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RESUMO




A suscetibilidade das células da linhagem monocitaria 4 infecg@o pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) pode resultar em deficiéncias de suas fungdes efetoras e
reguladoras. Mesmo células ndio parasitadas podem ser afetadas pelas anormalidades de
imunomodulagioc associadas & infecgdio. Estes mecanismos podem estar asssociados a
algumas caracteristicas da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) em pediatria,

como 2 alta prevaléncia de infecgdes por patogenos intracelulares.

A fun¢do monocitiria de 33 criangas infectadas pelo HIV-1 e 18 criancgas
expostas soro-reversoras foi avaliada por meio de um ensaio de fagocitose de mondcitos
para Zimosan (ZYM) e para hemacias de carneiro (EA), mediada pelos receptores CR1,
CR3 ¢ Fc, respectivamente. O ensaio para ZYM foi realizado com ZYM nfo-opsonizado,
opsonizado com soro de individuos normais e de paciente. Foram determinados o indice
fagocitario (porcentagem de céiulas com fagocitose efetuada em uma lamina) e a capacidade
fagocitaria (nimero de particulas fagocitadas em 100 células). Simultaneamente a coleta de
sangue para o ensaio de fagocitose, foram avaliados parAmetros hematologicos (hemograma
completo), e imunologicos, ligados ao sistema T (subpopulagdes linfocitarias), ao sistema B
(dosagem de imunoglobulinas), e a interag#o entre ambos (resposta d vacina anti-hepatite
B). Os indices e capacidades fagocitarios das criangas expostas ao HIV-1 foram comparados

a valores de um grupo de referéncia saudavel.

Os resultados do ensaio de fagocitose mostraram uma redugdo da fagocitose
mediada por CR1 e CR3 em criancas infectadas, comparadas as soro-reversoras, ¢ da
fagocitose mediada por CR1, CR3 e Fc entre os grupos infectado e de referéncia.
Comparadas ao grupo de referéncia, criangas soro-reversoras mostraram uma redugio na
fagocitose mediada por CR1, CR3 e Fe. No grupo de criancas infectadas, os seguintes
fatores foram positivamente associados a intensidade da disfuncdo fagocitaria: idade menor
que 5 anos; inicio dos sintomas no 12 ano de vida; niveis mais elevados de linfocitos T CD4+
e CD8+; niveis mais elevados de carga viral sérica; niveis de IgG acima de 2.000 mg/dL. No
ensaio de fagocitose mediada por CR1 e CR3, a opsonizago do ligante (ZYM) com soro de

“pool” de individuos saudaveis ndo levou a uma atenuagio da disfuncdo fagocitaria.
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A detecgio da disfuncgio fagocitaria em criangas infectadas pelo HIV-1 destaca a
necessidade de uma compreensdio mais detalhada das conseqliéncias imunopatogénicas,
clinicas e terapéuticas da interagiio entre o HIV e as células da linhagem monocitaria na
populagiio pedidtrica. As consegiiéncias da exposi¢do precoce ao HIV sobre a fun¢do imune

das criangas soro-reversoras precisam ser melhor caracterizadas.
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1. INTRODUCAO



A INTERACAO ENTRE OS FAGOCITOS MONONUCLEARES E O VIRUS DA
IMUNODEFICIENCIA HUMANA

1.1. ASPECTOS GERAIS - ONTOGENIA E EVOLUCAO

A resposta fagocitaria é um mecanismo de defesa primario e evolucionariamente
conservado em todos os organismos eucariéticos. No processo de evolugio ammal, os
invertebrados desenvolveram fagocitos comprometidos, exclusivamente, com os mecanismos
efetores da imunidade inespecifica ou inata. A partir do aparecimento dos vertebrados, com o
aumento da complexidade dos seres vivos, ampliaram-se os papéis dos fagdcitos da linhagem
mononuclear, passando estas células a desempenhar, além de atividades proprias da resposta
inespecifica (migragéio aleatéria e orientada, ingestio de antigenos, lise intracelular de
microorganismos, producio de mediadores inflamatérios, reparagio tecidual), fungles
relacionadas 3 imunidade adaptativa ou especifica (fagocitose de antigenos por meio de
receptores especificos, processamento e apresentacio de antigenos aos sistemas de células T
¢ B, agdes efetoras na imunidade celular, secregio de citocinas reguladoras) (ABBAS,
LICHTMAN, POBER, 1997).

Os fagobeitos mononucleares compreendem a segunda maior populagiio celular do
sistema imune. Tais células distibuem-se nos vasos sangilineos no estigio de mondcitos,
compondo dois “pools”, um circulante € um marginal, sendo este ultimo mais numeroso.
Ap6s um periodo variavel de 8 a 71 horas na circulagio, os mondcitos migram para 0s
tecidos, atingindo o estdgio de macréfagos (TURPIN & LOPEZ-BERESTEIN, 1993). A
diferenciagdo dos fagdcitos mononucleares ocorre de acordo com um processo continuo de
maturagiio celular, a partir da célula-tronco na medula 6ssea. Alcangado o estigio de
monocito, cessa a divisdo celular, passando a ocorrer apenas diferenciacio. A
heterogeneidade morfoldgica e funcional apresentada pelas células da linhagem fagocitaria
mononuclear € provavelmente determinada pela exposicdo a fatores de crescimento e
diferenciacio nos microambientes teciduais, ndo havendo evidéncias que existam diferentes
clones populacionais. Sua capacidade funcional depende do seu estado de ativagfio, definida
como a expressdo, geneticamente regulada e dependente de estimulo, de produtos soliveis e

expressos em membrana, necessarios para a competéncia na execugfio de fungdes especificas.
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A regulagido dos processos de ativagio é extremamente delicada, podendo imperfei¢Ges em
sua modulagdo resultar em lesdo celular e tecidual (HAUSCHILDT & KLEINE, 1995,
HAMILTON et al., 1993, RICEVUTI, 1997).

Os processos de diferenciagfio e ativagdo do fagdcito mononuclear resultam na

expressdo, constitutiva ou estimulada, na membrana celular, de receptores especificos.

O receptor de complemento do tipo 1 (CR1) tem como prncipais fungdes a
intensificagdo da fagocitose de particulas recobertas pelos componentes C3b € C4b,
clareamento de imunocomplexos e regulagio da ativagiio do sistema. O receptor do tipo 3
(CR3) e especifico para o fragmento iC3b, gerado pela clivagem de C3b mediada pelo fator I,
desempenhando importante papel na ingestio de microorganismos. Em adigdo, como
membro da familia das integrinas, promove a adesfo do fagéeito ao endotélio (ROSS, 1989;
BROWN, 1991).

Os receptores para a por¢ée Fc da imunoglobulina G (FeyRI, FeyRIIL ¢ FeyRIIT)
reconhecem particulas opsonizadas por IgG, aumentando a eficiéncia do processo de

fagocitose. Participam também de processos de regulagiio da sintese de imunoglobulinas ¢ da
ativag@o celular (RAGHAVAN & BJIORKMAN, 1996).

A fagocitose de microorganismos ndo opsonizados por reconhecimento direto de
carbotdratos da parede celular € realizada pelos receptores de manose-fucose, com estrutura
lectina-simile (STAHL & GORDON, 1982; SUNG, NELSON, SILVERSTEIN, 1983).

O receptor do componente Clg do complemento media a ativagio da via classica
independente de anticorpos. Este receptor também esid provavelmente envolvido na
intensificagdo da fagocitose de microorganismos recobertos por colectinas (TURNER, 1996;
ABBAS LICHTMAN, POBER, 1997).
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1.2. MECANISMOS DE ENTRADA DO VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA
HUMANA NOS FAGOCITOS MONONUCLEARES

Os fagocitos mononucleares sfo as células-alvo tniciais na infecciio pelo HIV. As
linhagens do HIV comprometidas com a infec¢dio primaria sio tipicamente variantes com
tropismo para monoécitos ou macrofagos. A progressdo da infecgdo € associada a um
aumento seletivo de variantes com tropismo para linfécitos T CD4+ e com capacidade de
indugio de sincicios. As varianies “monotropicas” apresentam também capacidade de infectar
linfécitos, ndo ocorrendo o inverso com as variantes “linfotropicas™” (SCHUITEMAKER ef
al., 1992). Tal tropismo € determinado por uma seqiiéncia de 20 aminodcidos presente na
alca V3 da glicoproteina gp120 do envelope viral. A suscetibilidade celular depende também
do seu estagio de maturagio, sendo os macrofagos mais suscetiveis do que os mondcitos

circulantes (MELTZER ef al., 1993, CROWE, 1995).

A penetragdo do virus no fagécito mononuclear ocorre por um mecanismo
dependente da interagio da glicoproteina gp 120, do envelope viral, com o receptor CD4 da
membrana celular, expresso principalmente em macrofagos. A expressdo deste receptor, no
entanto, apesar de essencial, nfio € suficiente para a infecgdio. A penetragio depende também
crticamente da expressio dos receptores de quimiocinas CCR3 e / ou CCR5
(RUSSO-MARIE, 1997).

