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RESUMO

Recém-nascidos de mulheres portadoras do virus HIV, durante a gestacao
sao expostos a algumas drogas e citocinas que podem alterar o desenvolvimento
de seu sistema imunoldgico e influenciar a resposta imune dessas criangas as
infeccdes e vacinas. NoOs analisamos as subpopulagbes dos linfécitos, a
maturacdo dos linfécitos B e o perfil de citocinas em recém-nascidos (RNs) a
termo de maes HIV' que foram tratadas com antirretroviral (ARV) e comparamos
os resultados com um grupo controle de recém-nascidos n&o expostos ao HIV.

Em estudo prospectivo, analisamos 36 mulheres HIV* e seus RNs expostos
e 15 mulheres ndo infectadas com seus RNs saudaveis. As caracteristicas
hematolégicas e o perfil de citocinas das mées foram obtidos quando elas
estavam na 35% semana de gestacao. Os linfocitos foram analisados por citometria
de fluxo. As dosagens de IL-2, IL-4, IL-7, IL-10, IL-12, IFN-y e TNF-ao. das mées e
dos RNs foram realizadas por ELISA, em sobrenadantes de cultura de células
mononucleares, sem estimulo e estimuladas por BCG e PHA.

Apos um ano de acompanhamento nenhuma das criangas expostas que
participou deste estudo foi infectada pelo HIV. Os linfocitos B do sangue de cordao
umbilical estavam aumentados nos RNs expostos, com aumento da subpopulagao
CD19/CD5". Em RNs expostos de maes usuarias de drogas ilicitas, este aumento
foi ainda mais significativo. O tabagismo materno estava associado a diminui¢ao
de células T CD4" do sangue de corddo. Os linfocitos B dos RNs expostos
apresentaram correlagao inversa com niveis de IL-7 e IL-4 do sangue de cordao. A
producgdo de citocinas dos RNs e de suas maes foi similar, com exceg¢ao do IFN-y
e do TNF-o que estavam elevados nas maes HIV*, especialmente nas usuérias de
drogas ilicitas.

Portanto, a ontogenia do sistema imune dos RNs foi influenciada pela
infeccdo materna pelo HIV e o tratamento com ARV, assim como, o uso de drogas
ilictas e o tabagismo. Todos estes fatores podem influenciar a eficacia da

vacinagao durante o periodo neonatal.
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ABSTRACT

Children born to HIV* mothers are exposed intra-utero to several drugs and
cytokines that can modify the developing immune system, and influence the
newborn’s immune response to infections and vaccines. We analyzed cord blood
lymphocyte subsets, B lymphocyte maturation and cytokine profile in term
newborns of HIV" mothers using ARV and compared them to normal newborns.

In a prospective study, 36 mother-child pairs from HIV® mothers and 15
HIV-uninfected mother-pairs were studied. Hematological features and cytokine
profiles of mothers at 35 weeks of pregnhancy were also examined. Lymphocytes
were analyzed by flow cytometry. The non-stimulated, as well as BCG and PHA
stimulated production of IL-2, IL-4, IL-7, IL-10, IL-12, IFN-y and TNF-o, from
mothers and infants were quantified using ELISA.

After a year of monitoring revealed that none of the exposed children who
participated in the study were infected with HIV. In cord blood, B lymphocytes were
increased in HIV-exposed newborns, with increase of CD19/CD5" lymphocytes. In
children of HIV® hard drug using mothers, also immature B-cells were increased.
Maternal smoking was associated with a decrease of cord T CD4" cells. Cord
blood B lymphocytes showed an inverse correlation with cord blood IL-7 and IL-4
levels. Cytokine levels were similar in infants and their mothers except for IFN-y
and TNF-a that were higher in HIV* mothers, especially in drug abusing ones.

The immune system ontogeny of term newborns is influenced by mother’s
HIV infection, ARV treatment as well as drug abuse and smoking. All these factors

may influence effectiveness of neonatal vaccination.
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INTRODUGAO

Maturacao das células B
Os linfocitos pré-B sao inicialmente detectados no figado fetal humano por

volta da 92 semana de gestagcdo e na medula 6ssea (MO) a partir da 122 semana
(1). Os estagios iniciais do desenvolvimento das células B descritos em MO de
jovens e adultos, indicam que ha desenvolvimento continuo das células B ao longo
da vida (2). Também foi demonstrada a presenga dos precursores iniciais de
células B em outros sitios além da MO, como no sangue de cordao umbilical
(SCU) e no sangue periférico logo apos o nascimento. Notavelmente, durante o
periodo inicial da infancia, o timo pode apresentar células B iniciais e B maduras
(3, 4).

Em medula 6ssea de seres humanos, a sequéncia de maturacdo das
células B, envolve a expressao progressiva de varios antigenos (Figura 1), e seu
desenvolvimento pode ser dividido em alguns estagios de acordo com os

rearranjos das cadeias de imunoglobulinas (5, 6).

Fro-B B imsturas Pre-B E madura
LN X X N )
W w)
Cco3a CD3a - - -
cCD79 «Ch79 cCO79 cCC7™ sCD79
cCD22 D22 cD22 ch22 Cp225m
CD19 cD19 CD19 CD19 CcD19
TdT T [TeT) - -
CD1gwn D10 CDlgT«a -
cD21 <o cD21 cD21
CD45iwca cDes CD45 CD4ghn-
CDantne: Do CD20
clgn slghd slghd
{cos} -

Figura 1. Sequéncia de maturagao das células B (adaptada de Béné (5) e van Lochem et
al (7)).
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A expressao intracelular das cadeias a (CD79a) e  (CD79b) do receptor de
células B (BCR), marca uma linhagem comprometida de progenitores linfoides
comuns CD34/TdT (terminal deoxynucleotidyl transferase), até a diferenciacao da
linhagem B (5; 8). Neste estagio do desenvolvimento, as células B progenitoras
imaturas CD79a’, apresentam rearranjo VDJ dos genes de Ig, express&o
citoplasmatica de cadeias leves substitutas (CLS), juncédo do VpreB (CD179a") e
as proteinas A5, expressdo de CD10, CD127 (cadeia o do receptor de IL-7) e um
nivel baixo do marcador de superficie CD45 (8). Além disso, o desenvolvimento
das células B progenitoras imaturas em células pro-B, € caracterizado pela
expressdo do marcador de diferenciagao celular pan-B (CD19) e pelo aumento
gradativo da expresséo do CD45 (8).

A transicdo das células B progenitoras imaturas para pr6-B CD19" esta
associada ao inicio do rearranjo do gene VDJ e a perda da plasticidade das
células progenitoras, ou seja, elas ndo terdo mais a habilidade de dar origem aos
macrdéfagos, células NKe T (6).

Outros antigenos de superficie de membrana, como CD22, CD20, CD21 e
CD5, também aparecem durante a diferenciacdo das células B e se mantém ou
desaparecem em estagios posteriores (1).

O CD5 aparece em cerca de 10-15% dos linfécitos B de adultos, porém, se
expressa em até 80% dos linfécitos B de fetos e de recém-nascidos (RNs), este
valor tende a diminuir progressivamente com a idade (9, 10, 11). As células B
CD5" detectadas no SCU sdo resistentes a apoptose e promovem a producdo
espontanea de auto-anticorpos IgM polireativos de baixa afinidade (12, 13). Estas
células sdo compostas de duas populagdes: células B CD5" que surgem durante a

ontogenia e células B CD5" que s&o induzidas por varios estimulos (10).

Células B e fatores de transcrigao
Os fatores de transcrigao (figura 2) lkaros e PU.1 atuam controlando a

transicdo da célula tronco hematopoiética (CTH) em precursores linféides, ja os
fatores E2A e o EBF (fator inicial de célula B) s&o importantes para o
desenvolvimento das células pré6-B e induz a expressdo de CD45, eles

cooperativamente regulam a expressao das cadeias leves substitutas e os
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componentes sinalizadores (lga. e IgB) do pré-BCR, assim como, a transcri¢gao de
RAG1, RAG2 e as subunidades da recombinase V(D)J. O Pax-5 é conhecido
como BSAP (proteina ativadora especifica de célula B) ele induz a expressao de
CD19, sendo indispensavel para a elaboracdo do processo de maturacdo dos
linfocitos B. Além disso, ele suprime as opcdes alternativas de desenvolvimento
celular, sendo o responsavel pelo comprometimento e manutencio da identidade
das células B (4; 6;14-16).

D

EZA
EBF

Pax5

Figura 2. Controle transcricional do desenvolvimento das células B (adaptada de Blom &

IL-7R

Spits(4)). A expressao balanceada de Pu.1 e a sinalizagdo de IL-7R e E2A, induzem o
aparecimento do primeiro elemento especifico da linhagem B, o EBF (fator inicial de
célula B). A transcricdo de E2A e EBF colabora na diferenciacao das células pré-B e induz
a expressao do CD45. O Pax5 regula a formagao de células pré-B e induz a expresséo do
CD19.

Citocinas envolvidas na maturagao das células B

Além da participagdo essencial dos fatores de transcricdo, para o
desenvolvimento das células B, o microambiente do estroma, do figado fetal ou da
MO no adulto, apresenta varias citocinas, importantes para as células tronco e

progenitoras (17).
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Em humanos, o papel da IL-7 & controverso, estudos demonstram que é
desnecessaria para o desenvolvimento das células B in vitro ou in vivo (18), porém
ela traduz sinais responsaveis pela mudanga especifica na expressdo génica.
Células pro-B in vitro aumentam a sua capacidade de proliferar pela adigao de IL-7
exodgena. Esta citocina induz o aumento da expressao de CD19 sobre as células
humanas pro-B e diminui os niveis de RAG-1, RAG-2 e o nivel de RNAm do TdT
(19). Dados obtidos de pacientes com SCID (imunodeficiéncia combinada grave)
que sao deficientes quanto a expressao dos componentes envolvidos na via
sinalizadora do receptor da IL-7 (RalL-7, yc ou Jak3), apresentam nivel normal ou
aumentado de células B circulantes (4; 18; 20, 21).

Alguns estudos in vitro sugerem a participacao da FIk/FIt3 (tirosina quinase
3 do figado fetal), que promove o desenvolvimento das células B CD19",
precursoras de células CD34", e das células tronco hematopoiéticas CD19", além
de participar da proliferacdo e sobrevivéncia das células CD34" e das células pro-
B iniciais. Outra citocina importante é o fator de célula tronco (SCF), o ligante para
o receptor c-kit da tirosina quinase, que da suporte ao crescimento, proliferacéo e
sobrevivéncia das células pré-B iniciais (2; 4; 21).

Crooks et al. (22) cultivaram células de corddo umbilical CD34*CD38 e MO
de criangas sobre uma linhagem celular de estroma de murino (S17) e observaram
a linfopoiese B apds 3 dias de exposicao a IL-3. Esta citocina atuou diretamente
sobre as células progenitoras e aumentou a produgéo das células B, induzindo a
proliferacdo e, ainda, manteve a sobrevivéncia de células progenitoras humanas
primitivas que possuiam potencial para se diferenciar em célula linféide B.

Tem sido descrito um fator de ativacéo de células B, o BAFF, pertencente a
familia TNF (fator de necrose tumoral), este atua promovendo a formagédo e
sobrevivéncia das células B maduras. O BAFF ligante ndo € detectavel em células
B iniciais, mas sua expressdo aumenta durante a maturagdo e pode ser
identificada por trés receptores: o R-BAFF, ativador transmembrana e modulador
do calcio, o TACI (cyclophilin ligand interactor) e o BCMA (Ag de maturagédo de

células B); todos eles s&o proteinas que interagem com o BAFF, expressadas
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pelas células B de maneira variavel, embora o R-BAFF e o TACI tenham sido

detectados também em algumas populagdes de células T (10; 23).

Citocinas e as células B CD5"

Investigando o papel das células B CD5" em humanos, alguns
pesquisadores relataram a possibilidade da expressdo do CD5 estar envolvida na
sobrevivéncia das células B possivelmente por induzir a producédo de IL-10 que
exerce feedback negativo sobre eventos de sinalizagdo que promovem morte
celular (24). Trabalhos recentes tém demonstrado que n&o sé as células B CD5",
mas, as células B CD5 também expressam CDS5 intracelular, com capacidade de
produzir a IL-10 (25).

Alguns experimentos in vitro demonstraram que a IL-1 e a IL-2 podem inibir
a modulacdo de CD5 sobre as células B, no entanto, em SCU as células B CD5"
proliferam na presenca de IL-2 (Dalloul, 2009). As células B CD5" de RNs,
produtoras de IL-10, sdo inibidoras da resposta Th1, como consequéncia, a

resposta imune tende a mudar o seu perfil para Th2 (11, 12; 26).

Maturacao das células T
O timo é o mais importante sitio de amadurecimento das células T que

iniciam a colonizagdo desse 6rgdao no periodo fetal a partir da 8% semana de
gestacdo. As células T em desenvolvimento no timo sdo chamadas timdcitos,
devido a sua imaturidade, estas células ainda nao expressam o receptor de célula
T (TCR) ou os co-receptores CD4 e CD8 (27, 28). Inicialmente os timécitos sao
encontrados nos seios subcapsulares e na regido da cortical mais externa do timo,
posteriormente eles migram através do cortex, nesse momento os timdcitos
expressam pela primeira vez os TCRs e iniciam a matura¢cdo em células CD4"
restritas ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC) da classe Il e CD8"
restritas ao MHC de classe | (28, 29). Por volta da 122 semana, observam-se
todos os estagios evolutivos de maturacdo dos timdcitos, e na 20? semana o0s
linfécitos T maduros podem ser identificados no sangue de corddao umbilical (27;
30).
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Imunidade humoral neonatal

A imunidade humoral se desenvolve durante a gestagdo, mas nao é
totalmente madura ao nascimento. Nos RNs, cerca de 15% dos linfécitos possuem
imunoglobulinas em sua superficie. Uma porcentagem dessas células é B CD5".
Esta subpopulagado € maior em fetos quando comparada aos adultos. Os linfocitos
fetais sintetizam pouca lg, provavelmente por causa da protegcdo do ambiente
uterino. Os niveis de IgG do RN s&o similares aos niveis maternos devido a
transferéncia transplacentaria. A IgM, a IgD e a IgE sado indetectaveis ao
nascimento, pois ndo podem atravessar a placenta. A amamentacdo prové a
transferéncia de anticorpos, particularmente a IgA secretora. Vale ressaltar que os
fetos possuem habilidade em produzir IgM e IgA quando estimulados, comprovado
pela presenca de anticorpos em muitos RNs que tiveram infecgcdo perinatal,
também chamada de materno-infantii ou transmissdo vertical a diferentes

patdgenos, entre eles o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (1; 31, 32).

