas visitas com o grupo de pesquisa para a coleta das amostras e aplicacéo
da vacina. Duas doses da vacina foram aplicadas, com um intervalo de aproximadamente 11
meses entre elas. As amostras de sangue foram coletadas e analisadas nos periodos antes e apds
a primeira dose da vacina anti-MenC, designado por visita 1 (V1) e visita 2 (V2),
respectivamente, bem como antes e apds a segunda dose da mesma vacina, designado por visita
3 (V3) e visita 4 (\V4), respectivamente. O periodo de intervalo entre V1 e V2, e entre V3 e V4,

compreendeu entre 1 e 2 meses aproximadamente.

2.1.2 Pacientes HIV- (grupo controle)
Para composicao do grupo controle foram selecionadas amostras de sangue congeladas

de um grupo de 6 individuos entre criancas e adolescentes na faixa de 6 a 16 anos de idade,
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saudaveis, também assistidos pelo IPPMG/UFRJ e participantes do projeto de pesquisa. Os
responsaveis pelos pacientes também assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
(ANEXO B), permitindo a coleta de aproximadamente 10 ml de sangue para fins de pesquisa.
Ap0ds centrifugacdo as amostras foram congeladas no IPPMG e posteriormente transferidas para
nosso laboratorio e mantidas a -20°C ate as anélises realizadas neste projeto.

As amostras de sangue foram coletadas antes da administragdo da vacina anti-MenC, e
entre 1 a 2 meses apos, constituindo as visitas 1 (V1) e visita 2 (V2), respectivamente.

Dentre os varios dados que foram coletados previamente nos pacientes e controles pelo
projeto de pesquisa original, foram utilizados nesta pesquisa somente 0s seguintes; carga viral
(CV) apos inicio da TARV na visita 1 (V1), tempo de TARV até a visita 1 (V1), sexo, idade, e
contagem de CD4 total e percentual apds inicio da TARV, e a menor contagem de CD4
apresentada antes do inicio da TARV, ou seja, o0 nadir. Estas caracteristicas estdo descritas da
tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas da Populacao de Estudo

Parametros Pacientes HIV+ (n=10) Controles (n=6)
Sexo (%) 60% F 33,33% F

Idade em V1 11 anos (6-17) 13 anos (6-16)
TARV (%) 60% NA

Tempo de TARV até V1 1,2 anos (0 -13,4) NA

CVemV1 (pés TARV) 1811 coépias/ml (0-361.000 copias/ml) NA

CD4 total V1 588 células/mm? (378- 1432 células/mm?3) | NA

CD4 % emV1 26,5% (17-35 %) NA

CD4 nadir até V1 352 células/mm? (0-708 células/mm?) NA

Legenda: NA: ndo se aplica; CV: carga viral; TARV: terapia antirretroviral.
Nota: Dados apresentados representam a mediana. CV apds TARV
Fonte: A autora, 2020

2.2. Vacina anti-MenC-CRM 197

A vacina utilizada para imunizar o grupo HIV+ e controles neste estudo, foi a vacina

conjugada anti-MenC-CRM 197 fabricada pela Novartis Vaccines, Siena, Italia (comercialmente
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conhecida como Menjugate™). A composi¢do da vacina apresenta o oligossacarideo do
meningococo C conjugado & proteina CRMzg7 de Corynebacterium diphteriae. Cada dose da
vacina (0.5 ml) contém 10 g do oligossacarideo, 12,5 a 25 ug da proteina CRM197 € 0,2 2 0,3

mg de hidréxido de aluminio.
2.3. Obtencéo de células mononucleares de sangue periférico (PBMC)

As amostras de sangue foram coletadas em tubo contendo heparina e separadas por
centrifugacdo em gradiente Ficoll-Histopaque (Histopaque®, Sigma, St Louis, EUA), em
proporcdo 1:1 e centrifugadas a 240g por 30 minutos a 27°C. As PBMCs foram coletadas e
lavadas em meio RPMI sem soro e congeladas em nitrogénio liquido, em 70% de RPMI com
20% de soro fetal bovino (SFB) e 10% de dimetilsulfoxido (DMSO) até 0 momento do uso.

2.4. Imunofenotipagem

As amostras congeladas utilizadas neste estudo foram parcialmente descongeladas em
banho maria a 37°C e transferidas para um tubo cénico de 15 ml contendo 9 ml de meio RPMI
com 10% de SFB a temperatura ambiente, e ap6s foram centrifugadas a 1800 rpm por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas em 2 mL em mesma
solucéo.

As células foram contadas em um contador semi-automatizado (Invitrogen Cell

6
Counter®) e ajustadas para a concentracdo de 1 x 10 células/ml e mantidas no gelo até o
momento do uso.

Para prosseguimento das marcag0es de imunofluorescéncia, foi adicionado tampéo
fosfato (PBS) com 1% de soro humano para blogueio do receptor Fc de imunoglobulina (Fc
Block) e incubado por 15 minutos a 4°C. Ap0s, seguiu-se com as marcacdes de superficie com
anticorpos monoclonais (mAbs) marcados com fluorocromos, incubados por 30 minutos a 4°C
protegidos da luz, conforme descritos a seguir:

-Deteccdo de MDSCs: anti-CD33-PE; anti-CD11b-FITC; anti-HLA-DR-PerCP-Cy5.5;
anti-CD14- APC-Cy7 e anti- CD15- PE-Cy7.

-Detecgdo de mondcitos: anti-CD14-APC Cy7; anti-CD16-FITC e anti-CD163-PE.

Para excluséo de células mortas as amostras foram coradas com corante Live/Dead
(BioRad), incubando-se novamente por 30 minutos a temperatura ambiente, protegido da luz.

Apds esta etapa as amostras foram lavadas com PBS sem soro, centrifugadas a 1800



40

rpm por 5 minutos a temperatura ambiente, e fixadas em PBS a 1% de paraformaldeido, até
aquisicdo em citobmetro de fluxo-FACS Canto Il (Becton Dickinson), no Departamento de
Patologia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, UERJ.