Um segundo mecanismo seria a ligagdo de particulas virais opsonizadas aos
receptores Fc, de complemento ou de proteinas manosiladas. Esta via de penetragio, no
entanto, ainda néo fo1 verificada “in vivo”. A importancia da caracterizaciio de tal mecanismo
justifica-se pela plausibilidade de conseqiiéncias paradoxais na resposta imune humoral ao
HIV: de um lado, protegdic ao hospedeiro, por meio da fagocitose do virus € sua lise por
mecanismos oxidativos intracelulares; de outro lado, facilitagio da infecgiio e da sobrevida do
HIV no intertor da célula-aivo (CHASE & KLEBANOFF, 1992; BAKKER er g, 1992;
MELTZER et al., 1993; FUST, 1997). Adicionalmente, a entrada na célula hospedeira via
receptor de complemento pode fornecer uma vantagem ao microorganismo, por desencadear
um fraco estimulo a liberacdo de radicais oxidativos microbicidas (HAUSCHILDT &
KLEINE, 1995).
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A deteccio de material genético do HIV “in vitro”, em co-culturas de monécitos
de individuos infectados com mondcitos de doadores saudaveis, ocorre com uma taxa de
sucesso maior que 90%. Este resultado independe de fatores como idade, sexo, mimero de
linfocitos T CD4+, estigio clinico ou uso de zidovudina , sugerindo que a infecgio de
monocitos estd invariavelmente presente no contexto da infecgiio por HIV. No entanto, a
proporgio de mondcitos infectados em relagfio ao “pool” circulante total € bastante baixa.
Entre os macréfagos teciduais de individuos infectados esta proporgdo € mais alta, como
demonstram estudos com macrofagos alveolares e de tecido cerebral. Representam
importante excegdo as células de Kupfer, cuja suscetibilidade ao HIV ainda n3o foi verificada
“in vivo” (MELTZER et al., 1993).

As formas variantes do HIV com tropismo para células da linhagem macrofigica
desempenham papel central na infecgéo por transmissio vertical. Nesta forma de transmissio,
o principal mecanismo ¢ a deglutigdo pelo feto e recém-nascido de Hquido amnidtice, sangue,
secregtes de canal de parto ou leite materno contendo virus livre ou intracelular. Evidéncias
de estudos em modelos animais sugerem que o transporte de particulas virais se da através
das células epiteliais ou das “células M” da mucosa do trato gastrointestinal, permitindo aos
microorganismos alcancarem as células fagocitarias mononucleares do tecido linféide da
submucosa (WAHL, ORENSTEIN, SMITH, 1996; RUSSO-MARIE, 1997).

1.3. REPLICACAO E SOBREVIDA DO VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA
HUMANA EM FAGOCITOS MONONUCLEARES

A replicag@o do material genético do HIV em fagdcitos mononucleares ocorre de
forma mais lenta, ¢ com diferencas significativas, em relagdo ao linfocito T CD4+. Apds
penetragdo na c€lula, transcricio reversa e integragfio ao nicleo, sdo formados virus que nio
induzem a expressfio de antigenos na membrana plasmética. Os virus se concentram em
inclusdes vacuolares intracitoplasmaticas, cujas membranas sfo derivadas do complexo de
Golgi. A expressdo genética das variantes “monotrépicas™ apresenta um predominio de

proteinas derivadas do gene gag, ao contrério das linhagens “linfotropicas”, nas quais
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predominam proteinas derivadas do gene env. Além destas diferengas, a replicagiio nio
necessita proliferagio ou divisdo celular. O fagécito mononuclear funciona, desta forma,
como uma “fabrica” ¢ um “reservatorio” de material viral, ndo expondo os antigenos do
microorganismo aos mecanismos de citotoxicidade do hospedeiro. Durante o curso da
infecgdo pelo HIV, a interagdio com agentes patogénicos € outros esttmulos de ativacio da
resposta inflamatéria no hospedeiro irfo determinar a liberagdo de virus dos vactiolos
intracitoplasmaticos (MELTZER et al., 1993; CROWE, 1995; RUSSO-MARIE, 1997).

As linhagens de HIV associadas 4 infecg#o primana ndo sio capazes de citolise
ou indug@o de sincicios em fagocitos mononucleares. Desta forma, o efeito citopatico € muito
discreto. No entanto, as linhagens produzidas a partir da sua replicacio no macréfago
apresentam tropismo “dual” (macrofagico e hinfocitario), podendo causar citélise e induzir

sincicios em hinféeitos e, mais raramente, em macrofagos (RUSSO-MARIE, 1997).

Estes mecanismos de adaptagdo & celula hospedeira permitem que o HIV, ao
infectar o fagocito mononuclear, escape da vigilincia imune. Esta sobrevivéncia no interior
do fagocito pode ser comparada & observada na infec¢io humana por vérios patdgenos, como
bactérias (Salmonella, Legionella, Listeria, Mycobacterium) fungos (Cryptococcus,
Paracoccidioides) ou protozoarios (Leishmania, Toxoplasma). Estes parasitas foram capazes
de desenvolver, em sua co-evolugdo com a espécie humana, mecanismos adaptativos de
evasio da resposta imune e exploracio dos proprios recursos do hospedeiro (DAMIAN,
1997).

Evidéncias experimentais sugerem que neste mecanismo adaptativo o HIV induza
no macrofago um bloqueio transcricional intenso e altamente especifico da sintese de
Interferon-alfa (IFN-cr). Esta citocina parece ser o mediador imunoldgico mais potente na
protecdo do macrofago ndo infectado em relagio ao HIV. Macréfagos em cultura,
previamente tratados com interferon-alfa, tornam-se capazes de resistir completamente a
infecgdo experimental. O mesmo tratamento em células ja infectadas experimentalmente,
promove redu¢do na expressdo viral, acimulo de grandes quantidades de DNA proviral, e
auséncia de integragdo do genoma viral ao patrimdnio genético da célula. O potente efeito

protetor do IFN-o. em relagdo & infecgdo de macrofagos nfio se observa, no entanto, em
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modelos experimentais de infecgio de linfocitos (GENDELMAN et af., 1990; MELTZER
et al., 1991; MELTZER ef al.,, 1993). Ha evidéncias experimentais demonstrando inibi¢ao da
replicacdo viral em mondcitos tratados com Interferon-beta (IFN-B) e Interferon-gama

(IFN-y), porém menos potente que a observada com o IFN-oo (KORNBLUTH er al., 1990).

1.4. CONSEQUENCIAS DA INFECCAO PELO VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA
HUMANA SOBRE 0OS FAGOCITOS MONONUCLEARES

Nio ha relatos de alteragbes no nmimero absoluto de monédcitos, mesmo em
estagios avangados da infec¢fio. A proporgio de mondcitos infectados em relagido ao nimero
total € baixa. Na circulagfio, a carga viral intracelular se concentra principalmente nos
linféeitos T CD4+ (SPEAR et al., 1990). A analise dos macréfagos teciduais, no entanto,
mostra um panorama bastante diferente. Na pele, as células de Langerhans sofrem extensas
alteragdes morfologicas e citolise, mesmo na fase inicial da infec¢do. A detecgio de material
genético do HIV neste grupo de células é raramente observada, sugerindo que tais alteragdes
ndo decorram de efeito citopatico em células parasitadas. As células dendriticas em foliculos
linféides e linfonodos também apresentam importantes e progressivas alteragdes
degenerativas . No sistema nervoso central, observa-se também aumento da populagio de
macrofagos, da propor¢do de células com infeccio produtiva e da carga viral intracelular
(MELTZER et al., 1993). No tecido pulmonar, ocorre aumento da populagdo de macrofagos
alveolares, sem evidéncia de mudangas significativas na sua morfologia. Ha relatos de um

aumento na proporgdo de macrofagos alveolares parasitados com a evolugio temporal da

infecgiio (AGOSTINI & SEMENZATO, 1994, SIERRA-MADERQ ef al., 1994).

NOTTET et al. (1993), utilizando um modelo de infec¢io experimental por HIV
em macréfagos derivados de mondcitos de doadores saudaveis, nio observaram qualquer
anormalidade na expressdo de receptores Fc ou de complemento nas células infectadas em

relagdo as células-controle.
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KENT et al. (1994), utilizando também um modelo de infecgdo experimental em
macrofagos, demonstraram uma reducéio global na expressdo dos receptores de opsoninas,
sendo esta reducdo intensa para FeyRl e FeyRILL, moderada para CR3 ¢ leve para FeyRIL Tal
reducdo ocorreu tanto na porcentagem de células a expressar os receptores como na
freqiiéncia de expressdo por célula. Observaram também que a redugdo foi mais intensa,
embora ndo exclusiva, nas c€hulas com antigeno p24 detectavel. Ao se administrar JFN-y a
cultura de células infectadas, houve aumento na expressao de todos os receptores, porém em

niveis inferiores aos observados na cultura de céhilas nio infectadas.