Imunidade celular neonatal

Em relacdo aos adultos, recém nascidos a termo apresentam uma
contagem de CD4" aumentada, e a relagdo CD4/CD8 também ¢ alta chegando a
3:1 no periodo neonatal. Porém, estas células ainda sdo imaturas. Praticamente
todos os linfécitos neonatais expressam CD38, que € um marcador de timdcitos e
inexistente em linfocitos maduros. Quase todos os linfocitos neonatais expressam
CD45RA (ndo exposto a antigeno) e o CD45RO (memdéria) é praticamente
inexistente. A funcdo dos linfocitos T citotdxicos € deficiente. A quantidade e a
funcdo das células NK encontram-se reduzidas durante o periodo fetal e na
ocasiao do nascimento. Porém, nos primeiros meses de vida as células NK
aumentam significativamente, sugerindo que este seja um mecanismo de defesa
importante antes do desenvolvimento completo da resposta imune especifica. Os
polimorfonucleares em conjunto com os macréfagos, promovem a primeira linha
de defesa do organismo. Entretanto, em recém-nascidos a fagocitose & mais lenta,

predispondo a septicemias e infec¢des bacterianas graves (27; 30; 32).
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Perfil de citocinas neonatal

Durante o periodo fetal e em RNs saudaveis predomina a produgao de
citocinas do tipo Th2 (IL-4 e IL-10). Esta tendéncia, durante o periodo fetal, parece
estar relacionada a uma adaptagao evolutiva, que na verdade € um mecanismo
fundamental de protecao contra as citocinas do tipo Th1 (IL-2 e IFN-y) derivadas
da placenta (26).

A IL-4 e a IL-10, a prostaglandina E2 e a progesterona fazem parte das
moléculas que regulam e suprimem a produgéo de citocinas Th1 (33). Estudos
com células mononucleares de SCU demonstraram niveis altos na produgao da
IL-4 acompanhado pela produgédo baixa de IFN-y. Esta produgdo diminuida de
IFN-y, apds o nascimento, poderia contribuir para uma resposta antiviral ineficiente
do RN. Ja a producédo de IL-4 elevada estaria relacionada a atopia antes das
manifestagdes clinicas e o agravo do estado atdpico, com um desequilibrio na
producao de IL-4 versus IFN-y (26; 34).

Células T de RNs estimuladas por mitdgenos ou expostas a bactérias tem
uma producao deficiente de IFN-y, e tal fato, pode estar ligado também a uma
producao diminuida de IL-12 (26).

A capacidade das células T de RNs de responder as citocinas difere
totalmente dos adultos. Elas proliferam na presenca de IL-4. Tem sido
demonstrado que a IL-7 pode ser um potente indutor de proliferacado neonatal,
mas nao em células T de adultos. Esta citocina atua também como um fator de
sobrevida para as células T virgens, mantendo sua viabilidade e expansao por
muito mais tempo do que nos adultos (35).

O aumento da producdo de IL-10 no SCU de RNs saudaveis tem sido
correlacionado a grande proporcdo de células B CD5'. Esta citocina é
multifuncional, com forte propriedade imunomodulatoria. Neste contexto, ela atua
prevenindo a morte das células B do centro germinativo, por sua capacidade de

induzir a expressao da proteina bcl-2 (12; 24).
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Virus da imunodeficiéncia humana (HIV)

A sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS) foi detectada pela
primeira vez em 1981, nos Estados Unidos. O agente causador da AIDS so foi
descoberto em 1983, sendo classificado como um retrovirus e denominado virus
da imunodeficiéncia humana (HIV). No Brasil, os primeiros casos surgiram e foram
diagnosticados no inicio da década de oitenta (36).

O HIV é um lentivirus da familia dos retrovirus que caracteristicamente
possui duas fitas idénticas de RNA gendmico, armazenadas em um nucleo de
proteinas estruturais (p24, p16 e p9) e envolta pelo envelope lipidico originado da
célula hospedeira, que por sua vez, apresenta proteinas de membrana codificadas
pelo virus (gp41 e gp120). Foram relatados dois tipos diferentes deste virus, o
HIV-1 e o HIV-2 (28; 37 - 39).

A infecgdo das células do sistema imune (linfécitos T, macréfagos e células
dendriticas) tem inicio quando a proteina gp120 do virion HIV se liga tanto ao seu
receptor CD4, quanto ao co-receptor membro da familia das quimiocinas (CXCR4
ou CCR5) (28; 38, 39).

Ocorrida a fusdo da membrana do HIV com a membrana da célula, por
acao da transcriptase reversa (TR), o RNA viral é transcrito em DNA
complementar (cDNA) e passa a ser chamado de pro-virus. O préximo passo é
adentrar o nucleo celular, onde a integrase viral promove a integragao do pro-virus
ao genoma da célula hospedeira. Subsequentemente ha transcricao do RNAm do
HIV, que é transportado e traduzido em proteinas precursoras no citoplasma.
Estas migram para a membrana celular e sdo clivadas durante a formacado do
virion dando origem as proteinas regulatérias (Vpr, Vpu e Vif) e do envelope viral,
gp41 e gp120 (28; 38; 40).

O HIV pode induzir uma resposta imune celular forte e eficiente, mas nao
elimina a infecgdo. Isto pode ser explicado pelo fato do virus possuir alguns
mecanismos de evasao imune ou estratégias para continuar replicando (38).

A diminuigdo do numero de células T CD4" indica a progresséo da doenca
em adultos e criangas. Embora o HIV infecte preferencialmente células T de
memoria CD4" (CD45RO"), a deplecdo de células T virgens CD4"
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(CD45RA'CD62L") € mais acentuada. Esta infecgdo induz as células T CD4" a
apoptose. Em pacientes HIV® a destrui¢do das células T CD4" é acelerada, tanto
para células infectadas como para néo infectadas (38, 39; 41).

Células T citotoxicas especificas CD8" tem o papel de destruir células
infectadas pelo HIV com a ajuda das T CD4" e manter tanto a memoria imune
quanto a resposta citolitica. Durante a fase aguda da infecgdo, a quantidade de
células T CD8" pode aumentar até vinte vezes. Elas contribuem para a atividade
antiviral, devido a sua acao citotoxica especifica ao HIV e por secretar fatores
soluveis que inibem a replicagao viral (38).

O HIV pode causar desequilibrio na produgdao de citocinas, a hipotese
consensual é que no estagio avangado da infecgdo ha um declinio na produgéo de
citocinas Th1 (IL-2, IL-12, IL-18, TNF-o. e IFN-y) e aumento da sintese das
citocinas Th2 (IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13) (38; 42).

E pouco provavel que o HIV replique em células B in vivo (Figura 3); no
entanto, ha fortes evidéncias de que o HIV se ligue a célula B madura através da
interacdo entre o receptor de complemento CD21 (CR2) e o virion que esta
circulando in vivo (43, 44).

Entado, pacientes infectados pelo HIV apresentam ativacdo das células B
(turnover) induzida pela replicagdo viral em andamento, demonstrada pela
hipergamaglobulinemia policlonal, além da produgéo elevada de autoanticorpos e
pouca producdo de anticorpos contra antigenos naturais ou as vacinas (42; 45 -
47).

Sinais adicionais de anormalidades nas células B envolvem ainda a
incidéncia alta de linfomas de linhagem B e a expressdo andmala de algumas
moléculas de superficie como Fas, Fas-ligante (pro-apoptéticas), CD5, CD21,
CD25 e CD27 (42; 47, 48).

O porqué da expressado do CD5 nas células B de paciente HIV®, ou exposto
ao virus, sendo adulto ou crianga, ainda € controverso. No entanto, estudos

relacionam a sua expressao a progressao da doenga (48 - 52).
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Efeitos diretos Efeitos indiretos mediados através de fatores sistémicos
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Figura 3. Consequéncias da replicagdo do HIV sobre as células B. Os efeitos diretos do
HIV e das proteinas virais sobre as células B envolvem a interacdo do receptor de
complemento CR2 (CD21) com os virions circulantes, que pode aumentar a replicagédo
viral e a deplecado de células B por apoptose, além de induzir as células B a secretar
citocinas inflamatérias como o TNF-a e a IL-6, que induzem a ativagao, diferenciacao e
producdo elevada de anticorpos que caracteriza o quadro de hipergamaglobulinemia
policlonal em individuos infectados. Os efeitos indiretos sdo mediados por fatores
sistémicos associados a replicagdo viral em andamento que promove 0 aumento das
células B imaturas, deplecdo das células B de memoria e dos linfocitos T CD4",

acarretando diminuicdo da resposta imune a antigenos e vacinas. (44).

Durante o periodo de replicagdo observa-se ainda uma frequéncia
aumentada de células B maduras expressando niveis baixos de CD21. Ocorre
também uma diminuicdo das células B de memoéria (CD27%) que ndo pode ser

revertida pela terapia antirretroviral (TARV). Ha ainda um aumento de células B
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imaturas e CD10" parcialmente diferenciadas, que esta relacionada a diminui¢éo
das células T CD4" (44 — 46; 53).

A infecgao pelo HIV, esta associada ao aumento da apoptose em todas as
populacdes de linfocitos, além das células T CD4", as células B, NK e T CD8",
como resultado direto e indireto do inicio da replicacao viral, incluindo a geracao

de uma nova subpopulagao de linfécitos com tempo de vida mais curto (53).

Transmissao vertical do HIV

A transmisséo vertical (TV) do HIV foi reduzida a menos de 1% nos Estados
Unidos da América e Europa, com o uso de drogas antirretrovirais na gravidez e
no recém-nascido (54). Porém, em muitas regides menos desenvolvidas do
mundo, este indice permanece alto, em torno de 10%. Consequentemente, mais
de 500.000 criangas adquirem anualmente o HIV. A vasta maioria delas pertence
a regido subsaariana da Africa (55;56).

A transmisséo intra-utero do HIV é uma das vias pela qual um RN adquire
esta retrovirose. Varios mecanismos tém sido propostos para esclarecer a
protecado do feto contra o HIV materno durante a gestagdo, como a producao de
anticorpos, a quantidade de linfécitos T CD4" materno, a presenga de varios
fatores soluveis (entre eles o RANTES e o MIP-1B, secretado pelas células T
CD8"), quimiocinas, citocinas e horménios (57, 58, 59).

Geralmente, a transmissao intra-utero ocorre durante o terceiro trimestre da
gestacdo. Porém, ha relatos da presenca do HIV em fetos abortados por volta da
82 semana de gestagédo, indicando que a transmissédo intra-utero também pode
ocorrer precocemente (56). Tem sido proposto que a infecgdo ocorre quando o
fluido amnidtico contendo HIV atravessa a superficie da mucosa orofaringea ou do
trato gastrintestinal do feto. Estudos recentes tém detectado o HIV em fluido
amniético de mulheres infectadas cuja carga viral plasmatica estava acima de 10°
cépias/mL (60, 61).

Uma hipotese defendida por estudos in vitro e in vivo, afirma que a
passagem do HIV através dos trofoblastos placentarios é restrita. Portanto, a
transmissao pode depender do rompimento da barreira placentaria ou do “transito”

de células infectadas pelo virus (55; 58; 62).
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A elevada carga viral plasmatica do HIV materno e a depleg¢ao das células T
CD4" estdo associadas ao aumento da transmissdo durante a gestagéo (35%),
principalmente nas ultimas semanas. Alguns estudos demonstram que a redugéo
da carga viral pelo uso de TARV diminui o nivel da transmissao intra-utero (63,
64).

Ha poucos estudos sobre o efeito da tuberculose, da malaria e outras co-
infeccbes sobre a carga viral antes e durante a gestagdo. Porém, medidas
profilaticas na prevencdo de infecgdes bacterianas na gravidez de mulheres
infectadas pelo HIV mostraram bons resultados (56).

As infeccbes bacterianas recorrentes podem causar a inflamagdo da
placenta ou das membranas fetais, permitindo assim a migracdo de células
maternas infectadas pelo HIV para a cavidade amniética, predispondo a crianca a
aquisicao do HIV. Neste caso, ha de se levar em consideracdo que as doencas
sexualmente transmissiveis, como a sifilis e a gonorréia aumentam o risco de
transmissao vertical (56; 64).

Ha uma proporgao consideravel, cerca de 65%, de transmissio vertical
durante o parto, que ocorre quando o RN passa através do canal vaginal durante o
nascimento e se expde ao sangue materno e as secrecdes genitais (64). Os
fatores que influenciam o risco de infec¢ao intraparto incluem a presenga do HIV
no trato genital, doencga ulcerativa genital, complicagdes no parto e rompimento da
barreira placentaria (microtransfusées materno-infantis). Nivel detectavel de RNA
do HIV no trato genital pode ser encontrado em aproximadamente 15% das
mulheres que fazem uso de TARV e com carga viral indetectavel. Isto reforga a
idéia de compartimentalizagao da replicagdo viral e sugere ainda que o processo
local esteja associado a persisténcia do virus em secre¢des da mucosa (56; 62).

A transmisséo vertical do HIV através do aleitamento materno também é
outro fator a ser considerado. Os dois fatores de maior importancia na transmissao
através do aleitamento materno sdo: o tempo de duragdo da amamentacéo (7% a
22% de risco de transmissdo) e a presenga do virus no leite materno. Vale

observar que, se a mae for infectada durante o periodo em que esta
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amamentando, o indice de transmissdo pode chegar a aproximadamente 30%.
(56; 62; 64).

A evolucéo clinica de criancas infectadas pelo HIV tem mostrado que de 10
a 30% delas iniciam os sintomas nos primeiros meses de vida, de modo

semelhante a outras infecgbes adquiridas intra-utero (65).

Terapia Antirretroviral

Sabe-se que o uso de TARV na gestacao pode reduzir a carga viral do HIV
para niveis indetectaveis, e mulheres que recebem TARV apresentam indice muito
baixo de transmissdo. A eficacia desta terapia foi demonstrada inicialmente em
1994, por Connor e colaboradores (66). Esta pesquisa mostrou uma queda da
taxa de transmissao vertical de 25,5% para 8,3% (36; 64; 67).

Um dos principais objetivos da TARV, em adultos, € a negativagédo da carga
viral plasmatica num periodo de seis meses apds o inicio da terapia. Entretanto,
considera-se como resposta positiva a redugao substancial, isto €, queda maior
que um log ou 90% da carga viral nas primeiras quatro semanas, ou acima de dois
logs (99%), apos 12 a 16 semanas (68).