A estratégia “fluorescéncia menos uma (FMO)” foi utilizada para definir as populagdes
positivas para CD163, CD14 e CD15. As andlises de citometria de fluxo foram realizadas
através do programa FlowJo, versdo 10 (Tree Star Inc, Ashland, Oregon, USA).

2.5 Ensaio bactericida

A presenca de anticorpos bactericidas no soro (SBA) contra MenC foi avaliada
conforme descrito por MASLANKA et al. (1997). Os soros dos pacientes HIV+ e voluntarios
foram inativados a 56°C por 30 minutos e diluidos com solucdo tampao (PBS 0,3% de soro
albumina bovina (BSA), 0,98 mM CaCl2 e 1 mM MgCI2). Em cada reacdo foram adicionados
25 pl de soro diluidos ou ndo em PBS contendo 0,3% BSA, 12,5 pl de suspenséo bacteriana de
MenC (aproximadamente 5 x 10® UFC/ml) e 12,5 pl de soro humano como fonte de
complemento. A reacdo foi incubada a 37°C por 60 minutos e adicionou-se agar contendo o
antibiético VCNT (Vancomicina/Sulfonado Metano Colistina/Trimetoprim/Nistatina,
Laborclin) para parar a reagdo. Seguiu-se incubacdo a 37°C por 16 horas em estufa 5% CO2.
As colbnias foram contadas em microscopio estereoscopio (aumento de 40 vezes) e o titulo
SBA foi definido como a reciproca da maior dilui¢do do soro teste em que houve pelo menos
50% de morte bacteriana. Utilizou-se como controle positivo um pool de soros humanos obtidos
apos a vacinacao anti-MenC. O controle da ativacdo do complemento pela via alternativa foi
feito incubando-se a bactéria e 0 complemento inativado ou ndo em solucéo de PBS/BSA. Esta

analise foi previamente realizada pelo nosso grupo (FROTA et al., 2017).

2.6. Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad-Prism™
(GraphPadPrism Inc., versdo 7.0). Os niveis de significancia foram calculados por testes ndo
paramétricos ndo pareados (Mann-Whitney test) ou correlagcbes ndo paramétricas (Spearman)
admitindo-se 95% de intervalo de confianca (95% IC). P < 0,05 considerado significativo.
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3. RESULTADOS

3.1 Estratégia de analise celular por citometria de fluxo.

Como estratégia de selecdo da regido de interesse para anélise das populacées de células
mieloides supressoras (MDSC) e das subpopula¢Ges de mondcitos, utilizamos o padrdo de
dispersdo de luz frontal (FSC, forward scatter) e lateral (SSC, side scatter), que fornecem
informacBes proporcionais, respectivamente, ao tamanho e a granulosidade intracelular,
permitindo a diferenciacdo das populacgdes celulares. Os dados gerados pela disperséo da luz
pelas células, foram representados em dot plot (gréfico de pontos).

Iniciamos com a selecdo do gate singlet, do qual foi selecionada a regido de mondcitos
através de dispersao de luz frontal (FSC) versus viabilidade celular com corante Live/Dead para
exclusdo de células mortas. A seguir foi realizada a identificacdo das trés populacBes de
mondcitos através dos seus marcadores; monocitos classicos CD14"CD16™ (MC), mondcitos
intermediarios CD14*CD16* (MI) e mondcitos néo classicos CD14™CD16* (NC).

A partir da populacdo dos mondcitos também foram selecionadas as células que nédo
exibiam marcador de célula mieldide madura como o HLA-DR ( HLA-DR'") para

caracterizar as MDSC em nossa populacédo de estudo e, a partir destas avaliamos a expresséo
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de CD33 e CD11b dentre as células HLA-DR™°" identificando as duas subpopulacdes distintas
de MDSC, as CD33"CD11b* e as CD33'°“CD11b*, conforme representado na Figura 1

Figura 1- Estratégia de andlise das subpopulacdes de células mieloides supressoras (MDSC) e
mondcitos, por citometria de fluxo.
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Legenda: A- Singlet (FSC-A x FSC-H); B- Selecdo da regido de mondcitos (FSC x Live/dead); C-
Selecdo das trés subpopulagdes de monocitos: Mondcitos classicos CD14*CD16" (MC), Monacitos
intermediarios CD14*CD16* (MI) e Mondcitos néo classicos CD14™CD16* (NC); D- Selec¢do de células

HLA-DR'""- (SSC x HLA-DR'™"") e E- Selecéo das duas subpopulagdes de MDSC: CD33"CD11b*e
CD33"*CD11b".
Fonte: A autora, 2020.

3.2 Frequéncia das subpopulaces de MDCS nos pacientes e controles nos diferentes tempos
vacinais.

Avaliamos os pacientes HIV+ antes da imunizacdo com a vacina conjugada contra o
meningococo C (V1), 1-2 meses apds (V2), 10-11 meses apds a primeira dose (V3) e 1-2 meses
apos a dose reforco (V4). Nos individuos saudaveis avaliamos a frequéncia dessas células antes

(V1) e apds uma dose da mesma vacina (V2).

Entre os pacientes HIV+ ndo houve variagdo significativa na frequéncia da populacéo
CD33"CD11b* nos diferentes tempos avaliados (Fig.2A). Entretanto, a populacio
CD33""CD11b* exibiu uma tendéncia de aumento, em V3 e V4, quando comparado a antes da
primeira dose em V1 (Fig. 2C).
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Quando separamos 0s pacientes entre 0s que estavam sob TARV e sem TARV,
observamos uma tendéncia para niveis superiores de MDSC CD33'""CD11b* nos pacientes sem
TARV, atingindo significancia estatistica somente apos a 22 dose da vacina (V4) (P=0,038).
Pacientes sem TARV também demonstraram uma frequéncia maior destas células nas amostras

V4 quando comparadas as amostras V1 (P=0,028, Fig. 2E).