Os resultados de pesquisas que utilizaram células provenientes de pacientes
infectados também sdo conflitantes. No entanto, a maioria dos estudos com metodologia de
corte transversal, utilizando mondcitos e macréfagos, principalmente alveolares, obtidos de
individuos infectados, revela aumento na expressio de moléculas como: antigenos MHC da
classe II, moléculas de adesdo, receptores Fe, de complemento, e de lipopolissacaride. Tais
alteragbes apresentam em geral uma associagiio positiva com a gravidade de evolug3o clinica
¢ de deterioragdo imunologica, ndo havendo entretanto estudos longitudinais que
caracterizem mais precisamente sua evolugio temporal (MANN ef al, 1990, CAPSONI
et al., 1992, 1994; AGOSTINI & SEMENZATO, 1996; GILBODY efal., 1997).

Contrariamente aos estudos citados acima, TRIAL et al. (1995) relatam uma
diminui¢do global na expressdo de antigenos do ststema HLA, receptores de complemenio ¢
moléculas de adesdio em mondcitos de pacientes infectados sintomaticos. SPEAR er al.
(1990), em um grupo de adultos assintomaticos, demonstraram uma reduciio na expressio do

receptor de complemento CR3.

Até o momento, ndo estdo esclarecidos os mecanismos que regulam as alteragdes
de expressdo destas moléculas. CAPSONI er al. (1992, 1994) relacionam o aumento da
expressdo de receptores Fc em pacientes infectados a altos niveis circulantes de
interferon-gama. Em relagdo ao aumento da expressdo do receptor FcyRIII em mondcitos de
pacientes infectados, ha referéncia que, provavelmente, este fendmeno seja decorrente da

maior produgdo e secregdio do fator transformador de crescimento-beta (TGF-B), induzida
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pela infecgdo (ALLEN ef al., 1991), TRIAL et al. (1995) associam a reduco na expressio
fenotipica de moléculas de adesfio aos niveis de imunocomplexos circulantes, mais altos em

pacientes sintomaticos.

ESSER ef al. (1991), estudando macrofagos artificialmente infectados em
cultura, observaram secre¢do espontinea de quantidades elevadas de TNF-a, Interleucina-6
(IL-6) e Interleucina-8 (IL-8) em relagdo & cultura-controle. Apés estimulo com IFN-y, as
células infectadas produziram quantidades maiores de neopterina, identificada como
marcador de atividade de sintese de citocinas. Quando estimuladas com lipopolissacaride de
Salmonella abortus-equii, as células infectadas produziram quantidades elevadas de TNF, IL-

1B, [L-6 e IL-8.

HERBEIN ef al. (1994) detectaram aumento da expressdo de mRNA para
TNF-o e I[L-18 em macréfagos artificialmente infectados entre meia e trés horas apos a
génica. Tais resultados sugerem um fendmeno de ativag@o precoce e dependente da interagéio

gp-120 ¢ CD4.

MOLINA et al. (1990), contrariamente aos resultados citados anteriormente,
relatam que a infecglo experimental de macrdfagos em cultura, ou o tratamento destas
células com proteinas do envelope viral, ndo determina secre¢io aumentada de TNF-c, IL-
1B, IL-6 ou Fator Estimulador de Coldnias Granulociticas ¢ Macrofagicas (GM-CSF). As
células infectadas respondem com intensa produgiio das mesmas citocinas apés estimulo com
lipopolissacaride e IFN-y. Os autores sugerem que os altos niveis de citocinas circulantes
observados em pacientes infectados se devam a ativaclo imune por infec¢bes secundarias, e

néo pela infecgdo viral primaria.

O padrdo de secregdo de citocinas pelos fagocitos mononucleares de pacientes
com infecgdo cronica € de dificil caracterizagfio, devido 4 complexidade da rede de citocinas,
na qual o macroéfago desempenha papéis efetores e reguladores. Contribui para aumentar a
complexidade da imteragiio agente-hospedeiro a multiplicidade de estimulos do ambiente,
como o uso de medicamentos potencialmente estimulatérios e a presenga de infecgdes

oportunistas.
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A maior parte dos estudos em adultos infectados, analisando principaimente os
niveis séricos de citocinas ou a produgdo constitutiva e estimulada por leucocitos
mononucleares “in vitro” sugere um estado cronico de ativagfio imune. As citocinas cujos
niveis elevados s30 documentados com maior frequéncia sio TNF-a, IL-15, IL-2, IL-4, TL-6,
TGF-p e IFN-y (MURRAY ez al., 1985, SIERRA-MADERO er al,, 1994, ALONSO
et al., 1997, LIPMAN, JOHNSON, POULTER, 1997).

A quase totalidade dos estudos analisando a produgdio de citocinas em pacientes
infectados é do tipo corte transversal, nfio fornecendo evidéncias conclusivas sobre aspectos

evolutivos da infec¢do.

As evidéncias atualmente disponiveis sugerem que a producgio de citocinas pelos
lencocitos mononucleares (tanto fagocitos como linfécitos) nos pacientes infectados se
enquadra em um modelo em que o HEV demonstra competéncia adaptativa para explorar os
mecanismos genéticos da sintese de citocinas pelo hospedeiro e promover sua propria
replicagdo. A andlise dos estudos em adultos, visando o estabelecimento de um padrido da
produgdo de citocinas em pacientes infectados em relag@io ao estagio evolutivo da infecgéo,
levou a proposigio de uma hipotese unificadora. Nas fases iniciais da infecgdo, predominaria
a secregdo de citocinas associadas a uma resposta do tipo “T-helper 17, evoluindo para uma
resposta do tipo “T-helper 2 ou, ainda, “T-helper 0”. Na primeira, as citocinas de expressdo
mais intensa seram IFN-y e IL-2, protegendo contra a transmisséo intercelular do HIV ¢
invasio do macréfago por agentes oportunistas. Evolutivamente, a a¢io de “co-fatores”
ambientais, principalmente infeccdes virais, ¢ a selegio de novas linhagens do HIV pela
resposta imune do hospedeiro, influenciariam a resposta do tipo “T-helper 2, com
predominio da secregio das citocinas IL-4 e IL-10 e aumento da suscetibilidade a transmissdo
intercelular e replicagdo do HIV (CLERICI & SHEARER, 1993; SHEARER & CLERICJ,
1996}. Estudos de corte transversal em criangas infectadas por transmissio vertical sugerem a
associacio entre resposta do tipo “T-helper 2” e maior gravidade clinica, embora a
associagiio entre evolugdo favoravel e resposta do tipo “T-helper 1” nfo tenha sido

demonstrada (VIGANO et al., 1995; THAN ez al., 1997).
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1.5. ESTUDO DAS ALTERACOES INDUZIDAS PELO VIRUS DA
IMUNODEFICIENCIA HUMANA SOBRE A FUNCAO DOS FAGOCITOS
MONONUCLEARES:

A infecgdio experimental pelo HIV em cultura de monocitos ou macréfagos de
doadores soronegativos permite o estudo das repercussdes funcionais da interagdo

virus-célula com isen¢do de numerosos fatores do ambiente.

Os resultados de estudos realizados nestas condigbes sugerem uma série de
disfungBes celulares, destacando-se: diminuigdio da quimiotaxia (TAS, DREXHAGE,
GOUDSMIT, 1988; WAHL er al, 1989), iibicio da fagocitose de Candida albicans
(CROWE et al., 1995) e da fagocitose e lise intracelular de Toxoplasma gondii (BIGGS
et al., 1995) e Candida pseudotropicalis (BALDWIN et al., 1990); deficiéncias de agfio
fungistatica contra Cryptococcus neoformans (CAMERON ef al, 1994) e de aglo
bacteriostatica contra Mycobacterium avium (KALLENIUS et al., 1992, NEWMAN ez al.,
1993; ZERLAUTH et al., 1995).

Qutros estudos, no entanto, sugerem fungOes celulares preservadas, como
fagocitose normal de Cryptococcus neoformans, demonstrada por CAMERON et al. (1994)
e produgdo normal de H;O, apds estimulo com zimosan ou Forbol-Acetil Miristato (PMA)
(DUKES, MATTHEUS, WEINBERG, 1993). Em estudo bastante abrangente, NOTTET
et al. (1993) relatam adesdo e internalizaciio normais de Escherichia coli e Staphyiococcus
aureus opsonizados, producao preservada de amion superdxido apods estimulo com
Escherichia coli, zimosan ou PMA e lise intracelular normal de Escherichia coli e Candida

albicans.

Avaliagbes funcionais em fagocitos de pacientes infectados tém potencial
relevincia clinica, porém, fatores como variagBes genotipicas e fenotipicas virais, estagio de
evolugdo clinica e imunoclogica, uso de medicamenios e infecgdes intercorrentes podem

contribuir para grande heterogeneidade nos resultados.
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Estudos de corte transversal em adultos com infecgio assintomatica apresentam
resultados heterogéneos, porém em sua maioria sugerem fun¢iio fagocitéria preservada ou
mesmo aumentada, como: capacidade normal de ingestio de Staphylococcus aureus
(SZKARADKIEWICZ, 1992; TRIAL ef al., 1995); aumento da capacidade de ingestéio e de
lise intracelular de Staphylococcus aureus e Escherichia coli (MUSHER et al., 1990,
BANDRES ef al., 1993); aumento da atividade fungistatica contra Crypfococcus neoformans
(REARDON ef al., 1996), alteragdes ultraestruturais com enrugamento da membrana,
aumento do mimero de vaciolos e fagocitose de linfocitos em macrofagos alveolares

(MUSHER et al., 1990).