Os antirretrovirais sdo drogas desenvolvidas para atuar nas diferentes fases
da replicagao viral. Eles se classificam em: inibidores da protease (IP), inibidores
da transcriptase reversa, analogos de nucleosideos (ITRN), inibidores da
transcriptase reversa ndo analogos de nucleosideos (ITRNN) e inibidores da fusao
e da integrase (36; 69).

Em margo de 1987 foi aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration)
para comercializagc&do a primeira droga com atividade antirretroviral: a azidotimidina
(AZT) ou zidovudina (ZDV). Ela inibe os virus HIV-1, HIV-2, o virus 1 da leucemia
T/linfoma (HTLV-1) em humanos e outros retrovirus de mamiferos. Seu
mecanismo de agao consiste em inibir competitivamente a incorporagao, pela
transcriptase reversa, da timidina ao DNA viral. Em 1995, a lamivudina (3TC)
também foi aprovada pelo FDA,; ela atua inibindo a replicagado do HIV e ha relatos
de sua atividade contra o virus da hepatite B (36).

Em 1994, os resultados do Protocolo 076 do Pediatric Aids Clinical Trial
Group (PACTG 076) demonstraram redugao de 67,5% na TV com o uso de AZT
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durante a gestacao, no trabalho de parto e no parto propriamente dito. Os RNs
que foram alimentados exclusivamente por formula infantil (64; 66).

Desde 1995, no Brasil, o Ministério da Saude recomenda o uso profilatico
de AZT, a partir da 142 semana de gestacao, durante o parto e no RN por seis
semanas (64; 70). Dados de 1998 e de 2002 mostraram que 19,5% e 33%,
respectivamente, das gestantes HIV positivas receberam AZT de acordo com o
protocolo (71). Apos estas medidas, a taxa de transmissdo vertical do HIV nas
gestantes soropositivas, que estava entre 13 e 20% em 1999 (72), caiu para 3,7%
em 2002 (73).

A monoterapia com AZT foi logo seguida pela associacdo de drogas
(terapia dupla) com os novos ITRN. Os inibidores da protease deram novas
perspectivas ao tratamento, pois ofereceram uma resposta terapéutica
prolongada, maior recuperacdo do numero de linfocitos CD4" e redugéo
significativa da carga viral. Com a introducao dos ITRNN, iniciou-se a terapia tripla,
formada por dois ITRN e um IP ou dois ITRN e um ITRNN. Esta ultima estratégia
aumentou a expectativa de vida de criangas de adultos (74).

No Brasil, a TARV combinada é recomendada pelo MS as gestantes que
preenchem critérios para inicio de tratamento, visando controlar sua infeccao
(TARYV - tratamento) e/ou a redugdo da transmissao vertical do HIV (profilaxia com
TARYV), para gestantes assintomaticas com dano imunoldgico discreto ou ausente
(linfécitos CD4* = 350 células/mm?®). E recomendado o tratamento com TARV em
gestantes sintomaticas ou assintomaticas, independente da idade gestacional
(70).

Toda gestante infectada pelo HIV devera receber terapia ou profilaxia
antirretroviral potente, independente de sua situagdo imunoldgica ou viroldgica
(70).

Em gestantes impossibilitadas de usar o AZT, pode-se substitui-lo pela
didanosina entérica (ddl EC) ou estavudina (d4T) combinados com a lamivudina.
Foi relatada acidose latica fatal em gestantes que receberam a associagao

ddl/d4T. Sendo assim, esta deve ser excluida dos esquemas (70).
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Esquemas com IP devem ser combinados com ritonavir como adjuvante
farmacoldgico. O Lopinavir (LPV/r) € o IP de escolha para terapia inicial, pois € um
potente supressor viral e pode ser usado com segurancga na gestacéao (70).

Parturientes devem receber AZT por via intravenosa durante todo o trabalho
de parto, e no parto. Para o RN é recomendado utilizar o AZT ainda na sala de

parto, ou nas primeiras duas horas de nascimento e durante seis semanas.

Implicagoes da exposicao do feto ao ambiente uterino infectado pelo HIV

Durante a gestagao, as criangas expostas, mas n&o infectadas pelo virus
HIV, entram em contato com proteinas do virus HIV. Ao nascer, as células T CD4"
desta crianga exposta e néao infectada, sdo capazes de proliferar in vitro quando
estimuladas com antigenos do HIV-1 (75).

O estudo de Clerici et al. (65) demonstrou uma frequéncia alta de células
CD4" HIV-especificas e uma freqiiéncia baixa de células CD8" HIV-especificas,
indicando difusdo transplacentaria de proteinas soltveis do HIV. E sabido que
tanto as particulas, como as proteinas HIV, podem inibir a fungdo da célula
progenitora, conduzindo esta a apoptose, causando anormalidades hematoldgicas
e imunologicas nos RNs (Nielsen et al.,, 2001). Além disso, a producao
desequilibrada de citocinas Th1 (IL-2 e IFN-y) e Th2 (IL-4 e IL10) em gestantes
infectadas pelo HIV, de certa maneira, desregulam as citocinas do feto resultando
em deficiéncia imune (75,76).

Outro fator que contribui para estas deficiéncias é o tratamento da gestante
e do RN com AZT, que é potencialmente mielosupressor (71; 77 -79). Sua
toxicidade € caracterizada pela presenca de anemia macrocitica, leucopenia e
neutropenia (79, 80). Os efeitos biolégicos desta droga sugerem tanto alteragdes
no estroma medular, como também uma acdo sobre as células tronco
hematopoiéticas. Tem sido demonstrado tanto em modelo celular animal, como
em RNs expostos ao HIV, a interagdo do AZT com o DNA nuclear (76).

Na transmissao vertical do HIV, a hipergamaglobulinemia policlonal
geralmente ocorre antes das alteragdes da imunidade celular (diminuicdo de
CD4"). A deficiéncia humoral é mais importante em criangas do que em adultos,

caracterizada pela auséncia de resposta secundaria a antigenos comuns, por
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exemplo, as bactérias. Sendo assim, criancas infectadas pelo HIV apresentam
apenas resposta primaria tipo IgM. A resposta secundaria e especifica,
caracterizada pela mudanga de IgM para 1gG, nestas criangas é deficitaria, isto
leva a frequentes e graves infec¢des bacterianas (27; 67; 81).

A disfungcdo humoral pode estar relacionada a diminuicao dos linfocitos T
CD4", o que impede que a sintese de imunoglobulinas por parte das células B,
contra aloantigenos e antigenos soluveis (65; 75). Em criangas saudaveis, a
maturacgao dos linfécitos B e a produgédo de imunoglobulinas ocorrem em resposta
as citocinas da imunidade especifica (linfocinas) que sdo produzidas pelos
linfocitos T CD4" da crianga. As linfocinas maternas que atravessam a barreira
placentaria desempenham papel importante neste processo. Dessa maneira a
imunodeficiéncia materna poderia prejudicar a maturagdo normal dos linfécitos B
neonatais (27; 65; 75). No entanto, a relagao entre todos estes fatores ndo é bem
conhecida.

Tendo em vista todos estes dados, supde-se que o RN filho de mae HIV,
mesmo que sororeversor, tenha uma deficiéncia (numérica ou funcional) dos
linfocitos B devido & exposicédo ao perfil anormal de citocinas maternas. E possivel
que, a exemplo do que ja foi descrito para os linfocitos T (65) esta deficiéncia
persista por um tempo razoavel, comprometendo todo o programa de vacinagéo
habitual, e propiciando o aparecimento de infecgdes neste RN.

Estudos sobre criangcas expostas sem infeccdo concentram-se no seu
crescimento e desenvolvimento (82 - 84), alteragdes hematoldgicas (66; 76),
proporgao de linfocitos e sub-populagdes T (82; 85, 86), além da concentragao de
imunoglobulinas (82; 87). Eles tém mostrado uma tendéncia das criancas
expostas ao HIV e nao infectadas, a apresentarem uma resposta humoral melhor
ao toxoide diftérico quando comparadas a criangas infectadas, na faixa etaria
entre dois e quatro anos. Ja a resposta humoral a vacina de hepatite B apos trés
doses, foi significativamente menor nos bebés infectados pelo HIV do que em
criangcas expostas, mas nao infectadas (88). Nao ha dados comparativos destas

criangas com criangas saudaveis, ou seja, ndao expostas e nao infectadas.
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A Organizacao Mundial da Saude (OMS) recomenda a vacinagao dos RNS
expostos ao HIV (89). Deve-se considerar que, na analise da resposta humoral e
celular a imunizagéo destas criangas, a transferéncia materna de IgG anti-HIV em
altas concentragbes, o nao aleitamento materno, uso profildtico de drogas
mielotoxicas como o AZT, as baixas condi¢cdes de vida das familias, associados a
imaturidade do sistema imune proprio da crianca, interferem na resposta imune
durante o primeiro ano de vida. Deste modo, € necessario separar os fatores
internos da crianga ao nascer, dos externos durante o seu primeiro ano de vida,

para uma analise da resposta imune antigeno-especifico.
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OBJETIVOS

e Gerais: avaliar a maturagdo das células B em sangue de corddo umbilical
dos RNs expostos ao HIV, filhos de mulheres que usaram ARV na

gestacao.

e Especificos:
v" Comparar os linfécitos T e B do cordao umbilical de RNs expostos ao
HIV e a TARV com os ndo expostos;
v Analisar o perfil de citocinas maternas e dos RNs e sua associagao
com a propor¢ao de células T e a maturacéo das células B.
v' Estudar a associagcado do ARV, tabagismo e drogas ilicitas utilizadas
pelas maes HIV® durante a gestacdo sobre as subpopulacdes de

linfocitos dos seus RNSs.

HIPOTESES

e O padrao de maturacao das células B em RNs expostos ao HIV durante a
gestagao apresenta anormalidades quando comparado a RNs nao
expostos;

e O padrao de interleucinas produzido durante a gestagcéo pelas maes
infectadas pelo HIV podem interferir na linfopoiese B dos RNs;

e O uso de drogas ilicitas e o tabagismo durante a gestagao podem estar

associados a alteracdes imunes nos RNs.
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MATERIAIS E METODOS

Pacientes
O estudo foi observacional, analitico, prospectivo do tipo corte transversal,

conduzido entre maio de 2006 a novembro de 2007, analisou-se 51 diades
compostas de 36 gestantes infectadas pelo HIV e 15 gestantes nao infectadas
(controles saudaveis) e seus RNs, que cumpriram plenamente os critérios para
inclusdo nesse estudo. Todas as gestantes HIV® foram acompanhadas pelo
Servico de Obstetricia do Centro de Assisténcia Integral a Saude da Mulher
(CAISM/UNICAMP), estavam utilizando ARV e mantinham carga viral baixa ou
indetectavel. As gestantes do grupo controle também foram selecionadas no
servigo de pré-natal do CAISM para mulheres com baixo risco gestacional.

Apoés a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, fez-se a
inclusdo no estudo, colheram-se as amostras de sangue periférico das gestantes
HIV* e do grupo controle, que estavam entre a 322 e a 352 semana de gestacéo.

Na ocasiao do parto, foi colhido o sangue do cordao umbilical.

Critérios de inclusao das gestantes HIV positivas:
e Maiores de 18 anos;

e Recém-nascido a termo sem intercorréncias no parto;

o Aceitacdo da mae em participar do estudo.

Critérios de exclusao:
¢ Maes diabéticas, hipertensas, obesas, portadoras de doenga autoimune ou
co-infecgdes;
e Recém-nascido portador de malformacdo congénita, doenga genética ou
condigao clinica grave;

¢ Na&o concordancia materna com os termos da pesquisa.

Critérios de inclusao do grupo controle:
e Gestantes higidas, maiores de 18 anos;

e Recém-nascido a termo sem intercorréncias no parto;

o Aceitacdo da mae em participar do estudo.
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Critérios de exclusao grupo controle:
¢ Maes diabéticas, hipertensas, obesas, portadoras de doenca autoimune ou

infecgdes;

e Idade gestacional acima da 362 semana;

e Recém-nascido portador de malformacao congénita, doenga genética ou
condicédo clinica grave;

¢ Nao concordancia materna com os termos da pesquisa.

Coleta das amostras de sangue

A coleta do sangue de cordao umbilical (SCU) foi efetuada imediatamente
apos a dequitagdo da placenta (ex-utero) e os exames realizados em até 24 horas.
No Centro Obstétrico do CAISM, o cordéao foi devidamente limpo com solugao anti-
séptica. Em seguida, procedeu-se a coleta da veia umbilical com seringa e
agulhas descartaveis e o sangue foi colocado em tubos estéreis, sendo dois
heparinizados, para cultura de células do SCU e um com EDTA, para a citometria
de fluxo e obtencédo dos dados hematolégicos dos RNs, na quantidade minima de
15 mL e maxima de 20 mL.

O sangue periférico das maes HIV* e do grupo controle normal foi coletado
em tubos estéreis contendo os mesmos anticoagulantes para cultura de células e
dados hematoldgicos, na mesma quantidade supra citado entre a 322 e a 352

semana de gestacao.

Analises laboratoriais

Dados hematimétricos materno e dos RNs

Os indices de células de todas as amostras, sangue periférico materno e do
corddo umbilical, foram determinados eletronicamente através do contador
hematologico Advia 120 (Bayer, Dublin — Ireland), no Laboratério de Hematologia
do HEMOCENTRO/UNICAMP.
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Eletroforese de hemoglobinas do sangue de cordao umbilical

Obteve-se o padrédo eletroforético em acetato de celulose (pH 8,6) para
checar contaminagdo do material coletado com o sangue materno. Foi utilizado o
meétodo rapido de lise dos eritrocitos dos RNs com uma solugdo de Saponina a
0,5%. Em seguida os hemolisados foram submetidos a eletroforese de
hemoglobinas que permitiu identificar a presenga marcante da Hemoglobina Fetal.

Marcacgao dos linfécitos B e T em sangue de cordao umbilical

A imunofenotipagem foi realizada pela técnica de marcacao direta, com um
painel de 3 ou 4 cores diretamente conjugados com isotiocianato de fluoreceina
(FITC), ficoeritrina (PE), proteina clorofila de peridina (PerCP) e aloficocianina
(APC). As amostras foram mantidas em temperatura ambiente.