Entre os controles néo foi observada uma diferenca significativa na frequéncia de ambas
as populacbes de MDSC, dois meses apds a 12 dose da vacina (V2), quando em comparacao a
V1 (Fig. 2B e D). N&o observamos diferenca na frequéncia das subpopulacdes de MDSC entre

pacientes e controles.
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Figura 2 - Avaliacdo da frequéncia de MDSC antes e ap6s a vacinagao contra meningococo C.
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Legenda: Pacientes (losangos fechados); controles (losangos abertos); pacientes HIV+ sob TARV
(circulos fechados) e pacientes HIV+ sem TARV (circulos abertos).

A e B: MDSC CD33"CD11b*entre pacientes e controles; C e D: MDSC CD33"°"CD11b" entre pacientes
e controles e E: MDSC CD33""CD11b* entre pacientes HIV+ com e sem TARV.

Nota: As amostras de PBMC dos pacientes foram coletadas em V1, V2, V3 e V4, e dos controles foram
coletadas em V1 e V2. As linhas vermelhas representam a mediana e os valores de P foram calculados
usando o teste Mann-Whitney.

Fonte: A autora, 2020.

3.3 Associagio entre carga viral e frequéncia de CD33'*"CD11b*,
A frequéncia de células CD33"°“CD11b* observada apds a 12 dose da vacina (V2)

apresentou uma correlacdo positiva mas néo significativa (r=0,64, P=0,053) com a carga viral
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dos pacientes antes da vacinacdo (V1) (Fig. 3A) bem como ap6s a 12 dose da vacina (V2)
(r=0,61, P=0,066; Fig. 3B).

Em contraste, observamos uma correlacao inversa e significativa entre a carga viral e a
frequéncia da razdo entre células T CD4 e MDCS CD33"°“CD11b* (CD4/CD33"%“CD11b"),
ambos em V1 (r=-0,65, P=0,048, Fig. 3C). Esta mesma correlagdo inversa e significativa se
manteve na frequéncia da raz&o entre CD4/CD33'°“CD11b*em V2 e a carga viral antes (V1) e
apos a 12 dose da vacina (V2) (r=-0,73, P=0,023; r=-0,68, P=0,038, respectivamente) (Fig.
3D,E).
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Figura.3 - Correlagdo da frequéncia de células CD33"“CD11b* e da frequéncia da razdo entre LT CD4

e MDCS CD33'“CD11b* com a carga viral.
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V2; C: Correlagdo da frequéncia da razéo entre LT CD4* e MDSC CD33"°"CD11b* com a carga viral
(CV), ambos em V1; D e E: Correlacdo da frequéncia da razdo entre LT CD4 e MDSC CD33'°“CD11b*
emV2 com a CV obtidaem V1eem V2.
Nota: Cada simbolo representa um individuo. As correlacdes foram obtidas a partir do coeficiente r de

Spearman.
Fonte: A autora, 2020
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3.4 Frequéncia das subpopula¢des de mondcitos nos pacientes e controles nos diferentes

tempos vacinais.

As frequéncias das subpopulagcdes de mondcitos classicos CD14"CD16", Intermediarios
CD14*CD16"* e N&o Classicos CD14™CD16"* encontradas ao longo dos periodos de coleta,

estéo apresentadas na Tabela 2.

Tanto entre os pacientes HIV+ quanto nos controles, a subpopulacdo de mondcitos
classicos foi a que apresentou maior frequéncia em relacdo as demais. Ndo houve variacdo
significativa de cada subpopulacdo ao longo das avaliacbes e entre pacientes e controles.
Observamos apenas um aumento transitorio de mondocitos ndo classicos em V2 quando
comparamos 0s pacientes sem TARV em relacdo aos individuos controle (P=0,038) e um
aumento na frequéncia dos mondcitos classicos em V1 nos pacientes sem TARV, quando

comparado aos tratados (P=0,038) (dados ndo mostrados).

Tabela 2 - Subpopulacbes de mondcitos encontrados entre pacientes e controles

Paciente HIV+ (n=10) Controle HIV- (n=6)

Mondcitos Mondcitos Mondcitos Néo Mondcitos Mondcitos Mondcitos Nao
Cléassicos Intermediarios Classicos Classicos Intermediarios Classicos
CD14*CD16" CD14*CD16* ) CD14*CD16" CD14*CD16* .
CD14inCD16* CD14"CD16*
V1 31,3 (12,6-60,2) 3,24 (1,18-5,91) 4,02 (1,96-8,02) 49,9 (15,2-71) 3,44 (1,66-7,75) 3,02 (1,94 10,1)
V2 | 31,5(20,1-54) 3,13(1,7-5,89) 4,54(1,57-8,55) | 49,7 (19-73,6) | 2,81 (1,38-8,3) 3,08(1,62-5,28)
V3 | 40,5(14,1-51,2) | 3,17 (0,42-7,32) | 3,45 (1,26-9,56) NA NA NA
V4 | 36,2(11,7-64,5) | 2,81(0,55-5,08) | 4,57(1,55-6,66) NA NA NA

Legenda: NA; ndo se aplica; V1:visita 1 (antes da vacinagdo); V2: visita2 (entre 1-2 meses apds a 12
dose); V3: visita 3 (antes da 22 dose da vacina); V4: visita 4 (1-2 meses ap6s22 dose da vacina).

Nota: Os valores apresentados representam a mediana (minimo-méaximo).

Fonte: A autora, 2020.

3.5 Frequéncia de mondcitos ativados entre as subpopulagdes de mondcitos.

A ativacdo de mondcitos foi avaliada atraves da expressédo de CD163. De uma maneira

geral, podemos observar uma maior frequéncia de mondcitos classicos expressando CD163,
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seguido da populacdo de mondcitos intermediarios e ndo cldssicos tanto nos pacientes
infectados pelo HIV quanto nos individuos saudaveis (Fig. 4).