No entanto, disfunciio fagocitiria precoce também ¢ relatada em pacientes
assintomaticos, com deficiéncia na lise intracelular de Candida albicans (ESTEVEZ et al.,
1986) ¢ na geracio de radicais oxidativos mcrobicidas (SPEAR ef al, 1990,
BRAVO-CUELLAR et al., 1992).

Em adultos com infecgio sintomatica, as principais alteragBes de fungio
fagocitaria relatadas incluem deficiéncias nas etapas de: quimiotaxia (SMITH et al., 1984,
POLI ef al., 1985, RIZZO ef al., 1987); capacidade de ligagio a Histoplasma capsulatum
(CHATURVEDIL, FRAME & NEWMAN, 1995), capacidade de ingestdo de hemicias de
carneiro {CAPSONI ef al., 1994) e Staphylococcus aureus (MUSHER et al., 1990, POS
et al., 1992, SZKARADKIEWICZ, 1992, TRIAL er al, 1995), lise intracelular de
Toxoplasma gondii (EALES, MOSHTAEL, PINCHING, 1987; DELEMARRE ef ai., 1993;
1995) Candida albicans (ESTEVES et al., 1986), Cryptococcus neoformans (REARDON
et al., 1996) e Histoplasma capsulatum (CHATURVEDI, FRAME & NEWMAN, 1995);
produgio de anion superéxido e per6xido de hidrogénio (MULLER, ROLLAG &
FROLAND, 1990; CHEN ef al., 1993).

QOutros autores, no entanto, relatam normalidade em varias etapas do processo de
fagocitose, como: quimiotaxia (NIELSEN, KHARAZMI, FABER, 1986), capacidade de
ingestdo e lise intracelular de Candida albicans opsonizada (ESTEVES er al, 1986,
NIELSEN, KHARAZMI, FABER, 1986; CAPSONI et al., 1992), Aspergillus, Thermoascus
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e Cryptococcus (WASHBURN, TUAZON & BENNET, 1985), geraciio de &nion superéxido
(NIELSEN, KHARAZMI, FABER, 1986; CAPSONI ef al., 1992)

FLO et al., em 1994, relatam os resultados de um estudo longitudinal com
seguimento de 50 adultos infectados por um periodo médic de 28 meses, com avaliagdo de
funcdo fagocitaria em intervalos de 6 meses a 1 ano. A fun¢do monocitaria avaliada fo1 a
atividade oxidativa através da produgdo de quimioluminescéncia duranie a fagocitose de
Zimosan opsonizado. Cada individuo infectado foi pareado em sexo e idade com um controle
soronegativo. No inicio do estudo, todos os pacientes eram assintomaticos. No final, 20
haviam se tornado sintométicos. N3o foi detectada influéncia da infecgfio pelo HIV sobre a
atividade oxidativa de mondcitos em relagio aos controles em nenhuma fase do estudo. Em
relagio a fungio de polimorfonucleares, foram relatadas deficiéncias precoces, que se

acentuaram evolutivamente.

Os estudos sobre a funcdo fagocitaria em criangas infectadas sdo mais escassos,

sendo todos, até o momento, do tipo corte transversal.

No primeire estudo relatado na hteratura, CLEMENT er al. (1988), ao
estudarem macréfagos alveolares de 5 cnangas infectadas, demonstraram aumento na
geracéio espontinea ¢ estimulada de HyO,, em relag@o as células de pacientes nfo-infectados

com doengas pulmonares.

SZELC et al. (1992), ao avaliarem a citotoxicidade para polimorfo e
mononucleares dependente de anticorpos em 12 criangas infectadas, demonstraram atividade
significativamente inferior em relagdo a criangas e adulios nfo infectados. Adicionalmente, o
de anticorpos de células de doadores normais. Tais observagdes sugerem um defeito celular

intrinseco assoctado a uma deficiéncia funcional de anticorpos nas criancas infectadas.

CHEN ef al. (1993) analisaram a produgfo de dnjon superdxido e perdxido de
hidrogénio por mondcitos, apds estimulo com PMA, em 18 criangas infectadas. Em relacio
ao grupo-controle, os monocitos de criangas infectadas produziram quantidades

significativamente menores de dnion superoxido e perdxido de hidrogénio.
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ROILIDES ef al. (1993) detectaram, numa amostra de 19 criangas infectadas,
com idade média de 9 anos, diminuig:ﬁa estatisticamente significativa dos indices fagociticos
de macréfagos derivados de monécitos para Aspergillus fumigatus em relagéio a 16 controles
adultos soronegativos. Os mesmos autores, em estudo posterior avaliando a fungdo de
polimorfonucleares 31 criangas infectadas, demonstraram também redugfo na lise intracelular
de Aspergillus fumigatus, com intensidade de tal redugfo diretamente proporcional 2
deplegio de linfocitos T CD4+ (ROILIDES et al., 1993).

PITTIS et al. (1997), analisaram a fusdo fagolisossOmica de mondGcitos em 45
criangas infectadas por transmissdo vertical, comparadas a 38 controles soro-reversores € 14
controles de m3es soronegativas. Foi quantificada a porcentagem de particulas de levedura
fagocitadas por mondcitos a absorver o corante laranja-acridina. O desempenho dos
mondcitos foi significativamente inferior no grupo de criancgas infectadas em relacdio aos dois
grupos-controle, ndo havendo diferengas entre os ultimos. A fusfio fagolisossdmica
correlacionou-se inversamente com a idade e diretamente com os niveis de linfécitos T

CD4+.

A auséncia de lise da célula infectada, a geraciio de formas variantes do virus com
tropismo dual, a capacidade de manter o patogeno “oculto” 3 vigildncia imune do hospedeiro
¢ a grande disseminagiio tecidual dos fagocitos mononucleares habilitam tais células a atuar
como “os perfeitos vetores na propagagdo de uma infecgdo viral prolongada e persistente”
(RUSSO-MARIE, 1997).

Estas caracteristicas da linhagem macrofagica, com sua capacidade de migracéio
tecidual, sobrevivéncia provavelmente longa ¢ funcionamento como o maior reservatdrio in
vivo do HIV, impdem dificuldades ao desenvolvimento de esquemas eficazes de terapia
antiretroviral. A maior parte das pesquisas sobre a atividade das drogas antiretrovirais
concentra-s¢ na avaliacdo da capacidade destes medicamentos em inibir a replicagio do HIV
em linfécitos T. No entanto, estudos “in vitro” em macrofagos cronicamente infectados
demonstram que a inibigdo da replicacdo viral nestas células ¢ significativamente menor
(CROWE, 1995). O “pool” de macrofagos infectados € considerado atualmente a segunda

maior barreira 4 eficdcia dos novos esquemas antiretrovirais de grande atividade, superado
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em importincia apenas pelo “pool”de linfocitos T CD4+ de meméria (BARTLETT &
MOORE, 1998).

Evidéncias experimentais mostram também a possibilidade de um defeito precoce
na capacidade de apresentagic de antigenos em macrofagos infectados, sugerindo a
plausibilidade de uma deficiéncia na cooperagio celular para a sintese de anticorpos

(MEYAARD, SCHUITEMAKER, MIEDEMA, 1993).

A disfun¢de fagocitiria multifatorial das células da linhagem macrofagica em
pacientes infectados provavelmente tem implicag8o na alta incidéncia, principalmente na fase
de imunodepressdo grave, de infecgdes por patdgenos de sobrevida intracelular, notadamente

0s agentes oportunistas.

Uma das manifestagdes mais graves e devastadoras da infeccio por HIV, a
encefalopatia, que afeta um tergo dos pacientes infectados, tem na disfun¢do dos macréfagos
o aspecto central de sua patdgenese (NOTTET & GENDELMAN, 1995).

Um melhor conhecimento da interagio entre HIV e fagocitos mononucleares no
homem pode indicar novos caminhos na quimioterapia antirefroviral e na imunoterapia. O
delineamento mais preciso da significincia clinica da facilitagdo, mediada por anticorpos, da
infeccdio retroviral do fagocito, é uma etapa fundamental na busca da prevencio por meio de
uma vacina eficaz e segura (DAMIAN, 1997).

No decorrer de quase duas décadas, desde o reconhecimento da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida, tem havido um esforgo intenso da comunidade cientifica para
estabelecer as relagGes entre 0 HIV e o sistema imune. HA porém, indubitavelmente, que se
aceitar a citagio de RUSSO-MARIE (1997). “na historia da pesquisa relacionada a SIDA,
até bem recentemente, as células da inhagem monocitaria ocuparam os bastidores, sendo o
palco dominado pelos linfocitos. Na busca de novas estratégias terapéuticas, este €, talvez, o

momento de remeter os macrofagos para a frente do palco”.
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2. OBJETIVOS




Sio objetivos do presente estudo:

- Investigar a atividade funcional de monécitos do sangue periférico de criangas nascidas de

maes infectadas pelo HIV-1, por meio de:

- Estudo da fagocitose de mononucleares mediada por receptores Fc, por meio de ensaio

laboratorial com hemacias de carneiro opsonizadas;

- Estudo da fagocitose de monomucleares mediada por receptores CR1 € CR3, uiilizando-se

particulas opsonizadas com IgG e/ou componentes do sistema complemento;

- Comparar os resultados de atividade fagocitaria no grupo de criangas infectadas com os
resultados em um grupo de criangas filhas de mdes infectadas pelo HIV-1, soro-

reversoras.