Para o estudo da maturacéo das células B e quantificacdo dos subtipos das

células B e T foram utilizadas as seguintes combinagdes de anticorpos (Figura 4):

Marcadores Fluorocromos Clones Fabricantes
CD45 FITC T29/33 Dako

CD34 PE 8G12 Becton Dickinson
CD19 PE-Cy5 HD37 Dako

CD22 APC S-HCL-1 Becton Dickinson
CD79a PE 2ST8.5H7 Pharmingen

IgM FITC G20-127 Pharmingen
CD10 APC MEM-78 Caltag
CD5/CD19 FITC/PE L17F12,SJ25C1 Becton Dickinson
CD45 PE-Cy5 T29/33 Dako

CD4/CD8/CD3 FITC/PE/PE-Cy5  MT310, DK25,UCHT1  Dako
Combinagoes de anticorpos monoclonais
12) CD45FITC/CD34PE/CD19 PE-Cy5/CD22APC
2?) clIgMFITC / cCD79a PE /CD19 PE-Cy5 /CD10 APC
3?) silgM FITC /CD34 PE /CD19 PE-Cy5 /CD10 APC
4?%) CD5 FITC /CD19 PE /CD45 PerCP
5%) CD4 FITC /CD8 PE /CD3 PE-Cy5

Figura 4. Anticorpos monoclonais para a imunofenotipagem do SCU e combinagoes

utilizadas no estudo.
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O estudo da maturacdo nos trés primeiros tubos foi realizado dentro da
populacdo de célula B CD19" com baixo SSC, este foi o marcador pan-B de
escolha por causa de sua expressdao heterogénea. Na primeira combinagéo,
pretendeu-se através da expressdo de CD34" identificar as células B imaturas,
enquanto que, pela a expressao heterogénea dos CD22 e CD45, que aumentam
durante a maturacéo, seria possivel identificar as células B maduras.

Com a segunda combinagéo, utilizando o CD79a intracelular, pretendeu-se
identificar as células B no inicio da sua maturagao (pro-B), o estagio intermediario
ou de transicao (early B-cell) seria identificado pela expressao de CD10 que tende
a diminuir na fase seguinte (pré-B), caracterizada pela presengca da cadeia p
intracitoplasmatica, que nesta combinacédo seria identificada pela expressao de
IgM p6s permeabilizagao (90).

A escolha da terceira combinacdo foi realizada com a finalidade de
identificar a populagdo imatura CD34" e IgM de superficie negativa, aqui
novamente o CD10 permitiria identificar as células B de transicdo e as maduras
caracterizadas pela presenca da IgM de superficie (5; 7, 8).

Na ontogenia das células B a expressao de CDS5, um antigeno marcador de
linfécitos T, pode ser identificado nos linfécitos B de fetos e RNs, ja mencionado,
na fase pré-B da maturagao (9). Porém, neste estudo a escolha deste marcador
teve como objetivo avaliar sua expressdo em sangue de cordao umbilical de RNs
que durante a gestagdo tiveram seu sistema imunoldgico constantemente
desafiado ou estimulado pela exposicdo ao HIV.

A marcacao de superficie foi realizada lavando-se o SCU com meio de
cultura RPMI 1680 e diluindo a uma concentragdo de 5x10° de leucocitos.
Incubou-se 100 uL desse material com 10 pL de anticorpo conjugado com
fluorocromo por 20 minutos a temperatura ambiente e protegido da luz, lisou-se as
hemacias com solugao lisante por 10 minutos e centrifugou-se 5 minutos a 1500
RPM. Lavou-se duas vezes com tampao PBS e ressuspendeu-se em 1 mL do
mesmo.

A imunofenotipagem foi realizada no citométro FACS Calibur (Beckton
Dickinson) no laboratério de marcadores celulares do HEMOCENTRO/UNICAMP.
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Adquiriu-se 50.000 células. Para analise e quantificagdo utilizou-se o programa

Paint-a-Gate.

A identificacdo das células B foi realizada através da gate CD19 positiva

com SSC baixo (Figura 5).
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Figura 5. Estratégia de localizagéo das células CD19" no plot SSC/CD19 (SCU do grupo

controle).

As combinagdes CD45/CD34/CD19/CD22;

clgM/cCD79a/CD19/CD10,

slgM/CD34/CD19/CD10 utilizadas neste estudo, permitiram dividir a populagao de

células B de acordo com o seu grau de maturagcdo em trés grupos: madura,

intermediaria e imatura (Figuras 6 - 8). Estas 3 subpopula¢ées foram analisadas a

partir da gate de células CD19" totais.
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Figura 6. Maturacdo das células B CD19" em SCU do grupo controle, na combinacgéo

CD45/CD34/CD19/CD22. Verde: maduras; Vermelho: intermediarias; Preto: imaturas
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Figura 7. Maturacédo das células B CD19" em SCU do grupo controle, na combinagédo

clgM/ cCD79a /CD19/CD10. Verde: maduras; Vermelho: intermediarias; Preto: imaturas.
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Figura 8. Maturagdo das células B CD19" em SCU do grupo controle, na combinagao

slgM/CD34/CD19/CD10. Verde: maduras; Vermelho: intermediarias; Preto: imaturas.
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Na combinagdao CD5/CD19/CD45 foi realizada a analise da populagao de

células B CD19*/CD5" utilizando o nimero absoluto e o percentual (Figura 9).
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Figura 9. Populagéo de células B CD19*/CD5" em SCU do grupo controle. A: plot
SSC/FSC; B: plot CD19/SSC; C: plot de células CD19*/CD5" (Azul).

A populacao de células T foi analisada observando-se também o numero

absoluto e percentual para as subpopulagbées CD3/CD8 (Figura 10B) e CD3/CD4

(Figura 10C).
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Figura 10. Populagao de células T em SCU do grupo controle. A: plot SSC/FSC; B:
subpopulagdo CD3/CD8 e C: subpopulagdo CD3/CD4.
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Ensaio de proliferagao em cultura do sangue periférico materno e do SCU

Para o ensaio de proliferagdo foram necessarios 4,5 mL de SCU (filhos de

maes HIV' e filhos de maes HIV') e do sangue periférico materno (maes HIV® e

maes HIV'). Seguiu-se o protocolo modificado de Hoft et al. (91) por Mazzola et al

(92):

A fitohemaglutinina (PHA), concentragéo de 7,5 ug/mL (Sigma, EUA), foi
o controle positivo (Figura 11: A) e o meio RPMI 1640, acrescido de
glutamina, gentamicina e 10% de soro AB humano ativado foi o controle
negativo (Figura11: B); o antigeno estudado foi o BCG (Instituto
Butantan, SP), 5X10° UFC/mL (Figura 11: C);

Células mononucleadas do sangue periférico e do corddao umbilical
foram isoladas por centrifugagdo com gradiente de densidade, Ficoll-
Hypaque 17-1440-02 (Amersham Biosciences, EUA), por 20 minutos a
1800rpm, com posterior lavagem e ressuspensao em meio de RPMI
completo (Sigma, EUA) na concentragdo de 1X10° células/mL;

As células foram cultivadas em placas de poliestireno de 96 pogos fundo
arredondado (Nunc, Dinamarca) em incubadora a 37°C, com atmosfera
de 5% de CO, durante 48 horas (produgdo de citocinas) e 5 dias

(proliferacao linfocitaria), conforme figura 11.

Controle positivo ~ Controle negativo  Antigeno estudado Controle positivo  Controle negativo

A)

PHA

PHA
A) B)

meio RPMI meio RPMI meio RPMI meio RPMI meio RPMI

+ + + + +

Células Células Células Células Células

mononucleadas mononucleadas mononucleadas mononucleadas mononucleadas

+ _ + +
PHA

kPHA BCGJ
Y . -

N

Ensaio para dosagem de citocinas (48 h) Ensaio para proliferagéo (5 dias)

Figura 11. Esquema das condi¢des do ensaio de proliferacdo em cultura. A) cultura

estimulada com PHA; B) cultura sem estimulo; C) cultura estimulada com BCG.
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Marcacao linfécitos T da cultura do SCU

Foi realizada a marcagéo dos linfocitos T obtidos da cultura com PHA (7,5

ug/mL, Sigma, EUA) de acordo os seguintes procedimentos:

Incubacdo das células coletadas com 50uL de acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) 20mM por 15 minutos, para desfazer possiveis
agregados celulares;

Em seguida, as células foram lavadas com tampéao (PBS), acrescida de
1% de soro bovino fetal inativado pelo calor (Sigma, EUA) e 0,1% de
azida sddica, centrifugou-se a 2200rpm a temperatura ambiente;
Ressuspendeu-se as células em PBS e incubou-se por 5 minutos com
20uL de Imunoglobulina Humana para bloquear os sitios Fc;

A marcacgao foi feita com anticorpos CD3/CD4/CD8 (Beckman Coulter,
EUA);

Para andlise desse material, utilizou-se o citdmetro de fluxo Coulter XL-
MCL (Beckman-Coulter, EUA), no laboratério de imunopediatria
CIPED/UNICAMP;

A leitura das amostras foi realizada com aquisicdo de 30.000 a 50.000
eventos;

Os resultados foram armazenados em arquivos FCS Il e analisados com
o auxilio do programa computacional EXPO (EUA). Apds estabelecer a
gate de células CD3", linfocitos em repouso e ativados (blasticos) foram

identificados por observacao do FSC e SSC (Figura 12).
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Figura12. Representagdo da analise de proliferagdo. A) histograma das células CD3*
(R1); B) distribuicdo por FS x SS das células CD3": linfocitos pequenos (R2), blastos (R3)
e células nao viaveis (R4); C) linfocitos pequenos; D) blastos.

e A proliferacao linfocitaria foi medida pelo percentual de células blasticas
CD3". O percentual foi calculado por:

Percentual de células na gate de blastos x 100

Percentual de blastos + Percentual de linfocitos pequenos

Blastos de PHA = percentual de blastos de PHA - percentual de blastos do

controle

Dosagem de citocinas maternas e dos RNs

Foram realizadas através dos ensaios de ELISA, de acordo com as
especificagbes do fabricante (Duo Set, R & D Systems, EUA), em amostras
obtidas dos sobrenadantes da cultura que foram congelados e armazenados a -
80° C, até o momento de analise. Foram dosadas as concentragbes de IL-2, IL-4,
IL-7 IL-10, IL-12, TNF-o e IFN-y, em amostras n&o estimuladas e estimuladas com
PHA e BCG.
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Aspectos éticos

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Pesquisa do DTG/CAISM e
pelo Comité de Etica em Pesquisa FCM/UNICAMP.

Foi obtido o termo de consentimento livre e esclarecido, que continha a
descricao geral do estudo, seus objetivos, procedimentos, riscos e beneficios aos
participantes, bem como o nome dos responsaveis pelo projeto. Realizou-se
leitura e discussdo em conjunto, ou seja, entre o executor do projeto e a mée do
RN, na confirmagao da participacido o termo foi assinado por ambos em duas vias,
uma das quais foi entregue a mae.

A crianga participante desta pesquisa representada por seu responsavel
legal teve direito a privacidade e toda informacg&o obtida em relagcéo a este estudo
permaneceu confidencial nos ambitos possiveis da lei, assegurando protegao de
sua imagem, sigilo e respeitando valores culturais, sociais, morais, religiosos e
éticos. A menos que a revelagao fosse exigida por agao legal regulatéria, todos os
esforgos foram feitos para protegé-lo de ser identificado pessoalmente. Como
condicdo de sua participacdo nesta pesquisa, o responsavel pela crianca
participante permitiu acesso aos dados obtidos aos pesquisadores envolvidos
neste estudo e aos membros da Comissao de ética pela analise do projeto. Os
resultados deste estudo puderam ser apresentados em congressos ou em
publicagbes, porém, a identidade da crianca ndo foi divulgada nessas
apresentacdes. Ao participar, o responsavel pela crianga concordou em cooperar
com os procedimentos que executados e descritos neste estudo, ndo abrindo mao
de seus direitos legais ao assinar o termo. Sua participagdo neste estudo foi
voluntaria podendo recusar-se a participar ou interromper sua participacdo a
qualquer momento sem penalidades ou perda dos beneficios aos quais de outra

forma tenha direito.

Analise estatistica

Os dados foram analisados através do programa estatistico Winstat verséo
3.1. Utilizaram-se os testes de Mann-Whitney, Kruskal-Wallis e Spearman (nivel
de significancia, p<0,05). Para verificar a influéncia das variaveis obtidas sobre a

maturagao das células B, fez-se um teste de regressao linear multipla, utilizando-
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se as variaveis que apresentaram diferenga significativa ou correlagao na analise
univariada.

A estabilidade do modelo foi testada por Bootstrap Resampling, que
consiste na criagdo de novos conjuntos de dados de tamanho igual por
amostragem aleatoria dos dados originais e substituicdo. Em cada amostra nova,
0 paciente pode ser representado uma vez ou varias vezes. Um novo modelo de
regressao linear (nas mesmas condigdes que as realizadas no conjunto de dados
original) foi calculado para cada um desses conjuntos de dados novos. Este
procedimento é capaz de testar a estabilidade de um modelo matematico, detecta
as variaveis mais importantes e, além disso, permite calcular intervalos de
confianga (93,94).
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Resultados




RESULTADOS

Dados maternos

As caracteristicas clinicas das gestantes que participaram deste estudo
estdo demonstrados na tabela 1. Das gestantes saudaveis que fizeram parte do
grupo controle, apenas uma era tabagista. Entre as portadoras do HIV a maioria
era tabagista e/ou consumiram drogas ilicitas (maconha, cocaina e crack) durante
a gestacédo. Nao houve diferengca de idade materna (p=11), mas houve diferencga

significativa (p<0,05) no tempo de gestacéo entre os dois grupos.

Tabela 1. Caracteristicas epidemioldgicas das gestantes (mediana e variagao)

Gestantes HIV Gestantes HIV*
n=15 n=36
Idade materna (anos) 29 (18 — 41) 32 (20 - 39)
Semanas de gestagao no 39,7 (36 — 42) 38,2 (36 — 42)
parto
Tabagistas 1 5
Usuarias de drogas 0 3
Tabagistas e usuarias de
0 6

drogas
Nao tabagistas nem usuarias 14 29
de drogas
Dias de uso de antirretroviral - 154 (49 — 273)
Cgrga wral detectavel i 1371 (496 — 36586)
copias/mL

* 7 gestantes com carga viral detectavel. Teste de Mann- Whitney
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As portadoras do HIV tiveram seus filhos por cesarias entre a 362 e 422
semana de gestagao. No grupo controle foram realizados 11 partos normais e 4
cesarianos, e todas estas mulheres entraram em trabalho de parto. Nao houve
diferenca significante entre a idade gestacional ao parto nos dois grupos.

Das 36 gestantes HIV*, apenas 7 tinham carga viral detectavel (tabela 1).
O tempo médio de tratamento com o ARV foi de 5 meses. Oito maes ja usavam
ARV quando engravidaram.

Quanto aos dados hematoldgicos (tabela 2), as gestantes HIV®
apresentaram VCM (volume corpuscular médio) elevado e numero de leucdcitos e
neutréfilos menor em comparacdo as gestantes controles. O valor da

hemoglobina, porém foi similar ao grupo controle (Figura 13:C).