Ao analisar a frequéncia dos monacitos classicos expressando CD163 ao longo dos
tempos de coleta, foi observada uma reducéo significativa apds a 22 dose da vacina (\V4) quando
comparado a frequéncia antes da 1% dose da vacina (V1, P=0,010), bem como quando
comparado a frequéncia observada ap6s a 12 dose da vacina (V2, P=0,0047), conforme

mostrado na Figura 4A.

Entre os mondcitos intermediarios CD163*, também foi verificada uma redugédo
significativa apds 22 dose da vacina (V4) quando comparado a frequéncia observada antes da
12 dose da vacina (V1, P=0,020). Também foi observado uma reducéo, porém nao significativa,
apos a 22 dose da vacina (V4), em relacdo a frequéncia observada ap6s a 12 dose da vacina (V2,
P=0,065) (Fig. 4B).

Entre os mondcitos Nao Cléssicos expressando CD163 ndo foi verificado variacdo
significativa ao longo das avaliages (Fig. 4C).

No grupo dos controles HIV- (Figura 4 D-F), ndo foi observada diferencas significativas
na frequéncia de nenhuma das subpopula¢es de mondcitos expressando CD163 entre 0s
periodos antes (V1) e apds a 12 dose da vacina (V2). Também ndo observamos nenhuma
diferenca quando comparamos a frequéncia das diferentes subpopulacdes de mondcitos entre

pacientes HIV+ e individuos saudaveis.
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Figura 4 - Avaliacdo da frequéncia de mondcitos CD163* entre as subpopulacbes de mondcitos

Classicos, Intermediarios e Nao Classicos antes e apds vacinacao
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Legenda: A, B e C: individuos HIV+ em simbolos fechados; D, E e F: controles HIV- em simbolos

abertos.

Nota: Amostras obtidas antes da 12 dose da vacina (V1), entre 1-2 meses apds 12 dose da vacina (V2),
entre 10-11 meses ap06s 12 dose (V3) e entre 1-2 meses apds 22 dose (V4). Medianas em linhas vermelhas
e valores de P calculados usando o teste Mann-Whitney.
Fonte: A autora, 2020
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3.6 As frequéncias de monacitos classicos ativados ou ndo se correlacionam negativamente com

a carga viral.

Observamos uma correlacdo inversa e significativa entre a frequéncia dos mondcitos
classicos em V2 com a carga viral obtida tanto antes da vacinacéo (V1) (r=-0,65, P=0,048, Fig.
5A) quanto apos a 12 dose da vacina (V2) (r=-0,66, P=0,043, Fig. 5B). Os mondcitos classicos
CD163" em V2 também exibiram correlagdo inversa e significativa com a carga viral tanto em
V1 (r=-0,84, P=0,018, Fig. 5C) quanto em V2 (r=-0,79, P=0,036, Fig. 5D).

Figura.5 - Mondcitos Classicos e Mondcitos Classicos CD163* correlacionam-se negativamente com a

carga viral.
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Legenda: A e B: Mondcitos Classicos em V2 e a carga viral em V1 eem VV2; C e D: Mondcitos Classicos
CD163+ em V2 e carga viral em V1 e em V2,

Nota: Cada simbolo representa um individuo. Tempos de coleta de carga viral e PBMC foram em V1 e
entre 1-2 meses ap6s 12 dose da vacina (V2). Correlagdes obtidas a partir do coeficiente r de Spearman.
Fonte: A autora, 2020.
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3.7 Mondcitos classicos ativados e mondcitos intermediarios ativados correlacionam-se
negativamente com as MDSC CD33°"CD11b*

Observamos correlacdes negativas entre a frequéncia de MDSC CD33'°“CD11b* antes da
dose reforco (V3) e a frequéncia de mondcitos cléssicos ativados e intermediarios ativados (r =
-0,071, P=0,057, Fig. 6A, e r=-0,83, P= 0,015, Fig. 6B, respectivamente), ambos apds a dose

reforco da vacina (V4).

Figura 6 - Células mieloides supressoras CD33'"“CD11b* correlacionam-se negativamente com a

frequéncia de mondcitos ativados.
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Legenda: A e B: Células mieloides supressoras CD33"“CD11b* em (V3) com mondcitos classicos
ativados (A) e intermediérios ativados (B), ambos em V4.

Nota: A ativacdo de mondcitos classicos CD14*CD16" e intermediarios CD14*CD16* foi avaliada
através da expressao de CD163. Cada simbolo representa um individuo. As correlagdes foram obtidas a
partir do coeficiente r de Spearman.

Fonte: A autora, 2020.

3.8 Os mondcitos Ndo Cléassicos (CD14"™CD16"%) correlacionam-se negativamente com 0s

Titulos de Anticorpos Bactericidas (SBA) nos pacientes infectados pelo HIV.

A frequéncia de mondcitos ndo classicos (CD14™CD16%) obtidos antes da 12 dose da
vacina (V1) apresentou uma correlagdo inversa e significativa com os titulos de anticorpos
bactericidas (SBA) obtidos apds a 12 dose da vacina (V2) (r=-0,70, P=0,022, Fig.7A).

Da mesma forma, a frequéncia de monacitos nao classicos em V2 apresentou correlacéo
inversa e significativa com os titulos de SBA obtidos antes da 22 dose da vacina (V3) (r=-0,70,
P=0,027, Fig.7B). O mesmo foi observado com a frequéncia de mondcitos (CD14"CD16") e
SBA, ambos em V3 (r=-0,78, P=0,011, Fig.7C).
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No entanto, apds a 22 dose da vacina observamos uma fraca correlacéo inversa e ndo
significativa entre a frequéncia de mondcitos ndo classicos com os titulos de SBA obtidos nessa
mesma visita (V4) (r=-0,16, P=0,659, Fig.7D). Nao foi observada nenhuma correlacéo entre as

subpopulacBes de monadcitos e SBA entre os controles HIV-;

Entre os mondcitos ndo classicos CD163" observamos uma mesma tendéncia de
correlacdo negativa, porém ndo significativa, com os titulos de SBA nos diferentes tempos

vacinais avaliados (dados ndo mostrados).