- Comparar os resultados de atividade fagocitaria de ambos os grupos anteriores com 0s

valores de referéncia do método para criancas normais (VILELA, 1985).

- Investigar se, no grupo de criangas infectadas, hé associagfo entre as fun¢des estudadas dos

monéeitos e marcadores da evolugo clinica € imunologica da infecgdo pele HIV-1.
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3. CASUISTICA E
METODOS



3.1. PLANEJAMENTO EXPERTMENTAL
3.1.1. Modelo do estude

- Estudo observacional, do tipo corte transversal (ALTMAN, 1991).

3.1.2. Selecio de participantes
3.1.2.1. Pacientes

Os pacientes foram selecionados entre as criangas infectadas pelo HIV-1 por
transmissdo vertical, em acompanhamento no Servico de Imunodeficiéncia Pediatrica do
Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), no periodo de
16/11/1995 a 16/04/1998. Estas criangas fazem parte de uma coorte, acompanhada de acordo
com um protocolo clinico e laboratorial. O atendimento dos pacientes é efetuado por uma
equipe multiprofissional, com médicos, assistentes sociais, enfermeiras e psicéloga. O autor

princtpal do estudo € membro do corpo clinico do Servigo.

Foram incluidas criancas nas 4 fases clinicas da classificagdo proposta em 1994
pelos CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC). Foram
estudadas 33 criangas infectadas, sendo 1 na categoria N, 11 na categoria A, 11 na categoria
B e 10 na categoria C. Na selegfio de pacientes, buscou-se uma proporcionalidade entre as

categorias clinicas da classificagdo.
Critérios de inclusao

- Estar caracterizada como infectada peloc HIV, por transmissio vertical, de

acordo com as defini¢des propostas pelo CDC em 1994:

a)Uma crianga com menos de 18 meses de idade, com sorologia positiva para o

HIV ou nascida de mée infectada e que:
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- Apresente resultados positivos, em duas determinagSes, de um ou mais dos

seguintes testes laboratoriais:
Reagio em cadeia de polimerase
Antigeno P24
ou

- preencha critérios para o diagnostico de SIDA, baseado na definigio de
vigilincia de casos de SIDA do CDC:

b) Uma crianga com 18 meses ou mais nascida de mée infectada pelo HIV que:

- apresente sorologia positiva para o0 HIV em 2 exames do tipo ELISA e um teste

confirmatorio (“Western blot” ou Imunofluorescéncia);
ou
- preencha qualquer um dos critérios enumerados no item a).
Critérios de exclusiao

- Ser considerada clinicamente instavel, por apresentar sintomas sugerindo
infecgGes secundarias agudas ou crbnicas ndo controladas, como: febre, diarréia, perda de
peso, necessidade de tratamento antimicrobiano ou internacio hospitalar nas 2 semanas

anteniores a realizagdo do experimento;

- Ter recebido algum hemoderivade (concentrado de hemadcias, plasma,
concentrado de plaquetas ou imunoglobulina intravenosa) nos 30 dias anteriores & realizagfo

dos ensaios previstos no protocolo de pesquisa.
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3.1.2.2. Controles

O primeiro grupo-controle, denominado grupo soro-reversor, constituiu-se de 18
criangas saudaveis, filhas de mies infectadas pelo HIV-1, que corresponderam aos critérios

de soro-reversio, caracterizada de acordo com a classificagdo proposta em 1994 pelo CDC:

- Apresentar exames sorolégicos negativos para o HIV (dois ou mais testes de

ELISA negativos realizados entre 6 ¢ 18 meses, ou um teste negativo apos 18 meses); e
- ndo apresentar outra evidéncia laboratorial de infeccio
e
- ndo apresentar doengas ou condi¢des indicadoras de SIDA.

Para comparagdo dos resultados de fagocitose utihzou-se o padrio de
normalidade do Laboratérioc de Imunologia Pediatrica, construido a partir dos resultados de
desempenho fagocitario de 28 criangas saudaveis, com idades entre 1 ano e meio ¢ 13 anos

(VILELA et al., 1989). Este grupo de criangas foi denominado grupo-controle de referéncia.

3.1.3. Protocolo

As caracteristicas das criangas pertencentes ao grupo de infectados e ao
grupo-controle soro-reversor foram registradas em protocolo de pesquisa (anexo 1),
incluindo dados clinicos € resultados laboratoriais. Em relagio ao grupo-controle de
referéncia foram registrados apenas os dados relativos a idade e aos resultados de ensaios

fagociticos, transcritos de estudo anterior (VILELA, 1983).

3.1.4. Caracterizacio des grupos de pacientes e controles

Os grupos de pacientes, controles soro-reversores ¢ controles de referéncia foram

comparados em relagdo a idade e sexo.
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Os grupos de pacientes e soro-reversores foram comparados em relagéio a:
Idade e sexo;
Caracteristicas laboratoriais

- Variaveis hematologicas - Taxa de hemoglobina; leucocitos totais; niimeros

absolutos de granulécitos; linfocitos totais e subpopulagdes linfocitarias; taxa de plaquetas;
- Niveis de imunoglobulinas

- Resposta 4 imunizag¢do com vacina anti-hepatite B

3.1.5. DIFICULDADES NO ESTABELECIMENTO DOS GRUPOS DE ESTUDO

Em relagio a idade, o estabelecimento de grupos-controle semelbantes ao grupo

de criancas infectadas apresentou as seguintes dificuldades:

O grupo-controle soro-reversor € composto de criangas acompanhadas pelo
servigo até os 5 anos de idade, ocasiio em que recebem alita do ambulatério. Como o
seguimento das criangas infectadas € mantido durante toda a infincia e adolescéncia, houve
neste grupo uma tendéncia a apresentiar mediana de idade significativamente superior a dos

SOTO-ITEVEISOICS.

O gmupo-controle de referéncia € composto de criangas saudaveis cujos
responsaveis permitiram voluntariamente a coleta de sangue, em estudo prévio (VILELA
et al., 1989). Este grupo apresenta idade maior que as idades dos grupos de soro-reversores
¢ de infectados. E sabido que, dos pontos-de-vista ético e afetivo, ha dificuldade em
estabelecer grupos-controle de criangas normais que necessitem procedimentos envolvendo
dor e desconforto, além do volume minimo de sangue (23 mL para a realizagio dos exames
do protocolo) e da anuéncia dos responsaveis na realizagdo de exames especificos para
descartar a infecgiio por HIV. Considerando estes aspectos, tornou-se razoavel, inicialmente,

ndo estabelecer um grupo-controle simultdneo com criancas nascidas de mies soronegativas.
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3.1.6. ESTABELECIMENTO DE GRUPOS SEMELHANTES EM RELACAO A
IDADE

Para atenuar o efeito da idade em relagiio ao desempenho fagocitdrio, a anahse
das diferencas de fungfio fagocitaria entre os grupos infectado e de referéncia com o grupo
soro-reversor foi realizada excluindo-se do grupo de infectados € do grupo de referéncia as
criancas com idade acima de 49 meses, correspondente ao percentil 95 do grupo
soro-reversor (tab. 1, capitulo de resultados). Nas comparagdes envolvendo apenas o grupo
de infectados e o grupo de referéncia, estratificaram-se os pacientes em grupos maiores ou

menores que 5 anos de idade.

3.2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.2.1. Coleta de amostras de sangue

De cada crianga do grupo de pacientes e do grupo-controle soro-reversor fot
colhida, por pungdo venosa periférica, uma amostra de 23 mL de sangue, para separac¢io de
mononucleares (10 mL em seringa com 500 UI de heparina), obtengfio de soro de paciente
{4 mL em tubo estéril sem anticoagulante), hemograma (2,5 mL em tubo com EDTA),
dosagem de imunoglobulinas (4 ml em tubo estéril sem anticoagulante) e estudo de
subpopulagdes linfocitarias (2,5 mL em tubo com EDTA).

Os pais ou responsaveis pelas criangas participantes do estudo foram orientados a
manté-las em jejum por 6 horas e suspender o uso de medicamentos por 12 horas

anteriormente a coleta dos exames.