Tabela 2. Caracteristicas hematoldgicas das gestantes com 35 semanas.

Gestantes HIV”

Gestantes HIV*

n=15 n=36 Valor de p
Células vermelhas (M/ulL) 3,9(3,7-4,7) 3,3(2.5-4.7) <0,005
HB (g/dL) 11,7 (9,6 — 13,9) 10,7 (9,0 — 13,7) 0,09
VCM (fL) 88 (72 - 94) 104 (75 - 118) <0,005
Leucocitos (K/uL) 8,2 (3,2-12,2) 7,2 (3,0 — 15,0) 0,04
Neutrdfilos totais (K/uL) 5,7(2,3-8,8) 4,86 (2,2-10,9) 0,07
Linfécitos totais (K/uL) 1,8 (0,6 —2,7) 1,6 (0,5-4,8) 0,94
CD4" (células/mm?) n.d. 511 (57 — 1189)
CD8" (células/mm?®) n.d. 676 (321 — 1979)
Relacio CD4/CD8 n.d. 0,73 (0,06 — 1,97)
Plaquetas (K/uL) 200 (102 — 392) 217 (99 - 360) 0,96

Teste de Mann- Whitney
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A Leucécitos (K/uL) B Células vermelhas (M/pL)

p=0,12 p<0,05
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Figura 13. Representacao grafica dos dados hematolégicos maternos ao separar as
maes portadoras do HIV em usuarias e ndo usuarias de drogas. (testes Kruskall-Wallis e
Mann-Whitney)
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Ao separar as mulheres HIV* em tabagistas, ndo tabagistas e usuarias de
drogas pode-se perceber que a proporgdo de linfocitos CD4" (Figura 13:E) e CD8"

(Figura 13:F) foi semelhante em todas.

Dados dos recém-nascidos

Houve diferenca entre os RNs expostos e ndo expostos ao HIV com relacéo
ao peso e ao capurro (Figura 14:A e B) , que estavam diminuidos nos RNs de
maes HIV® (tabela 3). Do mesmo modo que nas maes, os RNs expostos também
tiveram hemoglobina menor e VCM maior que os normais (Figura 14: D e E). O

numero de plaquetas foi semelhante nos 2 grupos.

Tabela 3: Dados do nascimento e do hemograma dos recém-nascidos.

RNs n&o expostos RNs expostos

Valor de p
n=15 n=36

Peso (gramas) 3100 (2988 - 3915) 2962 (1885 - 3885) <0,005
Tamanho (cm) 48 (40 - 53) 48 (33 - 53) 0.87
Capurro (dias) 278 (256 - 294) 267 (255 - 293) <0,005
Células vermelhas 4,6 (4,1-5,0) 3,5(2,7-4,7) <0,005
(M/uL)

HB (g/dL) 15,7 (13,2 -18,0) 13,7 (9,1 - 16,4) <0,005
VCM (fL) 104 (99 - 124) 117 (88 - 150) <0,005
Leucécitos (K/uL) 11,1 (4,4 -19,5) 9,1 (4,0 -22,0) 0,08
Neutrofilos totais 4,2 (0,8-9,4) 3,5(1,0-8,8) 0,32
(K/uL)

Linfocitos totais 57(3,0-9,1) 51(1,5-10,5) 0,16
(K/ulL)

Plaquetas (K/uL) 202 (119 - 328) 242 (103 - 455) 0,12

Teste de Mann- Whitney
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Figura 14. Representacao grafica dos dados dos recém-nascidos com a subdivisdo do

grupo dos expostos em filhos de maes usuarias e nao usuarias de drogas.(teste de

Kruskall-Wallis)
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Esta diferenca no peso dos RNs expostos esteve associada a duragao do
tratamento com TARV durante a gravidez e a produgcdo de TNF-a detectada no
sobrenadante da cultura de células mononucleares do sangue periférico materno
(veja TNF-a materno: tabela 10, figura33: B).

No teste de regressado multipla obteve-se a seguinte formula:

Peso= 3327 — 1,48 x dias de ARV — 5 x TNF-a sem estimulo
p = 0,006, R? = 0,216 (IC 95% : 0,215 — 0,383)

A idade materna, o tabagismo, as semanas de gestagao e o sexo dos RNs
nao fizeram parte deste modelo. Este resultado foi confirmado por bootstrap
resampling: “dias de tratamento com TARV” apareceu em 77% e “TNF-a materno
nao estimulado na 352 semana de gestagao” esteve presente em 70% dos novos
conjuntos de dados.

Nos RNs expostos ao HIV, a porcentagem de linfocitos CD3" estava
aumentada quando comparada aos RNs n&o expostos devido ao numero maior de
linfécitos CD3/CD8 (tabela 4 e figura 15).

Tabela 4: Dados das subopulacdes linfocitarias T e B determinadas em no sangue de

cordao umbilical.

RNs n&o expostos RNs expostos
15 =36 Valor de p
% CD3" 18,3 (13,8 = 32,3) 24,8 (12,0 —41,5) 0,03
% CD3'/CD4" 12,6 (89-233)  17,2(3,0-282) 0,32
% CD3"/CD8’ 4,6 (1,8-10,7) 6,4 (2,3 - 15,5) 0,002
Relacéo CD4/CD8 3,5 (1,6 - 8,3) 2,3 (0,2 - 6,5) 0,04
% CD19* 3,6 (2,0-5,9) 5,7 (1,7-16,2) 0,01
% CD19*/CD5" 59,5 (42,8 -91,1) 75,8 (47,7 — 97,0) 0,006

*entre todas as células CD19". Teste de Mann-Whitney
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Figura 15. Representacao grafica dos dados dos recém-nascidos com a subdivisdo do
grupo dos expostos em filhos de maes HIV® usuarias e ndo usuarias de drogas.(teste de
Kruskall-Wallis)

A associagdo do tabagismo e o uso de drogas ilicitas ao numero de
linfécitos T no SCU foi analisada pelo teste de regressao mutlipla. O numero de
linfocitos T CD4" (Figura 16:B) foi menor nos filhos de maes mais velhas e

fumantes. A porcentagem de células T CD4" pode ser calculada pela férmula:

% célula T CD4"= -0,428 x idade materna (anos) — 4,1 (T) + 30,52;
T= 1 para tabagista e 0 para maes nao tabagistas
RP= 0,242 (IC 95%: 16,6 — 51,1)
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Figura 16. Representacdo grafica da subpopulagdo T dos RNs com a subdivisdo dos

expostos em filhos de maes HIV' tabagistas e ndo tabagistas. (teste de Kruskall-Wallis)

O uso de drogas, o tempo de gestagdo e a duragéo do tratamento materno
com TARV néo entraram neste modelo. Para as células T CD8" nenhum modelo
pode ser obtido.

A estabilidade do modelo para as células CD4" foi confirmada por bootstrap
resampling. Nos 100 modelos novos, a idade materna entrou em 77% e o
tabagismo em 72%.

A quantificacao das células CD3, CD4 e CD8 foi realizada nas culturas de
SCU de 22 RNs expostos ao HIV e 10 ndo expostos. Estes resultados estdo na
tabela 5. Nao houve diferenga entre os grupos de RNs quanto a frequéncia de

proliferacéo de células CD4" e CD8" n&o estimuladas.
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Tabela 5: Dados do ensaio de proliferagéo de células CD4" e CD8" sem estimulo e

estimuladas com PHA.

Mediana de células T (%)

Estimulo Células T RNs n&o expostos RNs expostos Valor de p
n=10 n=22
Sem CD4" 91,7 (0,0 - 97,2) 71,9 (0,6 - 99,0) 0,255
estimulo cpgr 2.6 (1,0 - 86,9) 15,3 (0,0 - 89,0) 0,080
CD4" 88,6 (3,4 - 97,2) 86,3 (1,7 - 98,3) 0,807
PHA
CcD8* 6,2 (1,4 -79,5) 7,6 (0,3-92,7) 1,00

Teste de Mann-Wihtney

A porcentagem de blastos (linfocitos com potencial de proliferagdo) na
cultura estimulada com PHA apresentou mediana de 40,3% (1,5-71,6) para o
grupo exposto e de 54,2% (11,7-74,8) para os nao expostos. A frequéncia de

células CD4 e CD8 que proliferaram com PHA n&o foi diferente entre os grupos.

Analise dos linfécitos B no sangue de cordao umbilical

O numero de linfécitos CD19" estava elevado nos RNs expostos ao HIV,
devido ao aumento das células com fenétipo CD19*/CD5" (Figura 17:B e 18). Nos
RNs expostos, filhos de mées usuarias de drogas (Figura 17:A e 18), o aumento

do numero total de linfocitos B foi ainda maior (tabela 6).

im

1 ] ]
100 101 102 10% 109

Figura 17. Representacao grafica da analise da subpopulacdo de células B CD19+/CD5+
realizada em SCU, comparacdo entre os 2 grupos de RNs. Vermelho: CD19+/CD5- e
Azul: CD19+/CD5+; A) RNs nao expostos e B) RNs expostos.
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Tabela 6. Analise das subpopulagdes de células B CD5" em sangue de corddo umbilical

ao separar os RNs expostos em filhos de maes usuarias e ndo usuarias de drogas.

RNs nao RNs expostos RNs expostos
Valor de p
expostos n=15 n=27 maes usuarias
% CD19" 3,6 52 7,0 0,01
% CD19"/CD5™ 59,4 77,8 67,6 0,007

* porcentagem no total de células CD19". Teste de Kruskall- Wallis

O periodo de tratamento com ARV durante a gestagcdo ndo demonstrou

nenhuma correlagdo com o numero total de células B ou com as células

B %CD19"/CD5"

p=0,007

-

CD19°/CD5".
A %CD19"
p=0,01 1
1 N

RNs controles
n=15

i [

RNs expostos RNs expostos maes
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Figura 18. Representacio grafica da subpopulagdo B CD197/CD5" dos RNs com a
subdivisdo do grupo dos expostos em filhos de maes HIV* usuarias e ndo usuarias de
drogas. (teste de Kruskall-Wallis)
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Analise da maturacao dos linfécitos B no sangue de cordao umbilical

Na combinacdo CD45/CD34/CD19/CD22, notou-se que os RNs expostos
de mées usudrias de drogas apresentaram diminuicdo significativa da células
maduras e aumento significativo das células intermediarias e imatura (tabela 7 e
figuras 19 e 20).

Tabela 7. Estudo da maturagdo no SCU na combinagao CD45/CD34/CD19/CD22, com a
subdivisdo do grupo dos RNs expostos ao HIV* em filhos de maes usuarias e ndo

usuarias de drogas.

% células B % células B % células B
maduras * intermediarias * imaturas *
RNs n&o expostos
96,7 (91 - 99) 2,62 (0,24 - 6,8) 0,73 (0,2-3,13)

n=15

RNs expostos 96,7 (916-984)  294(15-82)  042(0,07-122)

n=27

RNs expostos

maes usudrias de 86,3 (79 — 90) 13,0 (8,8 —19,4) 1,1 (0,78 —1,4)
drogas n=8

Valor de p 0,02 0,01 0,01

* porcentagem no total de células CD19". Teste de Kruskall-Wallis
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Figura 19. Maturagdo das células B CD19" em SCU de RNs expostos ao HIV, na
combinacdo CD45/CD34/CD19/CD22.
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Figura 20. Representacéo grafica da analise de maturacgéo das células B CD19" através
da combinagdo CD45/CD34/CD19/CD22, com a subdivisdo do grupo dos RNs expostos

ao HIV* em filhos de maes usuarias e ndo usuarias de drogas. (teste de Kruskall-Wallis)

Ja a combinagao clgM/cCD79a /CD19/CD10 permitiu detectar apenas o

aumento significativo das células intermediarias nos RNs expostos de mées

usuarias de drogas (tabela 8 e figuras 21 e 22).
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Tabela 8:

Estudo da maturagdo de

linféocitos B no SCU

na combinacao

clgM/cCD79a/CD19/CD10, com a subdivisdo do grupo dos RNs expostos ao HIV' em

filhos de maes usuarias e ndo usuarias de drogas.

% células B % células B % células B
maduras * intermediarias * imaturas *
RN1S5”5‘° expostos 952 (88,1 - 98,9) 3,0 (0,9 - 10,5) 0,5 (0,10 -2,2)
n:
RN2578XP°St°S 93,8 (83,0 — 97,2) 54 (1,3-16,6) 0,4 (0,06 -2,1)
n=
RNs expostos
maes usuarias de 89,5 (85,7 - 97,1) 10,4 (2,6 - 13,7) 0,2 (0,07 - 0,5)
drogas n=8
Valor de p 0,16 0,05 0,33

porcentagem no total de células CD19". Teste de Kruskall-Wallis
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Figura 21. Maturagdo das células B CD19" em SCU de RNs expostos ao HIV, na

combinacédo cCD79a/clgM /CD19/CD10. Verde: maduras; Vermelho: intermediarias;

Preto: imaturas
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Figura 22. Representacgéo grafica da analise de maturagéo das células B CD19" através
da combinagao clgM/cCD79a/CD19/CD10, com a subdivisdo do grupo dos RNs expostos

ao HIV* em filhos de maes usuarias e ndo usuarias de drogas. (teste de Kruskall-Wallis)

Com a combinacdo slgM/CD34/CD19/CD10 foi observado a diminuicdo
significativa das células maduras e o aumento das células intermediarias (p=0,05)

nos RNs expostos de maes usuarias de drogas (tabela 9 e figuras 23 e 24 ).

Tabela 9: Estudo da maturacdo de linfécitos B no SCU na combinacao
slgM/CD34/CD19/CD10, com a subdivisdo do grupo dos RNs expostos ao HIV* em filhos

de maes usuarias e ndo usuarias de drogas.

% células B maduras * % células B % células B
intermediarias * imaturas *
RNs nao
97,1 (91,3 -98,9) 2,4(0,87-7,1) 0,4 (0,10 -2,2)
expostos n=15
RNs expostos
97,3 (94,6 — 99,3) 2,2 (0,6 —4,5) 0,2 (0,05 -0,95)

n=27

RNs expostos
maes usuarias 92,5 (92,0 - 95,0) 6,5(2,1-7,1) 1,5(0,4 -2,7)

de drogas n=8

Valor de p 0,05 0,13 0,05

* porcentagem no total de células CD19". Teste de Kruskall-Wallis
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Figura 23. Maturagdo das células B CD19" em SCU de RNs expostos ao HIV, na
combinacgao slgM/CD34/CD19/CD10. Verde: maduras; Vermelho: intermediarias; Preto:

imaturas.
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Figura 24. Representacgéo grafica da analise de maturagéo das células B CD19" através
da combinacdo slgM/CD34/CD19/CD10, com a subdivisdo do grupo dos RNs expostos

ao HIV* em filhos de maes usuarias e ndo usuarias de drogas. (teste de Kruskall-Wallis)
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Assim, a combinagdo CD45/CD34/CD19/CD22 foi a que melhor permitiu
observar o aumento dos precursores de células B intermediarias e imaturas nos
RNs expostos ao HIV de maes usuarias de drogas abuso (tabela 7 e figura 19).