Figura 7. Mondcitos N&o Classicos (CD14™CD16") correlacionam-se negativamente com os Titulos de

Anticorpos Bactericidas (SBA) nos pacientes portadores do HIV.
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Legenda: A: Monécitos Néo-Classicos (CD14™MCD16%) em V1 e SBA em V2; B: Monbécitos Nao-
Classicos (CD14™CD16%) em V2 e SBA em V3; C: Mondcitos Ndo-Classicos (CD14™CD16" ) e SBA,
ambos em V3, e D: Mondcitos N&o-Classicos (CD14™CD16* ) e SBA, ambos em V4.

Nota: Cada simbolo representa um individuo. Amostras avaliadas obtidas antes da vacina (V1), entre 1-
2 meses apds 12 dose da vacina (V2), entre 10-11 meses ap6s 12 dose (V3) e entre 1-2 meses apos 22
dose (VV4). CorrelacGes obtidas a partir do coeficiente r de Spearman.

Fonte: A autora, 2020.
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4. DISCUSSAO

Estudos mostram que a incidéncia da meningite bacteriana entre infectados pelo HIV é
maior do que em individuos saudaveis e tem sido demonstrada como fator de risco para o
aumento da mortalidade, especialmente entre criangas menores que 5 anos. Embora exista uma
rotina de vacinacgao contra 0 meningococo e comprovada eficacia de prote¢do entre individuos
saudaveis, as respostas vacinais ndo sao completas entre os individuos HIV+ (BERTOLINI et
al., 2012).

Nestes pacientes HIV+, a TARV pode diminuir a carga viral e aumentar a resposta
elicitada pela imunizagdo, conforme demonstrado em estudos de BERTOLINI et al., 2012 e
SIBERRY, em 2013 e 2014. Mas apesar da supressao viral com o uso da TARV, permanecem
evidéncias de ativacdo imune e inflamagdo cronica nos pacientes HIV+ (BOOIMAN et al.,
2017; CHEN et al., 2017). Uma destas evidéncias descritas na literatura é a presenca de
subgrupos especificos de células mieloides imaturas com caracteristica imunossupressora,
chamadas MDSCs (VEGLIA; PEREGO; GABRILOVICH, 2018; BRONTE et al., 2016). Por
outro lado, a maioria dos estudos se concentram na ativacdo de linfocitos, mas poucos apontam
a importancia da ativagdo de células da imunidade inata como os mondcitos. Neste sentido,
buscamos caracterizar as diferentes subpopulacdes de MDSC e mondcitos em individuos
infectados pelo HIV e vacinados contra 0 meningococo C em uma tentativa de aumentar o
entendimento sobre a resposta vacinal nestes pacientes.

A literatura aponta que a reducdo da contagem de células T CD4 e aumento da carga
viral nos pacientes HIV+ estdo correlacionados com a presenca das MDSCs no sangue
periférico destes pacientes (CLOKE et al., 2012, 2010; LEI et al., 2016; QIN et al., 2013;
VEGLIA; PEREGO; GABRILOVICH, 2019; VOLLBRECHT et al., 2012).

Em nosso estudo pesquisamos a presenca das subpopulacGes de MDSC através da
expressdo de CD33 e CD11b dentre as células HLA-DR"°" nos pacientes HIV+ e controles
antes e apds a vacinacdo contra o meningococo C. As MDSCs podem apresentar duas
subpopulacfes; a populacdo CD33'""CD11b* que corresponde & linhagem granulocitica e a
populacdo CD33"CD11b* que corresponde a linhagem monocitica (LIU et al., 2018; PAL et
al., 2019). Devido a problemas tecnicos, ndo conseguimos aprofundar a classificacdo das
populacdes de MDSC de acordo com a expressdo de CD14 e CD15.

Conforme esperado ndo houve varia¢do nas duas subpopulagdes de MDSCs apo6s a 12
dose da vacina quando comparado ao periodo anterior, entre 0s controles saudaveis. A

subpopulagdo monocitica também ndo apresentou variagdo ao longo dos diferentes tempos
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vacinais entre os pacientes HIV+. Da mesma forma ndo encontramos variacdo significativa
tanto na frequéncia da populagdo monocitica quanto da granulocitica entre a coorte HIV+
qguando comparada aos controles negativos. Como nosso grupo de pacientes HIV+ em sua
maioria estava sob TARV, isso poderia explicar a auséncia de uma frequéncia maior dessas
células em nossos pacientes em relagdo aos HIV-. Porém QIN et al., 2013, apds seguimento de
pacientes HIV+ entre 16 e 60 anos, sob uso de TARV durante 84 semanas, observou que a
frequéncia das M-MDSC permaneceu maior nos HIV+ em relagdo aos HIV-, mesmo apés
atingida reducdo da carga viral e da frequéncia da M-MDSC, sugerindo que a TARV néo foi
capaz de restituir a normalizacdo das MDSCs.

No entanto, entre nossos pacientes que ndo estavam sob TARV, a populagédo de PMN-
MDSC apresentou aumento apos a 22 dose da vacina em relacdo a frequéncia basal, e também
em relacdo aos tratados apos a 22 dose da vacina contrapondo o observado por Tumino et al.,
2015, que ndo verificou diferenca na frequéncia desta populacao entre tratados e ndo tratados.