3.2.2. Ensaio laboratorial

O ensaio laboratorial para determinac8o da fungio fagocitaria de monécitos foi

realizado no Laboratorio de Imunologia Pediatrica, localizado no Nicleo de Medicina ¢
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Cirurgia Experimental da UNICAMP. A metodologia do ensaio segue protocolos
estabelecidos por TERRITO & CLINE, (1976), MASUDA, (1977), VanFURTH,
VanZWET, LEIJH, (1978), modificados por VILELA, (1985). Para o manuseio do material
infectado por HIV, foram seguidas as normas de biosseguranca estabelecidas pelo CDC

(1988).
DESCRICAO DO ENSAIO
MATERIAL DE LABORATORIO

- Anticorpo de coelho de tipo 7S anti-eritrocito de carneiro (CECON, SP,
Brasil),

- Butanol (Merck S.A. Indastrias Quimicas, RJ, Brasil);
- Corante de May-Grinwald (Merck S.A. Industrias Quimicas, RJ, Brasil),
- Eosina G Amarela Certistain® (Merck S.A. Indistrias Quimicas, RJ, Brasil);

- Ernitrocitos de carneiro (Biotério Boa Vista, SP, Brasil) conservados a 4° C em

solugdo de Alsever estéril;
- Etanol absoluto {Merck S.A., Industrias Quimicas, RJ, Brasil};

- Gradiente de Ficoll-Hypaque com densidade 1077(Hystopaque® -1077, Sygma-
Aldrich, frvine, UK);

- HBSS - Solugdo salina balanceada de HANKS;
- Hematoxilina de Harris (E. Merck, Darmstadt, RFA),

Heparina (Liquemine® - 5000 Ul/ml. - Roche Produtos Quimicos e

Farmacéuticos, S.A., RJ, Brasil);

- Metanol (Merck S.A. Indastrias Quimicas, RJ, Brasil);
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- Resina de fixagio Entellan® (E. Merck, Darmstadt, RFA);

- Siliconizagiio de vidraria: Polidimetilsiloxane 360/350 CS fluido de silicone
(Dow Corning do Brasil Ltda);

- Tubos de LEIGHTON (Vidrolabor - Indastria € Comércio de Vidros de
Laboratério Ltda., SP, Brasil),

- Tubos descartaveis de 15 mL para separacio de células (Corning, NY, USA),
- Xileno (Merck S.A., Indistrias Quimicas, RJ, Brasil);

- Zimosan, preparado a partir de fermento Fleischman - fermento fresco de pao,
no Laboratorio de Imunologia Pediatrica do Nucleo de Cirurgia e Medicina

Experimental - UNICAMP.

PREPARO DO ZIMOSAN

Preparado a partir do fermento Fleischman - fermento fresco de pfo, seguindo-se
a técnica descrita por PILLEMER et al. (1956). 250 g. de fermento Fleischman foram
dissolvidas em 100 mL de salina 0,15 M, pH 7,15 e aquecidos em banho-maria fervente
durante 15 minutos, com agitagio continua. Apéds resfriamento, a suspensdo foi lavada trés
vezes com 100 mL de acetona. O material foi colocado em um dessecador a vacuo por uma
noite. Em seguida, pesado e tratado com HCI 0,02 N por 30 minutos a 75° C, usando-se 10
mL da solugdo para 1 g do material. Esta mistura fot centrifugada ¢ o sedimento lavado trés
vezes com agua destilada, duas vezes com alcool a 96% e uma vez com etanol absoluto.
Apos estes procedimentos, colocado em dessecador a vacuo e apds 1 noite, pesado. Todas as
lavagens foram realizadas a 4° C a 2.000 RPM, durante 15 minutos, com a finalidade de

remover os carboidratos solGveis e as gorduras.
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A amostra inicial de 250g de fermento fresco rendeu 58g de Zimosan.

Para uso, a suspensdo de Zimosan foi preparada a partir de 300 mg deste material
em 20 mL de salina 0,15 M e autoclavado a 120° C durante 1 hora. Suspensdes contendo 1 x
108 particulas por mL foram armazenadas de modo estéril a -4 °C.

PREPARO DE HBSS

Preparada a partir da solugdo estoque 10 vezes concentrada (OLIVEIRA LIMA
& DIAS DA SILVA, 1970) de acordo com a féormula abaixo e esterilizada por filtragio em

membrana de millipore.

Solugio A:  NaCl 80g
KCl 4g
CaCly 1,4g
MgSO,7H.0 2g
Agua destilada q.5.p. 0,5L

Solugio B:  Na,HPQ,12H,0O 1,52¢
KH,PO4 0,6g
Glicose 10g
Vermelho fenol 1% 16mL
Agua Destilada q.s.p. 0,5L
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As solugtes A e B foram misturadas sob agitagio e o volume completado para 1
litro. Para uso, esta solucio foi diluida 1:10 em agua destilada e tamponada pela adi¢io de
1,25% de solugiio de NaHCO; a 2,8% e armazenada de modo estéril a -20° C.

OBTENCAO DE LEUCOCITOS MONONUCLEARES

Apés coleta asséptica com heparina (aproximadamente 100 U de heparina por
mL de sangue), foi realizada centrifugaciio do sangue total por 30 min a 1500 rpm em
gradiente de Ficoll-Hypaque (Hystopaque®) com densidade 1077 (para separagio de
leucocitos mononucieares). Os leucécitos mononucleares foram cuidadosamente removidos
do gradiente e lavados trés vezes com solugio de HANKS aquecida a 37° C. Em seguida,
foram suspensos em solugio de HANKS e ajustada a concentragdo para 1 x 10° células/mL.
Em média, 18,7% da populagio total de mononucleares ¢ra constituida de mondcitos
(desvio-padrio = 6,8%).

FAGOCITOSE DE ERITROCITOS DE CARNEIRO INCUBADOS COM
ANTICORPOS DE COELAHO ANTI-ERITROCITOS DE CARNEIRO (EA)

Eritrocitos de cametro (E) conservados por, no maximo, uma semana a 4° C em
solugdo de Alsever esténl, foram lavados trés vezes em solugio de HANKS e em seguida
tiveram sua concentracio ajustada a 5% na mesma solugfio. A suspensio celular foi entdo
incubada por 30 min. a 37° C com igual volume de anticorpo anti-E (A) numa diluicio de
1:400, determinada como titulo subaglutmante. Apos este periodo de incubagfo, os
eritrocitos foram lavados trés vezes em solugio de HANKS e ajustada a concentragdo para

0,5%.
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FAGOCITOSE DE PARTICULAS DE ZIMOSAN INCUBADAS PREVIAMENTE
COM SORO HUMANO

As particulas de Zimosan, apés serem lavadas trés vezes em solugio de HANKS,
foram ressuspensas na mesma solugdo contendo 10% de soro humano fresco (“pool” de
voluntarios adultos normais, conservado a -70° C, e soro de cada paciente), numa

concentragdo de 1 x 10 particulas por mL.

ENSAIO FAGOCITICO (PARA EA E ZIMOSAN)

Um mililitro da suspensdo contendo 1 x 10° leucocitos mononucleares de
pacientes ou de controles foi incubado no interior de tubos de LEIGHTON (contendo uma
laminuia de vidro, previamente desengordurada e seca), por 30 minutos, a 37° C, em

atmosfera umida, com 5% de CO,, para que os monécitos pudessem aderir 2 laminula.

Apds este periodo de incubacdo, os tubos foram lavados trés vezes com agitacdo
vigorosa, em solugio de HANKS 4 temperatura ambiente, para a remocdo das células que

ndo aderiram, no caso, linfécitos.

Em seguida, as células aderentes 4 laminula foram incubadas por mais 30 min. nas
mesmas condi¢des anteriores, com uma suspenso de particulas previamente opsonizadas a
serem fagocitadas, constituidas de EA, para investigagdo dos receptores para Fc de IgG ou
com Zimosan incubado com soro para evidenciagio de receptores para a fracio C3 do

complemento.

Foram feitos também tubos-controle, onde a suspensdio a ser fagocitada foi
constituida de particulas ndo opsonizadas: suspensdo de particulas de Zimosan, incubadas por

30 min. a 37° C apenas com solu¢io de HANKS.
Os experimentos foram realizados dentro do seguinte esquema:
- Fagocitose de Eritrocitos de Carneiro:

- Monocitos de paciente incubados com EA

Casuistica e Métodos 28



- Fagocitose de Zimosan:

- Monocitos de paciente + Zimosan incubado com soro normal;

- Monécitos de paciente + Zimosan incubado com soro de paciente;
- Monécitos de paciente + Zimosan incubado com meio de HANKS.

Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

COLORACAQ E LEITURA

Apds 30 min. de incubagdio, como referido no item anterior, as laminulas foram
vigorosamente lavadas trés vezes com solugio de HANKS, a temperatura ambiente, para a
remogdo das particulas que ndo foram fagocitadas. Em seguida, as laminulas foram retiradas
do interior dos tubos de LEIGHTON e colocadas em um suporte para laminulas. Para os
experimentos com EA, procedeu-se a fixagio com 4icool metilico e coloragio pela

hematoxilina-eosing.

Para as laminulas previamente incubadas com Zimosan, utilizou-se o corante de
MAY-GRUNWALD.

Apos a coloragdo, as laminulas foram deixadas secar, e, a seguir, montadas enire

lamina e laminula, com auxilio de resina Entellan®

Finalmente, a leitura em microscépio foi realizada com objetiva de imerséio em
aumento de 1.000 vezes, contando-se 200 a 400 mondcitos em cada lamina, identificando-se
as células que haviam fagocitado as particulas. Os resultados foram expressos em
porcentagemn de c€lulas que fagocitaram em relagio ao mimero total de mondcitos
identificados (definido como indice fagocitério) e pelo nimero total de particulas fagocitadas

por 100 mondcitos (definido como capacidade fagocitaria).
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3.3. METODOLOGIA DA DETERMINACAO DAS VARIAVEIS LABORATORIAIS
PRESENTES NO PROTOCOLO DE PESQUISA

3.3.1, Exames para caracterizacio da infec¢io por HIV

- Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) (ROGERS, SCHOCHETMAN: HOFF,
1994);

- Western blot (ROGERS; SCHOCHETMAN; HOFF, 1994).