No teste de regressdo multipla a proporgdo de células B imaturas esteve
associada ao tempo de exposi¢cao ao ARV e pelo uso drogas durante a gestacao.
O tabagismo materno ndo esteve associado a maturagdo das células B. A
proporgao de células B imaturas/intermediarias (IMAT) foi calculada pela seguinte

formula:

% Células B IMAT SCU = 0,02 x dias de ARV + B + 0,72;
R°= 0,859 (IC — 0,653 — 0,943)

Sendo B = 12,0 para usuarias de drogas de abuso e B = 0 para as outras maes.

A estabilidade deste modelo de regresséo foi testada por bootstrap
resampling, onde ambas variaveis ficaram 98% dentro dos novos conjuntos de

dados.
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Dosagem de citocinas maternas e nos recém-nascidos
Os valores de citocinas no sobrenadante das culturas de células

mononucleares do SP nao estimuladas e apds estimulos com BCG e PHA, das

maes com 35 semanas de gestacdo (tabela 10), apresentaram uma alta

correlagdo com os valores das citocinas detectadas nos SCU de seus RNs (tabela

11) nas mesmas condi¢cdes de cultura, exceto os valores do IFN-y e TNF-a..

Tabela 10: Niveis de citocinas sem estimulo e apds estimulo com BCG e PHA no

sobrenadante da cultura de células mononucleares das gestantes na 352 semana.

Gestantes HIV Gestantes HIV* Valor de p
n=15 n=36

IL-4 sem estimulo 41,0 (38 - 278) 22,2 (9,2 -76) <0,005

BCG 39,1 (37 - 216) 22,8 (9,5 - 76) <0,005

PHA 52,0 (39 - 146) 30,14 (14 - 419) <0,005
IL-7 sem estimulo 67,0 (0 -88) 0,0 (0 - 90) 0,05
BCG 66,0 (0 - 89) 0,0 (0 - 86) 0,04
PHA 66,0 (0 - 85) 0,0 (0 -87) 0,03
IL-10 sem estimulo 0,0 (0 —490) 17 (0 — 18015) 0,14
BCG 736 (0 —4910) 764 (0 —43384) 0,49
PHA 498 (0 — 2925) 405 (0 — 58344) 0,56
IFN-y sem estimulo 0,0 (0-94) 13,2 (0-131) 0,73
BCG 2,73 (0 - 1343) 29,2 (0-999) 0,42
PHA 110,2 (0 - 2528) 308,9 (0 - 5143) 0,16

TNF-o sem estimulo 245,4 (0 - 4826) 526,8 (0 - 7928) <0.005
BCG 5374,0 (0 - 13852) 2072,7 (86 - 34130) 0,83
PHA 827,6 (261 - 20889) 1513,3 (244 - 14448) 0,22

Teste de Mann-Whitney
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Tabela 11: Niveis de citocinas sem estimulo e apdés estimulo com BCG e PHA no

sobrenadante da cultura de células do SCU.

RNs n&o expostos RNs expostos Valor de p
n=15 n=36
IL-4 sem estimulo 39,2 (39 -76) 25,5 (10 - 76) <0,005
BCG 39,4 (40 - 76) 25,6 (9 - 76) <0,005
PHA 39,2 (39 - 78) 26,7 (9,5 - 76) <0,005
IL-7 sem estimulo 66,0 (0 - 87) 0,0 (0 -87) 0,13
BCG 66,4 (0 - 87) 1,5 (0 - 93) 0,24
PHA 66,5 (0 - 87) 0,0 (0,0 - 88) 0,11
IL-10 sem estimulo 0,0 (0 - 88) 3,5(0-1028) 0,13
BCG 199 (0 — 1522) 582 (0 — 7049) 0,06
PHA 224 (0 — 1934) 410 (0 — 36093) 0,19
IFN-y sem estimulo 0,0 (0 - 66) 17,5 (0 - 194) 0,01
BCG 0,0 (0-1188) 19,4 (0 - 550) 0,02
PHA 24,3 (0 - 2445) 73,2 (0 - 2928) 0,28
TNF-o sem 136,4 (0 - 500) 181,6 (0 - 3381) 0,66
estimulo
BCG 1458,1 (138 - 7026) 1069,0 (283 -14724) 0,96
PHA 535,0 (298 - 5672) 658,4 (0 -6313) 0,63

Teste de Mann-Whitney

Os niveis de IL-2, IL-10 e IL-12 foram semelhantes tanto em maes

infectadas como nas ndo infectadas. O mesmo ocorreu com os valores obtidos

para os RNs. A IL-4 e a IL-7 das méaes HIV® (Figuras 25-27) foram mais baixas

assim como de seus filhos (Figuras 28-30).
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Figura 25. Representagdo grafica da produgdo diminuida de IL-4 nas maes HIV® com a
subdivisdo do grupo das méaes HIV' em usuarias e ndo usuarias de drogas.(teste de

Kruskall-Wallis)
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Figura 26. Representagdo grafica da produgdo diminuida de IL-7 nas maes HIV' com a
subdivisdo do grupo das maes HIV' em usuarias e ndo usuarias de drogas. (teste de
Kruskall-Wallis)
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Figura 27. Concentragdes de IL-4 (A) e IL-7 (B) determinadas por ELISA no sobrenadante
de células mononucleares das gestantes sem estimulo (control: e), estimulada com BCG
(BCG:m ) e com fitohemaglutinina (PHA: A) para gestantes HIV' e HIV'. As barras
indicam as medianas e 0 n= numero de individuos. (teste de Mann-Whitney)
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Figura 28. Representacao grafica da producéo diminuida de IL-4 nos RNs expostos com
a subdivisdo do grupo dos expostos em filhos de maes HIV® usuarias e ndo usuarias de
drogas. (teste de Kruskall-Wallis)
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Figura 30. Concentragdes de IL-4 (A) e IL-7 (B) determinadas por ELISA no sobrenadante
de células mononucleares do SCU sem estimulo (control: e), estimulada com BCG
(BCG:m ) e com fitohemaglutinina (PHA: A) para os RNs nao expostos e expostos ao
HIV. As barras indicam as medianas e o n= numero de individuos. (teste de Mann-
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O IFN-y das méaes HIV" apresentou aumento néo significativo em relagéo ao
controle materno (Figuras 31 e 33: A), porém, nos RNs expostos o nivel de INF-
ysem estimulo e frente ao BCG estava significativamente elevados quando
comparado aos RNs controles (Figuras 34 e 36: A). Com relagdo ao TNF-a, as
maes HIV® apresentaram nivel elevado, especialmente as usuarias de drogas
(p=0,01) (Figuras 35 e 36: B). Contudo, este evento n&o foi observado no SCU
(Figuras 32 e 33:B). Nao houve correlagdo entre o tempo de tratamento materno

com ARV e as citocinas do SCU.
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Figura 31. Representacdo grafica da produgdo de IFN-y materno com a subdivisdo do

grupo das maes HIV* em usuarias e no usuarias de drogas. (teste de Kruskall-Wallis)
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Figura 32. Representacao grafica da produgao de TNF-a materno com a subdivisdo do

grupo das maes HIV® em usuarias e nédo usuarias de drogas. (teste de Kruskall-Wallis)
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Figura 33. Concentracbes de IFN-y (A) e TNF-a (B) determinadas por ELISA no

sobrenadante de células mononucleares das gestantes sem estimulo (control: e),

estimulada com BCG (BCG:m ) e com fitohemaglutinina (PHA: A) para gestantes HIV e

HIV®. As barras indicam as medianas e o n= numero de individuos. (teste de Mann-
Whitney)
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Figura 35. Representacdo grafica da producdo de TNF-a nos RNs expostos com a
subdivisdo do grupo dos expostos em filhos de maes HIV® usuarias e ndo usuarias de
drogas. (teste de Kruskall-Wallis)
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Figura 36. Concentragcdes de IFN-y (A) e TNF-a (B) determinadas por ELISA no
sobrenadante de células mononucleares do SCU sem estimulo (control: e), estimulada
com BCG (BCG:m ) e com fitohemaglutinina (PHA: A) para os RNs nao expostos e

expostos ao HIV. As barras indicam as medianas e o n= numero de individuos. (teste de
Mann-Whitney)
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Nos RNs ndo expostos, nenhuma correlagdo foi encontrada entre a
porcentagem das células CD19*, bem como as células CD19/CD5", com os
valores de citocinas do SCU e com as citocinas maternas.

Contudo, nos RNs expostos uma correlagdo inversa foi encontrada entre as
células CD19" com o nivel de IL-7 do SCU: r=-0,46; p=0,002 para nao
estimuladas, r=-0,39; p= 0,001 para estimulada com BCG e r=-0,48 p=0,001 para
estimuladas com PHA.

Correlagbes similares foram vistas com IL-4: r=-0,49; p=0,001; r=-0,46;
p=0,002 e r= -0,40; p=0,008 respectivamente. Estas correlacbes também foram
observadas nas células CD19"/CD5" e na IL-7 do SCU: r=-0,32; p=0,02; r=-0,41;
p=0,006 e r=-0,45; p=0,003 respectivamente.

Houve correlagéo entre as células CD19"/CD5" e a IL-10 do SCU: r=0,38;
p=0,003; r=0,48; p=0,0002 e r=0,33; p=0,009 respectivamente.

No entanto, ndo houve nenhuma correlacdo entre as células CD19/CD5" e
os niveis de IL-4, IFN-y e TNF-a do SCU.
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Discussdo




DISCUSSAO

Os RNs expostos, mas néao infectados pelo HIV apresentam uma variedade
de alteragdes discretas, porém significativas, quando comparadas aos RNs nao
expostos a este virus (65; 82; 84; 95-100). Eles apresentam baixo peso ao
nascimento, que pode ser atribuido a um periodo de gestagdo mais curto e ao
tratamento materno com TARV (96). No presente estudo, o peso dos RNs
expostos esteve associado ao tempo de tratamento materno com ARV e
principalmente pelo nivel elevado de TNF-a. materno no final da gestagao; este
perfil estava ainda mais acentuado nas maes usuarias de drogas, provavelmente
devido a produgédo prolongada de TNF-a, que causa perdas musculares e
adiposas, como resultado da perda do apetite e da sintese reduzida da
lipoproteina lipase (28). Entdo, pode-se confirmar a associacdo do tratamento
materno com ARV e da producdo do TNF-a sobre o peso dos RNs.

Neste estudo prospectivo, foram comparadas as caracteristicas
hematoldgicas e imunolégicas de RNs nascidos a termo, de mulheres infectadas
pelo HIV, sob tratamento efetivo com TARV durante a gestagao, em relagdo a RNs
nao expostos ao HIV. O indice de hemoglobina e as contagens de leucécitos e
neutrofilos estavam baixos e o VCM estava elevado. Estas alteracdes estdo de
acordo com o descrito na literatura (65; 82; 95, 96) e podem ser atribuidas ao
tratamento materno com TARV e a transferéncia das medicagdes maternas
através da placenta (95). No sangue periférico das maes infectadas pelo HIV
foram detectadas as mesmas alteracbes de quando elas estavam na 35% semana
de gestagéo.

No sangue de corddo umbilical dos RNs expostos ao HIV, os linfécitos B
CD19" estavam aumentados, devido ao aumento da subpopulacdo CD19%/CD5".
O namero de linfocitos B CD5" estava diretamente correlacionado ao nivel de IL-
10, confirmando que esta citocina é relevante para sobrevivéncia das células B.
Além disso, a expressao do CD5 e a produgao de IL-10 (Th2) estao relacionadas a
inibicdo resposta Th1 (11). Houve correlagao inversa entre as porcentagens de

células B CD19" e da subpopulacdo B CD5" com a baixa producdo de IL-7; a
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produgédo reduzida de IL-4 correlacionou apenas com a porcentagem de B CD19".
Nos RNs expostos de maes usuarias de drogas, as células B mais imaturas e as
intermediarias também estavam aumentadas. Assim, foi possivel observar dois
fatores associados ao aumento destas células imaturas: o uso de drogas ilicitas e
o tempo de exposicdo materna a TARV durante a gestacgao.

As células B CD5" sdo reguladoras negativas da sinalizagdo do BCR,
assim, a expressdo do CD5 nesta populacdo impede a apoptose e mantém a
tolerancia das células B anérgicas in vivo. Estas células tém participacdo
importante e necessaria na resposta imune efetiva a alguns patégenos, como por
exemplo, a virus (24).

Em RNs, as células B CD5" parcialmente ativadas, freqiientemente
produzem anticorpos polirreativos, geralmente a IgM, que reconhece uma
variedade de antigenos préprios e estranhos (50). Ainda ndao se pode afirmar se
as células B CD5" presentes durante o periodo fetal ou quando ao nascimento,
representam uma subpopulagcdo distinta das células B CD5  ou se elas fazem
parte de uma subpopulacdo em fase diferente da maturacdo. A primeira hipétese é
indiretamente apoiada pela distribuicdo bimodal da expressao do CD5 sobre as
células de RNs (101). No entanto, um argumento sugere que a presenca de
células B CD5" seja essencial durante a ontogénese, ¢ a descricdo desta
subpopulagdo em pacientes que realizaram transplante de MO (11).

Existem algumas discrepancias na literatura em relagdo ao numero destas
células em pacientes adultos infectados pelo HIV, que devem em parte ser
atribuidas as diferengas na metodologia adotada pelos pesquisadores, envolvendo
os critérios de selegao dos pacientes como: idade, estado imunolégico, tempo de
tratamento com ARV, combinag¢des de antirretrovirais e técnicas empregadas para
aquisicao e analise da subpopulacao da célula em questao (24; 48; 51; 97 - 100).
Entretanto, em resposta ao tempo mais prolongado de tratamento com ARV, estas
células parecem ter uma parte do seu numero e funcao parcialmente restaurados,
principalmente em adultos que iniciaram a terapia durante a infecgéo primaria (52;
80; 96, 97). Em camundongos geneticamente modificados demonstrou-se que a

gp120 soluvel foi capaz de diminuir a propor¢ao de células B-1a/B-1b, diminuindo

Discussao
106



os linfocitos B de memodria (102). Entretanto, ndo é possivel aplicar tal dedugao as
alteragbes ocorridas nas células B de individuos infectados pelo HIV, por causa
das diferengcas existentes entre o sistema imunolégico de humanos e
camundongos (43).