Diferentes trabalhos mostram uma correlacdo inversa entre frequéncia de MDSC e
contagem de células CD4+ e, por outro lado, uma correlacdo positiva com a carga viral nos
pacientes HIV+, sugerindo correlacdo com a progressdo da doenca (QIN et al., 2013;
VOLLBRECHT et al., 2012; ZHANG et al., 2017). Em nosso trabalho também observamos
que a populagdo PMN-MDSC em V2 se correlacionou positivamente com a carga viral. Apesar
de ndo termos obtido correlacdo entre MDSC e células T CD4, evidenciamos uma correlacao
negativa entre a frequéncia da razdo de células T CD4/PMN-MDSC em V2 com a carga viral
mostrando que, conforme a razdo diminui, ocorre um aumento da carga viral, sugerindo que
existe um desbalanco entre PMN-MDSC e a frequéncia de CD4, o que pode estar relacionado
com a progressdo da doenga.

Outra populacdo de células mieloides que da mesma forma que as MDSCs também se
encontra correlacionada com o estado inflamatorio sdo os mondcitos. Os mondcitos se
subdividem em subpopulacdes baseados na diferenca de expressdo dos marcadores CD14 e
CD16 em classicos CD14*CD16, intermediarios CD14*CD16%, e ndo classicos CD14™CD16".
Segundo Han et al., 2009 a desregulacéo entre os subgrupos de mondcitos em individuos HIV+
pode contribuir para a persisténcia da ativagdo imune ou para uma imunorregulagdo negativa.
Os subgrupos de mondcitos intermediario e nao classico ja foram encontrados aumentados na
infeccdo pelo HIV (WONG et al., 2012) e estdo aumentados em pacientes sem TARV quando
comparado com controles HIV- (HAN et al., 2009).

N&o encontramos diferencas entre pacientes e controles, em nenhuma das

subpopulagdes de mondcitos, conforme observado por McCausland et al (2015), que avaliou
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pacientes HIV+ sob TARV (MCCAUSLAND et al., 2015). A infeccéo pelo HIV promove a
expansdo de mondcitos CD14*CD16* e CD14'°“CD16", através de mecanismos que podem ser
direcionados pela prépria replicacdo viral (ELLERY et al., 2007; HAN et al., 2009; PRABHU
et al., 2019). Entretanto, como a maioria dos pacientes que compuseram nosso estudo estavam
sob TARV e com carga viral suprimida, este fato poderia explicar a auséncia do aumento destes
monacitos em nossa coorte.

A ativacdo celular é uma caracteristica da infeccdo pelo HIV. Avaliamos a frequéncia
de mondcitos ativados através da expressdo de CD163. A ativacdo celular foi observada
principalmente entre 0s mondcitos classicos, seguidos da populacdo de mondcitos
intermediarios e ndo classicos, tanto nos pacientes infectados pelo HIV quanto nos individuos
saudaveis. Resultados similares foram descritos por Tippett e colaboradores (2011). No entanto,
nos ndo observamos nenhuma diferenca quando comparamos a frequéncia das diferentes
subpopulacBes de mondcitos ativados entre pacientes HIV+ e individuos saudaveis, ao
contrario de Tippett que encontrou maior frequéncia de mondcitos intermediarios ativados entre
0s pacientes HIVV+ quando comparado aos controles negativos (TIPPETT et al., 2011).

Entretanto, foi observada uma reducdo significativa ap6s a 22 dose da vacina (V4) na
frequéncia dos mondcitos classicos e intermediarios ativados (CD163+) quando comparado a
frequéncia antes da 12 dose da vacina (V1), bem como quando comparado a frequéncia
observada ap0s a 12 dose da vacina (V2) nos pacientes HIV+.

Essa reducdo na frequéncia de mondcitos ativados, tanto classicos quanto
intermediéarios, coincidem com reducdo da carga viral (mediana de 1811, 709, 622,5 coOpias/
mL em V1, V2 e V3, respectivamente), o que poderia explicar a redu¢do dos mondcitos ativados
(CHEN et al., 2017; PRABHU et al., 2019). Outra hip6tese a ser considerada é a expansdo das
PMN-MDSC observada em V3 e V4 que poderiam estar suprimindo a ativacdo dos mondécitos
através da supressdo de células T ou inducdo de células Treg.

Ao analisarmos a relacdo de monadcitos classicos e mondcitos classicos ativados com a
carga viral observamos uma correlacdo inversa e significativa, conforme previamente
observado (FISCHER-SMITH; TEDALDI; RAPPAPORT, 2008). Diferentes trabalhos tém
mostrado o papel dos monocitos intermedidrios na patogénese do HIV, onde eles se
correlacionam positivamente com a carga viral e negativamente com a contagem de células T
CD4+, em alguns casos isso € evidenciado antes do uso de TARV (CHEN et al., 2017; HAN et
al., 2009). Conforme descrito anteriormente, alguns dos pacientes avaliados neste trabalho
estavam sob TARV com carga viral suprimida, o que pode justificar a auséncia de correlagdes

positivas entre monadcitos intermediarios com a carga viral em nosso estudo.
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Interessantemente, os mondcitos N&o Cléssicos (CD14™CD16%) tanto antes (V1) quanto
apos a vacina (V2), bem como antes da dose refor¢o (V3), se correlacionaram inversa e
significativamente com os Titulos de Anticorpos Bactericidas (SBA) dos pacientes infectados
pelo HIV de apos 12 dose da vacina (V2) bem como de antes da dose reforgo (V3). Somente
apos a 22 dose da vacina observamos uma fraca correlacdo inversa, e ndo significativa entre a
frequéncia de mondcitos ndo classicos com os titulos de SBA obtidos nessa mesma visita.