3.3.2. Variaveis hematolégicas
3.3.2.1. Variaveis mensuradas pelo hemograma:
Taxa de hemoglobina;
Leucocitos totais,
Granulocitos;
Linfocitos totais;
Mondcitos totais;

Os valores hematoldgicos basicos foram determinados pela realizacio de
hemogramas completos, por sistema automatizado de leitura Optica e de variagio de
impedancia. A anilise do esfregago foi realizada por microscopia 6ptica. Os hemogramas
foram realizados no Setor de Hematologia do Laboratério de Patologia Clinica do Hospital

das Clinicas da UNICAMP.
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3.3.2.2. Subpopulac¢des linfocitarias
hinfécitos T totais (CD3+);
linfécitos T CD4+;
linfécitos T CD8+;

A determinacio das subpopula¢@es linfocitarias, durante o decorrer do estudo, foi

efetuada por dois métodos diferentes, respectivamente;

Imunofluorescéncia: realizada no Setor de Imunologia do Laboratério de
Patologia Clinica do Hospital das Clinicas da UNICAMP. Método utilizado entre 16/11/95
(paciente n® 1) e 22/05/96 (paciente n® 11). O procedimento laboratorial consiste na coleta de
sangue em tubo heparinizado, separacdo dos mononucleares com ¢ uso de gradiente de
Ficoll-Hypaque (Hystopaque®) e marcagio das células com o uso de anticorpo monoclonal
(ORTHO-MUNE® - ORTHO Diagnostic Systems). Apos lavagem ¢ montagem entre lamina

e laminula, ¢ realizada leitura em microscopio especifico para imunofluorescéncia.

Citometria de Fluxo: método utilizado entre 23/7/96 (paciente n° 12) e 18/12/97
(paciente n® 53). A citometria de fluxo foi realizada no Laboratério de Pesquisa em SIDA. do
Hospital das Clinicas da UNICAMP e no Laboratoério de Marcadores Celulares do Centro de
Hematologia ¢ Hemoterapia da UNICAMP. Foi utilizado um citémetro FACSCalibur®
(BECKTON & DICKINSON), com o emprego de anticorpos monoclonais (ORTHO-
MUNE® - ORTHO Diagnostic Systems). As amostras foram analisadas com o auxilio dos
programas CELLQUEST® ¢ SIMULSET®.

3.4. NIVEIS SERICOS DE IMUNOGLOBULINAS (IgA, IgG, IgM, IgE)

Dosagens realizadas no Setor de Imunologia do Laboratério de Patologia Clinica
do Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas.

A determinagdo dos niveis séricos de IgA, IgG e IgM, durante o decorrer do

estudo, foi efetuada por dois métodos diferentes, respectivamente:
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Turbidimetria; Método utilizado entre 16/11/95 (paciente n® 1) e 24/01/96
(paciente n® 7). O método de turbidimetria mede a2 redugfio na transmisso da luz causada por
formagdo de particulas, e quantifica a luz residual transmitida (PESCE, FRINGS, GAULDIE,
1996). A leitura foi realizada em um aparelho Turbitimer® (Behring Diagnéstica, Sio Paulo,
SP, Brasil).

Nefelometria: método utilizado a partir de 22/05/96 (paciente n® 8). O método
de nefelometria mede a quantidade de luz dispersa por particulas em suspensdo, em uma
variedade de dngulos (PESCE, FRINGS, GAULDIE, 1996). A leitura é realizada em um
sistema Array® 360 (Beckman Instruments, Brea, CA, EUA).

Os mniveis séricos de IgE foram determinados por Ensaio Imunoenzimético de
Microparticulas (THOMPSON, 1996). A leitura foi realizada no sistema IMX® (Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL, EUA).

3.5, CARGA VIRAL LIVRE NO SORO

Mensurada com o uso da téenica quantitiva NASBA® HIV-RNA QT
(ORGANON TEKNIKA). A técnica NASBA® consiste em uma amplificagio de acidos
nucleicos baseada em sequéncia. O ensaio mimetiza o ciclo de replicagio do RNA viral. E
realizada a extraciio de RNA viral altamente purificado, seguida de amplificacfio isotérmica a
41° C. Realiza-se entdo a leitura com uma curva padronizada de calibragfio, fornecendo um
resuliado quantitativo {nimero de copias por mL) (ROMANO; VanGEMEN;, KIEVITS,
1996).

3.6. RESPOSTA A IMUNIZACAO COM VACINA ANTI-HEPATITE B

Os dados de soroconversio para a vacina anti-Hepatite B foram obtidos dos
pacientes participantes do estudo “Resposta imunolégica a vacinagdo contra a hepatite B em

criangas infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)”. Este estudo vem sendo
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conduzido desde 1995 pelo Centro de Referéncia em Imunocbiologicos Especiais da
UNICAMP em cooperagdo com o Servigo de Imunodeficiéncia Pediatrica, com o objetivo de
avaliar a resposta humoral contra a hepatite B em criangas infectadas pelo HIV e sorologia

para hepatite B negativa.

O imunégeno utilizado foi a vacina ENGERIX B® (Smith, Kline & French,
USA).

A determinagiio da resposta humoral ao antigeno vacinal foi realizada em

equipamento automatizado COBAS CORE® ELISA (Roche Diagnostics).

Foram consideradas soro-conversoras as criangas com sorologia anti-HBsAg
positiva apds 4 doses de vacina. Devido & probabilidade de rapida evolucio da
imunodepressdo em criangas com SIDA, foram utilizados resultados obtidos no prazo de um

ano antes ou apos o ensaio de fagocitose.

3.7. ANALISE DOS RESULTADOS
3.7.1. Parametros analisados
A analise dos resultados visou explorar:

- Diferengas nos indicadores de atividade fagocitaria entre o grupo de criangas

infectadas € os grupos-controle soro-reversores e de referéncia;
- Diferengas nos indicadores de atividade fagocitaria entre os grupos-controle;

- Diferengas nos indicadores de atividade fagocitaria no grupo de criangas

infectadas, de acordo com as seguintes variaveis clinicas e laboratoriais:
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Estagio clinico segundo a classificagiio de SIDA pediatrica proposta pelo CDC
em 1994;

Idade de inicio dos sintomas de infec¢do pelo HIV;,
Idade no momento do ensaio de fagocitose;
Presenca de infecgdio comprovada por patdgeno de sobrevida intracelular,

Variaveis hematologicas das séries eritrocitaria, granulocitaria, monocitaria e

plaquetarna;

Vanaveis hematologicas da série linfocitaria;
Niveis séricos de imunoglobulinas;
Resposta 4 vacinagdo contra a hepatite B;

Carga viral;

Associagdo entre os indices € capacidades fagocitarios para Zimosan no grupo de
criangas infectadas, de acordo com o tipo de opsonizagio (soro de individuos normais ou

soro de paciente).

3.7.2. Metodologia estatistica

A confecgdo do banco de dados e a abordagem estatistica descritiva e analitica
foram realizadas utilizando-se o programa SPSS para Windows, versdo 6.0, de 17 de junho
de 1993, de propriedade do Departamento de Pediatria da FCM-UNICAMP (n® de usuario
708621).
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Uma propor¢io significativa das varidveis numéricas continuas apresentou
distribuigio nfo-normal. Na analise dos resultados, foram utilizados os testes
ndo-paramétricos de Mann-Whitney e Kruskall-Wallis para a avaliagio da associagio entre
variaveis numéricas continuas e duas ou mais categorias. Para a avaliagio da associagdo entre
duas variaveis numéricas continuas, foi utilizado o coeficiente de correlagdo ndo-paramétrico
de Spearman. Para a avaliagio da associagiio entre duas varigveis categoricas, foi utilizado o
teste do qui-quadrado. Na analise das diferengas entre variiveis numéricas continuas relativas
a amostras pareadas de dois grupos, utilizou-se o teste da soma de postos de Wilcoxon

(ALTMAN, 1991).

Para a rejeicgio da hipbétese nula, foram considerados estatisticamente
significativos valores de P menores ou iguais a 0,05. A notagéo do valor de P no texto foi
efetuada pelo valor exato, exceto nos valores inferiores a 0,001, que foram descritos como

“P<0,001”,

3.8. CONSIDERACOES ETICAS

A metodologia de pesquisa obedeceu inicialmente as normas estabelecidas na
resolugdo n® 01/88, do CONSELHO NACIONAL DE SAUDE, sendo solicitada permissdo
verbal dos pais ou responsaveis para a coleta de sangue apds entrevista com o investigador
principal e descricio dos objetivos do estudo. Com a entrada em vigor da resolugdo n®
196/96 do CONSELHO NACIONAL DE SAUDE, em 10/10/1996, foi redigido um termo de
consentimento esclarecido de acordo com as normas da Comissio de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, sendo solicitada, a partir desta data, aos pais

ou responsaveis, a assinatura do termo apés entrevista com o investigador principal.