No caso de criangas infectadas pela via vertical, o HIV é adquirido no
momento em que seu sistema imunoldgico esta comegando a se desenvolver, e
na auséncia da TARV, a infeccdo primaria apresenta indices altos de viremia,
levando mais tempo para declinar, em relacdo aos adultos. O tempo de supressao
viral através do ARV pode ser crucial na definicdo da disfuncdo imune. Entao,
iniciar a terapia logo no primeiro ano de vida da crianca pode preservar a
porcentagem das células B de memoria e beneficiar sua resposta a vacinagao
(47).

O aumento de linfocitos B CD5" encontrado nos RNs expostos ao HIV no
presente estudo, pode ser a expressdo de uma alteragdo imune devido a
transferéncia de proteinas virais e citocinas através da placenta. Por ser objeto de
pesquisas, ainda nao se sabe como essas alteragbes podem afetar o
desenvolvimento do sistema imunolégico de RNs expostos, mas alguns trabalhos
descrevem uma resposta reduzida a vacinagao nessas criangas (33; 92; 103).

Assim, as alteragbes encontradas nos RNs expostos ao HIV, deste
trabalho, indicam que apesar da TARV ter controlado a infeccdo materna,
mantendo a carga viral indetectavel durante a gestagdo, seus filhos ainda
apresentaram alteragdes nos linfoécitos B, compativeis com as anormalidades
imunes remanescentes da infeccdo pelo HIV. A semelhanca do que foi
apresentado pela subpopulacdo CD19*/CD5" aumentada nos RNs de maes
usuarias de drogas, também foi descrito o aumento desta subpopulagdo (CD5%)
em individuos viciados em drogas injetaveis, nao infectados pelo HIV, sugerindo
que nao apenas a infeccdo pelo HIV, mas também a exposi¢cdo crénica aos
estimulos antigénicos multiplos é responsaveis pelo aumento das células B CD5"
(48).

Outro ponto a ser destacado é o fato das células B do SCU serem

susceptiveis a apoptose, o que poderia aumentar a vulnerabilidade do RN as
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infeccoes (104). Como a IL-4 nos RNs expostos estava diminuida e levando em
conta que sua participagdo é primordial na prevengdo da apoptose (10), o
aumento da subpopulagdo B CD5" poderia ser um mecanismo compensatorio do
sistema imune visando manter principalmente a produgédo de IgM nessas criangas.

Neste estudo realizado em sangue de corddo umbilical, podemos observar
que a ontogenia dos linfécitos B sofreu influéncia da exposicdo ao ambiente
uterino com infecgdo controlada, além das medicagdes e drogas ilicitas utilizadas
na gestagdo. As combinagdes de anticorpos escolhidas para o estudo da
maturagao das células B permitiram concluir que, em relagdo ao grupo de RNs
controles, os expostos apresentaram valores medianos elevados de células B na
fase intermediaria e imatura.

Alguns estudos sobre a maturagdo das ceélulas B em criangas e adultos
utiizaram MO e sangue periférico de pacientes com doengas hematoldgicas,
infecciosas ou cardiopatas. Nesses, a citometria de fluxo foi a técnica empregada
para detectar a presenca células de B precursoras (hematogbneas), com o
fenétipo CD10*/CD19%/CD22"" e expressao variavel de CD34, TdT e CD45 (105 -
107). Neste sentido, um trabalho realizado com sangue periférico de 32 RNs
hospitalizados (< de 30 dias) detectou a presenca de células CD10"/CD19"
(mediana 2,2%) e presumiram que estas seriam as células B imaturas que
poderiam representar as hematogbéneas no periférico desses RNs (105). Em MO
de dois RNs prematuros com alteragbes hematoldgicas, outro grupo, detectou
3,8% de hematogbneas no RN com menos de uma semana de nascido e 25,7%
no outro, com dezenove semanas, utilizaram como critério o SSC baixo e a
combinacdo CD45, CD34, CD10, CD19 e CD20, para saber se poderia existir
hematogdneas circulando no sangue periférico, analisaram mais seis amostras de
RNs prematuros normais, com o mesmo painel de anticorpos e nao identificaram
células B imaturas (106).

Outro fator relevante é que, a diminuigdo de células T virgens, o aumento
das células T CD8" de memoria e ativadas tém sido observados em pacientes
com HIV e RNs expostos a este virus; além disso, ha uma ativagdo imune que

pode persistir por varios anos (65; 96). A fisiopatologia destas alteragbes ainda
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nao foi totalmente esclarecida, mas em RNs, ela tem sido atribuida principalmente
a transferéncia de proteinas do HIV através da placenta, a alteragcao do perfil das
citocinas maternas e ao uso de TARV na gestacéo (31; 52; 79, 80; 95; 97 - 99;
103; 108). Todos esses fatores, atuando por um longo periodo sobre o timo da
crianga, podem limitar a capacidade timopoiética, uma vez que o repertorio de
células T humanas é estabelecido durante o desenvolvimento fetal (109). Assim,
tornam-se responsaveis pela depleg¢ao de células T e conseqlientemente pela alta
frequéncia de infeccdes e interferem na resposta a vacinagao no periodo neonatal
(65; 75; 100; 103).

Os resultados obtidos neste estudo confirmaram a hipétese de que no
sangue de corddo umbilical de RNs expostos ao HIV, ocorrem alteracbes na
resposta imune mediada por células e no desenvolvimento das células T, mesmo
com a carga viral materna controlada (75; 96; 97). Estes RNs apresentaram
numero maior de células CD3", devido ao aumento dos linfocitos CD8". Uma
proporcdo menor de células T CD4*, mas ndo de células T CD8*, estava
associada a maior idade materna e ao tabagismo. A diminui¢do dos linfocitos T
CD4" é caracteristica em individuos adultos tabagistas (110,111). Portanto, ndo
apenas a presenca da infecgdo materna pode alterar a funcdo do timo de RNs
expostos, mas também as substancias inaladas no fumo por suas méaes.

Quanto ao perfil de citocinas maternas, as mulheres infectadas diferiram
das ndo infectadas por apresentarem niveis de IL-4 e IL-7 baixos, IFN-y e TNF-a
elevados, em especial nas mulheres usuarias de drogas. A produgao reduzida de
IL-7 observada nas mées infectadas estd em concordancia com a homeostase
prejudicada dos linfécitos T observada nos seus RNs, uma vez que, a IL-7 esta
envolvida na expansdo das células T de neonatos. E importante notar que, a
responsividade das células T a IL-7 n&o € abruptamente encerrada apds o periodo
perinatal, mas ela diminui paulatinamente nas primeiras décadas de vida (109).

Diversos estudos demonstram que o padrao de citocinas € variavel ao
longo da gestagdo e que os efeitos observados dependem da concentragéo, da
dose e do periodo da gestacdo (112). O modelo proposto por Wegmann et. al.

(113) é muito restrito. Citocinas de perfil Th1 exerce efeito deletério, induzindo as
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reacdes inflamatdrias, podendo assim, comprometer o desenvolvimento de feto e
ou da placenta. Por outro lado, as citocinas Th2 sdo benéficas para a gestagéo,
promovendo a proliferacdo e diferenciacdo de células trofoblasticas e a
placentacao, além disso, desempenham um papel protetor sobre a unidade feto-
placentaria, inibindo a produgao de citocinas Th1.

No presente trabalho, avaliamos o perfil imunolégico da relagdo materno-
fetal na 352 semana de gestagcdo e no SCU do RN ao nascer. O grupo das mées
infectadas apresentou gestagdo a termo e sem intercorréncias semelhante ao
grupo de maes néo infectadas. Neste contexto seria necessario incluir os efeitos
moduladores sobre a gestagdo que é exercida por muitas outras citocinas e
mediadores como IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, LIF, TNF-q,
TGF-B e IFN-y. Além dessas citocinas, a progesterona, horménio da gravidez,
influencia a resposta imune induzindo a ativagao preferencial de células Th2 e na
presenca dela, os linfocitos periféricos de gestantes saudaveis produzem um fator
bloqueador (PIBF) que exerce fungdes imunomodulatérias, favorecendo a
secrecao de citocinas Th2, como IL-3, IL-4, e IL-10, e inibindo as citocinas Th1,
como o IFN-y (114). Portanto, as alteragbes vistas nas maes infectadas do nosso
estudo, podem ser consequUéncias de varios fatores e ndo somente do
desequilibrio Th1 versus Th2. O TNF-a produzido no aparelho reprodutor feminino
parece ser importante para a manutengao e diferenciacdo placentaria, para o
desenvolvimento embrionario e para a parturicdo. Por outro lado, o TNF-a pode
promover trombose impedindo a irrigacdo necessaria para o desenvolvimento
fetal, podendo causar até necrose do embrido (56).

Sendo assim, a diminuicdo de IL-4 e IL-7 e o aumento de IFN-y e TNF-a
nos RNs expostos ao HIV, podem ser a expressao da associacdo da infeccao
materna sobre a rede de interacdo materno-fetal. A diminuicdo do perfil de
citocinas Th2, que tem sido descrita no final da gestacao (115), € mais acentuada
em RNs de maes HIV' que estdo sendo tratadas com TARV (52; 95; 97; 116).
Este tratamento tem sido associado a recuperacao pelo menos parcial das células

T CD4%, que numa escala de tempo, varia de individuo para individuo, pois
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diferente da carga viral, que num periodo de 12 a 16 semanas declina para niveis
desejaveis, o tempo de recuperagdo do CD4" varia de seis a vinte e quatro meses.

Estudos demonstram, que a TARV também esta relacionada a diminuigao
da IL-4 e IL-7 e ao aumento de IFN-y em criangas e adultos infectados pelo HIV
(31; 33; 45; 98 - 100). Por outro lado, as drogas antirretrovirais, especialmente os
inibidores da protease, tém sido associados a sindrome metabdlica, devido a uma
ativagao de citocinas pro-inflamatdrias, principalmente TNF-a. (117).

Seria interessante analisar a efetividade da resposta a vacinagdo nessas
criangas durante o periodo neonatal, assim como, a evolugdo das subpopulacdes
de linfécitos no sangue periférico.

As criangas expostas ao HIV, que fizeram parte deste estudo, estdo sendo
acompanhadas para se observar a evolugao de todas estas alteragdes ao longo

do tempo.
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Conclusoes




CONCLUSOES

v Nos RNs expostos ao HIV houve diminuicdo das células B maduras e

aumento das células B intermediarias e imaturas.

v A porcentagem de linfécitos T e B dos RNs expostos ao HIV foram maiores
do que no grupo controle, devido ao aumento do nimero de linfécitos T CD8"

e das células B CD5", respectivamente.

v" A produgdo de citocinas dos RNs expostos foi similar ao perfil materno. A
diminuicdo de IL-4 em RNs expostos ao HIV esteve associada ao aumento
das porcentagens de linfocitos T CD8" e linfocitos B CD19", enquanto que a
produgdo elevada de IL-10 associou-se a porcentagem de células B
CD19*/CD5". A produgéo reduzida de IL-7 esteve envolvida na expanséo das

céluals T dos RNs expostos ao HIV.

v" Nos RNs expostos ao HIV:
e O tempo de exposicdao ao ARV durante a gestagcdo associou-se a
proporcao de células B imaturas ;
e O tabagismo materno exerceu maior influéncia sobre as
subpopulagdes de células T;
e As drogas ilicitas usadas pelas mé&es associaram-se a maturagao

das células B.
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3 - Protocolo Pendente no CEP 25/04/2006 16:38:13  Folha de Rosto 157/2006 CEP
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Apendice |
Artigo submetido

Assunto: 6914576237217307 The impact of maternal HIV infection on cord
blood lymphocyte subsets and cytokine profile in exposed non-infected
newborns

De: "BioMed Central Editorial" <editorial @biomedcentral.com>
Data: Sex, Marco 26, 2010 6:11 pm
Para: "Prof Irene Lorand-Metze" <ilmetze @unicamp.br>
CC: "Irene Lorand-Metze" <ilmetze @unicamp.br>
Prioridade: Normal
Filtros de
Mensagem:

Opcoes: Ver cabecalho completo | Ver Versdo para Impressdo | Baixar como um arquivo

Automatically | From | To | Subject

Article title: The impact of maternal HIV infection on cord blood
lymphocyte subsets

and cytokine profile in exposed non-infected newborns

MS ID : 6914576237217307

Authors : Eliane Borges-Almeida, Helaine MBPM Milanez, Maria
Marluce S Vilela,

Fernanda GP Cunha, Beatriz M Abramczuk, Suiellen C Reis-Alves, Konradin
Metze and

Irene Lorand-Metze

Journal : BMC Infectious Diseases

Dear Prof Lorand-Metze

Thank you for submitting your article. This acknowledgement and any
queries below

are for the contact author. This e-mail has also been copied to each
author on the

paper, as well as the person submitting. Please bear in mind that all
queries

regarding the paper should be made through the contact author.

A pdf file has been generated from your submitted manuscript and
figures. We would

be most grateful if you could check this file and let us know if any
aspect is

missing or incorrect. Any additional files you uploaded will also be
sent in their

original format for review.

http://www.biomedcentral.com/imedia/6914576237217307 article.pdf
(284K)
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uploaded with
this submission.

http://www.biomedcentral.com/imedia/1806719760372173 comment.pdf

If the PDF does not contain the comments which you uploaded, please
upload the cover

letter again, click "Continue" at the bottom of the page, and then
proceed with the

manuscript submission again. If the letter will not upload, please send
a copy to

editorial@biomedcentral.com.

We will assign peer reviewers as soon as possible, and will aim to
contact you with

an initial decision on the manuscript shortly. The submitting author
can check on

the status of your manuscript in peer review at any time by logging
into 'My BioMed

Central' (http://www.biomedcentral.com/my) .

In the meantime, if you have any queries about the manuscript you may
contact us on

editorial@biomedcentral.com. We would also welcome feedback about the
online

submission process.

Best wishes,

The BioMed Central Editorial Team

Tel: +44 (0) 20 3192 2013
e-mail: editorial@biomedcentral.com
Web: http://www.biomedcentral.com/
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Author's covering letter for initial submission

Title: The impact of maternal HIV infection on cord blood lymphocyte subsets

and cytokine profile in exposed non-infected newborns

Authors:

Version: 1 Date: 26 March 2010

Comments:

Dear Editors,

Herewith we are submitting the manuscript “The impact of maternal HIV infection
on cord blood lymphocyte subsets and cytokine profile in exposed non-infected
newborns” by Borges-Almeida et al for publication as research paper in BMC
Infectious Diseases.