Os dados na literatura apontam que em pacientes HIV+ a frequéncia de mondcitos nao
classicos se correlaciona positivamente com a frequéncia de células T CD4+ produtoras de IFN-
v ¢ TNF-o enquanto que a frequéncia de monoécitos intermedidrios correlaciona-se
positivamente com a frequéncia de células T CD4+ produtoras de IL-4 (CHEN et al., 2017). De
forma interessante, nosso grupo observou anteriormente uma correlacdo positiva entre a
concentracdo de IL-4, uma citocina importante para o desenvolvimento do centro germinativo,
e 0s niveis de SBA em pacientes portadores do HIV apds imunizacgéo contra 0 meningococo C
(MILAGRES et al., 2018). A infeccdo in vitro de células CD14" pelo virus da dengue promoveu
a expansao de mondcitos intermediarios capazes de estimular a proliferacdo de células B,
induzindo sua diferenciacdo em plasmablastos secretores de 1gG e IgM (KWISSA et al., 2014).
Estes resultados sugerem que os mondcitos intermediarios podem auxiliar em uma resposta
eficiente de anticorpos. Por outro lado, mondcitos intermediarios ativados se correlacionaram
negativamente com a resposta de anticorpos ap0s imunizacao contra influenza em pacientes
portadores do HIV(GEORGE et al., 2018).

No entanto, ndo ha relatos na literatura mostrando o comportamento da subpopulacdo
de mondcitos ndo classicos na resposta vacinal, necessitando de maiores investigacdes para
definir qual o seu papel na resposta de anticorpos.

Nossos resultados apontaram correlacdes importantes sugerindo um papel de destaque
das MDSC e de mondcitos na resposta vacinal, embora tenhamos tido limitacGes pela
heterogeneidade individual e pelo modesto tamanho de nossa amostragem. Como visto
anteriormente, alguns estudos demonstram a importancia de marcadores de ativacdo e
anormalidades entre as subpopulacdes de mondcitos na patogénese da infeccdo pelo HIV
mesmo sob TARV, e nosso grupo pretende continuar as investigacées dosando citocinas e
CD163 soluvel no soro destes pacientes, em uma tentativa de complementar nosso
entendimento sobre a relacdo do excesso de ativacao e a baixa resposta vacinal apés a primeira
dose da vacina (FROTA, 2015 e 2017).
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CONCLUSOES

e A populacdo de M-MDSC néo apresentou variagdo significativa nos diferentes tempos
avaliados entre os pacientes HIV+

e Apo0s a 22 dose da vacina observamos maior frequéncia da populacdo de PMN-MDSC nos
pacientes sem TARV em relacdo aos pacientes tratados.

e A frequéncia de células PMN-MDSC detectada apds a 1* dose da vacina apresentou
correlacdo positiva com a carga viral basal e ap0s a vacinacéo.

e A frequéncia da razdo de células TCD4 e PMN-MDSC apresentou correlacdo inversa e
significativa com a carga viral antes e apds uma dose da vacina.

e N&o houve variacdo significativa de cada subpopulacdo de mondcitos ao longo das
avaliacOes e entre pacientes e controles.

e Tanto entre pacientes HIV+ quanto nos controles a subpopulagdo de mondcitos classicos
foi a que apresentou maior frequéncia em relacdo as demais.

e Entre os mondcitos ativados (CD163+) foi encontrada maior frequéncia de mondcitos
classicos, seguido da populacdo de mondcitos intermediarios e ndo classicos tanto nos
pacientes infectados pelo HIV quanto dos individuos saudaveis.

e A frequéncia dos mondcitos classicos ativados e intermediarios ativados foi menor ap6s a
2% dose da vacina tanto em relacao a frequéncia antes quanto ap6s a 12 dose da vacina.

e A frequéncia dos mondcitos classicos e mondcitos classicos ativados obtidos apds a 12
dose da vacina apresentou correlacdo inversa e significativa com a carga viral tanto de
antes, quanto de apés a 12 dose da vacina.

e Afrequénciade PMN-MDSC obtida antes da dose reforgo se correlacionou negativamente
com a frequéncia de mondcitos classicos e intermediarios ativados ap6s a dose reforgo da
vacina.

e A frequéncia de mondcitos ndo classicos (CD14™CD16%) apresentou uma correlacdo
inversa e significativa com os titulos de anticorpos bactericidas (SBA) nos diferentes

tempos avaliados.
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ANEXO B — Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA SER VOLUNTARIO
DE UM PROJETO DE PESQUISA

TITULO: Imunogenicidade da Vacina Conjugada contra Neisseria meningitidis C em

Criancas Infectadas pelo HIV.
INVESTIGADORA: Cristina Barroso Hofer, MD, MSc, PhD
Professora Adjunta de Doengas Infecciosas e Parasitarias

Universidade Federal do Rio de Janeiro

DESCRICAO DO PROJETO:

Noés estamos conduzindo um projeto de pesquisa em criangas maiores de 2 anos
acompanhados nos ambulatérios de DIP-IMUNO do IPPMG. Este projeto quer avaliar
se seu organismo respondeu a vacina para meningite (Vacina conjugada para

meningococo tipo C), prescrita pelo seu médico.
Os objetivos desta pesquisa séo:

Avaliar a resposta imune da vacina conjugada para meningococo tipo C a curto e

longo prazo

Avaliar se existe fatores relacionados com o estado clinico que favorecam a resposta

imune da vacina conjugada para meningococo tipo C.

Vocé ou seu filho estdo convidados a participar deste estudo, por fazerem parte dos
pacientes em acompanhamento no IPPMG. Aceitar este convite significa que vocé (o
paciente) e todos os outros participantes da pesquisa serdo entrevistados, dados
clinicos do prontuario serao avaliados e coletaremos 3 amostras de até 5 mL de sangue
do seu filho: uma vez no dia da vacinagéo, outra 1-2 meses depois e outra 1-11/2 anos

apos a vacinagao.

Também faremos dois contatos telefénicos para avaliar qualquer reacdo da vacina.

Esses contatos serdo no 3°. e 7°. dias apds a vacina.
A entrevista e a coleta levarao aproximadamente 30 minutos.

RISCOS E BENEFICIOS:



Nao existem riscos associados a responder o questionario. O Unico risco quanto a
coleta do sangue é de hematoma (mancha arrocheada no brago apos a coleta). Este

risco sera minimizado pois utilizaremos coletadores experientes.

O seu médico sera informado sobre os resultados desta pesquisa. Ele podera usar
estes resultados para avaliar quando é o melhor momento para a prescricdo da vacina

conjugada para meningococo tipo C.
CUSTOS E PAGAMENTOS:

Ao participar deste estudo, vocé recebera, se desejar, um atestado medico para

justificar as horas de trabalho gastas na entrevista.

A cada visita do estudo, o participante receberd uma ajuda para alimentagédo e

transporte.
A vacina é fornecida pelo Programa Nacional de Imunizagoes do Ministério da Saude.

A responsabilidade pela prescricdo da vacina & de seu médico. Portanto, os
pesquisadores nao se responsabilizam por quaisquer efeitos colaterais que possam ser

atribuidos a vacinagéo.
CONFIDENCIALIDADE:

Vocé ndo é obrigado a responder qualquer pergunta. Todas as informacbes deste
estudo vao ser mantidas em segredo sob a responsabilidade dos pesquisadores e
somente eles terdo acesso a essas informagdes. Vocé nado sera identificado pelo nome
em qualquer publicacéo dos resultados desta pesquisa. Qualquer informacao que diga

respeito a vocé sera confidencial.
ALTERNATIVAS A PARTICIPACAO E DIREITO DE SAIR DO ESTUDO:

Sua participagdo nesta pesquisa &€ completamente voluntaria. Vocé nao € obrigado a
participar desta pesquisa. Caso decida participar e depois mude de idéia podera deixar
o estudo a qualquer momento. Seu direito de atendimento neste servigo n&o se
modificaréd caso vocé decida participar ou ndo da pesquisa ou até mesmo deixar de

participar apés ter inicialmente consentido.
CONSENTIMENTO INFORMADO VOLUNTARIO:

Este documento me foi explicado e todas as minhas duvidas foram esclarecidas. Eu

sei que posso fazer qualquer pergunta sobre qualquer aspecto desta pesquisa durante
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o curso do estudo e que estas perguntas serdo respondidas pelos pesquisadores

listados na primeira pagina deste documento.

Qualquer pergunta que eu tenha sobre meus direitos como participante de projetos de
pesquisa sera respondida pelo Comité de Etica do Instituto de Puericultura e Pediatria
Martagao Gesteira, telefone: (021) 25626146, ou pela pesquisadora responsavel, Dra.
Cristina Barroso Hofer através do telefone: (21) 9206-3853.

Assinando este documento, eu concordo em participar deste estudo. Uma copia deste

termo de consentimento sera entregue a mim.

Nome legivel do participante:

Assinatura do participante voluntario:

Nome do representante legal:

Assinatura do representante legal:

Nome da testemunha:

Assinatura da testemunha:

Nome pesquisador:

Assinatura do pesquisador

Rio de Janeiro de de 201__.

Rio de Janeiro de de 200__.
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ANEXO C — Critérios de inclusédo e exclusdo para os pacientes HIV positivos

I- Critérios de Inclusdo:

e Ter idade igual ou superior a 2 anos e inferior a 18 anos, 11 meses e 29 dias por ocasido
da visita de entrada;

e Preencher critério de infeccdo pelo HIV de acordo com o Ministério da Satde do Brasil;

e Nao estar planejando transferir residéncia do estado do Rio de Janeiro nos proximos 18
meses e concordar em ser contatado apds a imunizacao;

e Concordar em vir as visitas planejadas;

e Apresentar contagem de linfécitos CD4* superior ou igual a 350 célulass/mm3 e/ou
percentagem de linfocitos CD4" superior ou igual a 15% na entrada do estudo;

e Em pacientes do sexo feminino com Tanner >3 e/ histdria de ter apresentado menarca, a
inclusdo s6 se dard se apresentar dosagem de hormdnio gonadotrdpico coriénico
urinério (beta-HCG) negativo;

e O responsavel pelo individuo (de idade inferior a 18 anos) ou o proprio (idade superior a
18 anos) deve entender e concordar com o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Se o paciente for maior de 8 anos, e souber seu diagndstico, e de acordo com
o0 julgamento da enfermeira do estudo, for capaz de entender, este assentira no estudo,

assinando o termo de assentimento.

Para a revacinacao dos individuos desse grupo, somente seréd aplicada vacina naqueles
que apresentarem contagem de linfécitos CD4" superior ou igual a 350 células/mm3 e/ou

percentagem de linfocitos CD4* superior ou igual a 15% por ocasido da revacinagao.

I1- Critérios de excluséo:

e Paciente ter recebido vacina anti-meningococica conjugada;
e Apresentar sinais ou sintomas de imunossupresséo severa (classificacdo 4 da OMS) por
ocasido da visita de entrada no estudo;

e Apresentar qualquer outra doenga imunossupressiva que ndo a infeccao pelo HIV;
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e Fazer uso ou ter a intencdo do uso de drogas imunossupressoras. Para glicocorticoides
considera-se dose imunossupressora a dose em prednisona de 1 mg/Kg/dia por periodo
superior a uma semana;

e Ter feito uso de antibidticos até 3 semanas antes da imunizagdo ou imunoglobulinas nos
ultimos 6 meses pré-imunizacao;

e Ter recebido outras vacinas dentro de quatro semanas antes da entrada do estudo ou
planejar receber ou planejar receber vacinas dentro de duas semanas apds o arrolamento;

e Ter incapacidade de entender e cooperar com 0s requerimentos do protocolo;

e O individuo ou responsavel, no caso de menores de 18 anos ou incapacitados legalmente,
apresentar qualquer alteracdo psiquidtrica, intoxicacdo por alcool ou uso de drogas
ilicitas por ocasido do arrolamento;

e Ter historia de alergia a vacinas;

e Ter historia de sangramento, doencas hemorragicas ou reacdo adversa a qualquer
componente da vacina;

e Estar gravida.

Para fins de revacinacdo dos individuos desse grupo, deverao ser reavaliados todos os critérios

de exclusdo descritos acima.