The present text deals with a prospective controlled observation on cord blood of
term HIV exposed newborns compared to normal ones. We have analyzed the T
and B lymphocyte subsets as well as B-cell maturation and the variation related to
cytokine profile and maternal HAART treatment during pregnancy as well as
smoking and hard drug use.

HIV-exposed infants had a higher proportion of B lymphocytes, especially
CD19+/CD5+ ones. To our knowledge, this result has never been described in the
literature. Maternal HIV infection affected especially cord blood B cells and
smoking T lymphocytes.

The data are original, and have not been published elsewhere, nor are under
consideration for publication by any other journal.

Browsing your journal we saw that a lot of papers dealing with HIV infection are
published there.

Looking forward for your appreciation

Yours sincerely

Prof Dr Irene Lorand-Metze

State University of Campinas — Brazil
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Apéndice Il

Consentimento livre e esclarecido
(resolucao 196/96-251/97)

Titulo: Maturacao de Células B em Sangue de Cordao Umbilical de Criancas expostas

ao HIV durante a gestacao

Pesquisadores: Prof* Dr® Irene Lorand-Metze, Prof* Dr* Maria Marluce dos Santos Vilela,

Prof. Dr. Marcos Tadeu Nolasco, Prof* Dr* Helaine Milanez, Eliana Martorano Amaral,

Prof. Dr. Sérgio Marba e Eliane Borges de Almeida.
Local: HEMOCENTRO e CIPED/FCM-UNICAMP.

1.

4.

Introducao: as informacdes a seguir descreverdo esta pesquisa e o papel que vocé terad
como participante. Os pesquisadores responsaveis pelo estudo responderdo a quaisquer
perguntas que vocé€ possa ter sobre este termo e sobre o estudo. Por favor, leia-o

cuidadosamente e ndo hesite em perguntar qualquer coisa sobre as informacdes abaixo.

Propésito: vocé estd sendo convidada a participar de uma pesquisa cujo objetivo é
avaliar se ocorrem mudancas na formacdo das células que ajudam na defesa do
organismo do bebé e se algumas substincias (citocinas) produzidas pela mae durante a
gestacdo, por causa da infeccdo pelo virus HIV, podem agir sobre estas células. Para
voce decidir se deseja ou ndo participar deste estudo de pesquisa, vocé deve entender o
bastante para fazer uma decisdo consciente. Este processo é conhecido como

consentimento informado.

Retrospectiva: a transmissdo do HIV da mde para seu bebé ocorre em 15% a 25% das
gestacdes quando nenhuma precaugdo é tomada. Atualmente, este risco tem diminuido
com o tratamento com antiretrovirais em combina¢do com o parto cesireo e a
suspensdo do aleitamento materno. O bebé ndo infectado, mas que foi expostos ao HIV
durante a gestacdo, tem a defesa do organismo prejudicada e pode ter resposta

deficiente a vacinagao.

Descricao do estudo: irdo participar deste estudo o bebé e a mae que concordar com o
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mesmo. A mae serd entrevistada e serd coletada cerca de 15 mL de sangue da veia
periférica entre a 32° at€é no maximo a 35" semana de gestacdo, para dosagem de
citocinas. No momento do parto, serd coletado 15 mL de sangue do cordao umbilical,
para andlise das células de defesa do organismo do bebé e dosagem de citocinas, esta
coleta € totalmente indolor para o bebé. Estas amostras apds andlise laboratorial serdao

descartadas, portanto, ndo serdo armazenadas nem utilizadas em outros estudos.

Desconforto, riscos e beneficios esperados: o método de coleta utilizado ao qual os
participantes da pesquisa serdo submetidos ndo acarretardo qualquer risco, custo ou
dano imediato ou potencial ao participante. Por outro lado, oferecem elevada
possibilidade de gerar conhecimento em beneficio na qualidade de vida e sobrevida dos
participantes da pesquisa, especialmente do bebé, quanto a tendéncia a ter infecgdes e

resposta a vacinas.

Exclusoes: recém-nascido portador de malformacdo congénita, doenga genética ou

condic¢do clinica grave.

Compensacido: nao existem danos imediatos ou futuros previsiveis decorrentes da

pesquisa, portanto, a mesma nao inclui a possibilidade de indenizagao.

Confidencialidade dos registros: vocé tem direito a privacidade e toda informacao que
for obtida em relacdo a este estudo permanecerda confidencial nos ambitos possiveis da
lei, assegurando protecdo de sua imagem, sigilo e respeitando valores culturais, sociais,
morais, religiosos e éticos. Como condi¢do de sua participacdo nesta pesquisa, vocé
permite acesso aos dados obtidos durante o estudo, aos pesquisadores envolvidos neste
estudo, aos membros da Comissdo de Etica responsdveis pela andlise do projeto. Os
resultados deste projeto de pesquisa poderdo ser apresentados em congresso ou em

publica¢des, porém, sua identidade ndo serd divulgada nessas apresentacoes.

Direito em participar, recusar ou sair: ao participar, vocé concorda em cooperar com

os procedimentos que foram executados e que foram descritos acima, ndo abrindo mao
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de seus direitos legais ao assinar o termo de consentimento informado. Sua participagao
neste estudo € voluntaria e vocé€ pode recusar-se a participar ou poderd interromper sua
participacdo a qualquer momento sem penalidades ou perda dos beneficios aos quais de
outra forma tenha direito. O pesquisador tem o direito de desligd-la do estudo a

qualquer momento que julgar necessario.

10. Contatos: ainda se houver qualquer duvida sobre o estudo vocé poderd receber mais
esclarecimentos falando com as médicas: Dr* Irene Lorand-Metze e Dr* Maria Marluce

dos Santos Vilela.

Enderecos:

1. HEMOCENTRO/UNICAMP. Rua Carlos Chagas, n°480, Cidade Universitdria,
Campinas, SP. CEP 13083-970, fone: (XX19) 3788 86 71

2. Centro de Investigacdo em Pediatria (CIPED)/FCM/UCAMP, Campinas, SP. CEP
13083-970, fone: (XX19) 3788 89 58 ou 3788 89 59.

3. Comité de Etica em Pesquisa — UNICAMP. Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126,
Cidade Universitaria, Campinas, SP. CEP 13084-971, CX Postal 6111, fone (XX19)
3788 89 36 ou 3788 71 87.
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Consentimento livre e esclarecido — Grupo Controle
(resolucao 196/96-251/97)

Titulo: Maturacao de Células B em Sangue de Cordao Umbilical
Pesquisadores: Prof* Dr® Irene Lorand-Metze, Prof® Dr* Maria Marluce dos Santos Vilela e

Eliane Borges de Almeida.
Local: HEMOCENTRO e CIPED/FCM-UNICAMP.

1. Introducio: as informagdes a seguir descreverdo esta pesquisa e o papel que vocé terd
como participante. Os pesquisadores responsaveis pelo estudo responderdo a quaisquer
perguntas que voc€ possa ter sobre este termo e sobre o estudo. Por favor, leia-o

cuidadosamente e ndo hesite em perguntar qualquer coisa sobre as informacdes abaixo.

2. Propésito: vocé estd sendo convidada a participar de uma pesquisa cujo objetivo é
avaliar se ocorrem mudangas na formagdo das células que ajudam na defesa do organismo
do bebé e se algumas substancias (citocinas) produzidas pela mae durante a gestagdo,
podem agir sobre estas células. Para vocé decidir se deseja ou ndo participar deste estudo de
pesquisa, vocé deve entender o bastante para fazer uma decisao consciente. Este processo é

conhecido como consentimento informado.

3. Retrospectiva: sua amostra de sangue e do cordao umbilical do seu bebé serd utilizada
para comparar com o resultado obtido de maes HIV positivas, cujos bebés ndo infectados,
mas que foram expostos ao HIV durante a gestacdo, tem a defesa do organismo prejudicada

e pode ter resposta deficiente a vacinagdo.

4. Descricao do estudo: irdo participar deste estudo o bebé e a mae que concordar com o
mesmo. A mae serd entrevistada e serd coletada cerca de 15 mL de sangue da veia
periférica entre a 32* até no maximo a 35* semana de gestacdo, para dosagem de citocinas.
No momento do parto, serd coletado 15 mL de sangue do cordao umbilical, para anélise das
células de defesa do organismo do bebé e dosagem de citocinas, esta coleta é totalmente
indolor para o bebé. Estas amostras apds conclusdo deste estudo serdo descartadas,

portanto, ndo serdo armazenadas nem utilizadas em outros estudos.
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5. Desconforto, riscos e beneficios esperados: o método de coleta utilizado ao qual os
participantes da pesquisa serdo submetidos ndo acarretardo qualquer risco, custo ou dano
imediato ou potencial ao participante. Por outro lado, oferecem elevada possibilidade de
gerar conhecimento em beneficio na qualidade de vida e sobrevida dos participantes da

pesquisa, especialmente do bebé, quanto a tendéncia a ter infec¢des e resposta a vacinas.

6. Exclusoes: recém-nascido portador de malformacdo congénita, doenca genética ou

condic¢do clinica grave.

7. Compensacao: nao existem danos imediatos ou futuros previsiveis decorrentes da

pesquisa, portanto, a mesma nao inclui a possibilidade de indenizagao.

8. Confidencialidade dos registros: vocé tem direito a privacidade e toda informacio que
for obtida em relacdo a este estudo permanecerda confidencial no ambitos possiveis da lei,
assegurando protecdo de sua imagem, sigilo e respeitando valores culturais, sociais, morais,
religiosos e éticos. Como condi¢do de sua participacdo nesta pesquisa, voc€ permite acesso
aos dados obtidos durante o estudo, aos pesquisadores envolvidos neste estudo, aos
membros da Comissdo de Etica responséveis pela andlise do projeto. Os resultados deste
projeto de pesquisa poderdo ser apresentados em congresso ou em publicacdes, porém, sua

identidade nao serd divulgada nessas apresentagdes.

9. Direito em participar, recusar ou sair: ao participar, vocé concorda em cooperar com
os procedimentos que foram executados e que foram descritos acima, ndo abrindo mao de
seus direitos legais ao assinar o termo de consentimento informado. Sua participacdo neste
estudo é voluntdria e voc€ pode recusar-se a participar ou poderd interromper sua
participacdo a qualquer momento sem penalidades ou perda dos beneficios aos quais de
outra forma tenha direito. O pesquisador tem o direito de desligd-la do estudo a qualquer

momento que julgar necessario.
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10. Contatos: ainda se houver qualquer divida sobre o estudo vocé podera receber mais
esclarecimentos falando com as médicas: Dr* Irene Lorand-Metze e Dr* Maria Marluce dos

Santos Vilela.

Enderecos:

1. HEMOCENTRO/UNICAMP. Rua Carlos Chagas, n°480. Cidade Universitdria,
Campinas, SP. CEP 13083-970, fone: (XX19) 3788 86 71.

2. Centro de Investigacdo em Pediatria (CIPED)/FCM/UCAMP, Campinas, SP. CEP
13083-970, fone: (XX19) 3788 89 58 ou 3788 89 59.

3. Comité de Etica em Pesquisa — UNICAMP. Rua Tessédlia Vieira de Camargo, 126,
Cidade Universitaria, Campinas, SP. CEP 13084-971, CX Postal 6111, fone (XX19)
3788 89 36 ou 3788 71 87.
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Pesquisa: Maturacio de Células B em Sangue de Cordao Umbilical de Criancas
Expostas ao HIV Durante a Gestacao

CONSENTIMENTO INFORMADO

Li a descricdio do estudo de pesquisa, que foi explicado dentro da minha
compreensdo e também conversei sobre este estudo com o pesquisador até minha completa
satisfacdo. Compreendo que minha participagdo € voluntdria e que posso sair a qualquer
momento do estudo, sem prejudicar ou influenciar os resultados. Confirmo também que
recebi copia deste termo de consentimento.

Autorizo a liberacdo dos dados obtidos neste estudo aos pesquisadores, aos
membros da comissdo de ética, assim como a publicacio em revistas cientificas
especializadas e apresentagdo em congressos € jornadas cientificas.

*Nao assine este termo se ndo tiver tido a oportunidade de fazer perguntas e tiver
recebido respostas satisfatdrias a todas elas.

Nestes termos, concordo com a participagdo minha de meu (minha) filho (a) no

estudo.

Assinatura do paciente ou responsavel — data / /

Consentimento livre e esclarecido

Nome da mae

Nome da crianca

Assinatura

Nome do Pesquisador

Assinatura
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Apéndice Il

QUESTIONARIO
DATA: / / FICHA N°:
CASO: (1) CONTROLE: (2)
CAISM: (1) MATERNIDADE DE CAMPINAS: (2)
e Nome mae: Prontudrio:
Apelido: idade:

Estado civil: com companheiro fixo "’ sem companheiro fixo ¥ FI ©

Escolaridade da mae (em anos de estudo concluidos):
Ocupacdo da mie:
e Nome do pai:
Apelido: idade:
Escolaridade do pai (em anos de estudo concluidos):
Ocupagao do pai:
e Endereco:
Referéncia:
Bairro: CEP:
Fone: Celular:
Contato para recado:
e Renda familiar:
Meés/ano referéncia:

e NP°de pessoas que usufruem a renda:
e N° de filhos vivos: n° de filhos mortos:
e Duracdo da gestacdo (em semanas):
e Tipo de parto
e Tipo de gravidez: tinica'” gemelar” outras” ignorado"”
e N°de consultas pré-natal:
e Intercorréncias gestacionais
e Histéria pessoal: hepatite:  sim” nao? FI®  Qual?
Tuberculose: sim" nao® FI®  Quando?
Tuberculose: sim" nio? FI® Quem?
E bacilifero: sim™ nio? FI1?
Imunizacdo (quais e datas?): _
Tabagismo: sim” nio? FI? tempo: n°/dia:
Alcool: sim™" nio® FI? tempo:
Outras drogas ilicitas: sim" nio® FI  Quais?
e  Histéria familiar: imunodeficiéncia primaria: sim" nio'? FI?
Tuberculose em atividade: sim" nao? FI?
e Sorologias:
HIV HEPATITE B LUES CARGA

VIRAL

DATA1

DATA 2
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Apéndice IV
Recém-nascido

DATA: / / FICHA N°:
CASO: (1) CONTROLE: (2)

CAISM: (1) MATERNIDADE DE CAMPINAS: (2)
Nome

RN: prontudrio:

Data de nascimento: / / sexo: masculino " feminino™®
Apgar: Raca: caucaséide'” negréide® amarela® parda(‘” indl’gena(5 )
Peso ao nascer: comprimento: PC: capurro:
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