O projeto de pesquisa foi submetido 2 avaliagio do Comité de Ftica em Pesquisa
da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, e aprovado.
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4. RESULTADOS



4.1. CARACTERIZACAO DOS GRUPOS DE CRIANCAS INFECTADAS, SORO-
REVERSORAS E CONTROLES DE REFERENCIA

4.1.1. Idade

Houve diferengas significativas de idade entre os trés grupos. O grupo com maior
idade foi o grupo-controle de referéncia, seguido do grupo de criangas infectadas e do grupo de

soro-reversores (tab. 1).

Tabela 1: Comparacio entre as idades {em meses) dos grupos de criangas infectadas,

soro-reversoras e controles de referéncia

ASSOCIACAO ENTRE IDADE E FUNCAO FAGOCITARIA NO GRUPO-CONTROLE DE
REFERENCIA:

Em analise preliminar dos dados, observou-se associacdo entre idade ¢ indicadores de
fun¢do fagocitaria no grupo-controle de referéncia. Neste grupo, as criangas com mais de 5 anos
apresentaram desempenho superior nas capacidades fagocitanas para EA (P = 0,002) e zimosan
nio-opsonizado {P = 0,02) (tab.3, fig. 2) e no indice fagocitario para zimosan opsonizado (P =
0,03) (tab. 2, fig. 1).
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Tabela 2: Comparagio de INDICES FAGOCITARIOS em criangas do grupo de referéncia, de

acordo com faixas etarias

Tabela 3: Comparagio de CAPACIDADES FAGOCITARIAS em criangas do grupo de

referéncia, de acordo com faixas etarias

4.1.2. Sexo

Os trés grupos ndo apresentaram diferencas significativas em relagfo ao sexo (tab. 4).
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Figura 1. Comparagio de INDICES FAGOC ITARIOS em criangas do grupo de
referéncia, de acordo com faixas etarias.
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Figura 2. Comparagio de CAPACIDADES FAGOCITARIAS em criangas do
grupo de referéncia, de acordo com faixas etarias.
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Tabela 4: Comparagdo dos grupos de criangas infectadas, soro-reversoras e controles de

referéncia em relagio ao sexo

42. CARACTERIZACAO LABORATORIAL DOS GRUPOS DE CRIANCAS
INFECTADAS E SORO-REVERSORAS

4.2.1. Varidveis hematolégicas

SERIES ERITROCITARIA, GRANULOCITICA, MONOCITARIA E PLAQUETARIA

Observaram-se no grupo de criangas infectadas taxas de hemoglobina (P < 0,001),
leucéceitos totais (P = 0,003} e plaquetas (P = 0,03) significativamente inferiores em relacdo ao
grupo de soro-reversores. Néo houve diferengas significativas em rela¢io ao nimero absoluto de
neutrdfilos, basofilos, eosindfilos e mondcitos. A unica anormalidade hematoldgica observada no
grupo de soro-reversores foi anemia discreta (niveis de hemoglobina entre 10,5 g/dL e 11,5 g/dL)

em duas criangas {tab. 3).

LINFOCITOS TOTAIS E SUBPOPULACOES LINFOCITARIAS.

O grupo de criangas infectadas apresentou um namero significativamente inferior de
linfécitos totais (P < 0,001), linfécitos T (CD3+) (P = 0,003) e linfoécitos T CD4+ (P < 0,001).
Nao houve diferengas entre os dois grupos no numero absoluto de linfocitos T CD8+, A relagio

CD4+ / CD8+ foi significativamente inferior no grupo de criangas infectadas (P < 0,001), bem
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como a porcentagem de linfocitos T CD4+ em relagiio aos totais (P < 0,001). Todos os
SOro-Teversores apresentaram numeros nonmais de linfocitos totais e subpopulagdes linfocitarias
(tab. 6).

4.2.2. Niveis séricos de imunoglobulinas

Em relagio ao grupo soro-reversor, o grupo de criangas infectadas apresentou niveis
séricos de todas as classes de imunoglobulinas significativamente superiores. Com o
ordenamento dos niveis de IgA, IgG e 1gM em escores-z de acordo com a idade, as diferencgas se
mantiveram (P = 0,03 para IgA, P < 0,001 para IgG, P < 0,001 para IgM e P = 0,05 para IgE)

{(tab. 7). Todos 0s soro-reversores apresentaram niveis normais de imunoglobulinas.

Tabela 7: Niveis séricos de imunoglobulinas em criangas infectadas e soro-reversoras (valores

expressos em mediana, percentis 5 ¢ 95)

s
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4.2.3. Resposta a imuniza¢io com vacina anti-hepatite B

Vinte e cinco das 33 criangas infectadas foram imunizadas com a vacina anti-hepatite
B. Destas, 9 (36%) apresentaram resposta detectdvel de anticorpos anti-HBs ap6s um maximo de
4 doses. Das 18 criangas do grupo soro-reversor, 13 foram imunizadas, com uma resposta de

100%. As diferengas foram estatisticamente significattvas (P < 0,001).

4.3. COMPARACAO DE DESEMPENHO FAGOCITARIO ENTRE OS GRUPOS DE
CRIANCAS INFECTADAS, SORO-REVERSORAS E CONTROLES DE
REFERENCIA

4.3.1. Infectados e soro-reversores

Observou-se no grupo de criancas infectadas por HIV-1 um desempenho fagocttario
significativamente superior em relacio 4 capacidade fagocitaria de EA (P = 0,03), ¢ inferior em
relagdio a fagocitose de zimosan, sendo estatisticamente significativas as diferencas em relagio a
capacidade (P = 0,05) e ao indice fagocitério para zimosan opsonizado com soro normal (P =
0,04) (tab. 8 ¢ 9, fig. 3 ¢ 4)

4.3.2. Infectados e controles de referéncia, menores de 5 anos

O desempenho fagocitdrio no grupo de criangas infectadas foi inferior, sendo
estatisticamente significativas as diferencas em relacio ao indice fagocitario (P < 0,001) e a
capacidade fagocitaria (P = 0,04) para EA, 3 capacidade fagocitaria para zimosan opsonizado
com soro normal (P < 0,001) e aos indices fagocitanios para zimosan ndo opsonizado (P=0,01) e

opsonizado com soro normal (P < 0,001) (tab. 10 ¢ 11, fig. 5 ¢ 6).
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4.3.3. Infectados e controles de referéncia, maiores que 5 anes

O desempenho fagocitario no grupo de crangas infectadas foi inferior, sendo
estatisticamente significativa a diferenga em relagio ao indice fagocitario (P < 0,001) e &
capacidade fagocitaria (P = 0,01) para EA, as capacidades fagocitirias para zimosan nao-
opsonizado (P = 0,03) e opsonizado com soro normal (P = 0,04) e ao indice fagocitario para

zimosan opsonizado com soro normal (P = 0,002) (tab. 12 e 13, fig. 7 € 8).

4.3.4, Sore-reversores e controles de referéncia

O grupo de soro-reversores apresentou um desempenho inferior, com diferengas
estatisticamente significativas tanto em relagiio & capacidade fagocitaria (P = 0,004) como ao
indice fagocitario (P = 0,002) para EA, as capacidades fagocitarias para zimosan néo opsomzado
(P = 0,04) e opsonizado com soro normal (P = 0,001), e ac indice fagocitario para zimosan
opsonizado com soro normal (P =0,002) (tab. 14 e 15, fig. 9 ¢ 10).
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Figura 3. Comparagdo de INDICES FAGOCITARIOS em criangas infectadas e
soro-reversoras.
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Figura 7. Comparacio de INDICES FAGOCITARIOS de criangas infectadas e do
grupo de referéncia, maiores que 5 anos.
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Figura 8. Comparagio de CAPACIDADES FAGOCITARIAS de criangas infectadas
e do grupo de referéncia, maiores que 5 anos.
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Figura 9. Comparaggo de INDICES FAGOCITARIOS de criangas do grupo soro-
reversor e do grupo de referéncia.
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Figura 10. Comparagdo de CAPACIDADES FAGOCITARIAS de criangas do grupo
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4.4. COMPARACAO DE DESEMPENHO FAGOCITARIO NO GRUPO DE CRIANCAS
INFECTADAS

4.4.1. Variaveis clinicas
ESTAGIO CLINICO SEGUNDO A CLASSIFICACAQO DE SIDA PEDIATRICA DO CDC.

A comparagdo dos indices e capacidades fagocitarias entre as diferentes categorias de

evolugdo clinica no demonstrou diferencas significativas (tab. 16 ¢ 17, fig. 11 ¢ 12).

IDADE DE INICIO DOS SINTOMAS DE INFECCAOQ PELO HIV-1.

Observou-se tendéncia para melhor desempenho fagocitario no grupo de criancas
cujos sintomas se iniciaram acima dos doze meses. Houve diferencas significativas nos indices
fagocitarios de zimosan ndo-opsonizado (P = 0,03) e zimosan opsonizado com soro normal (P =
0,01) (tab. 18 ¢ 19, fig. 13 ¢ 14)

IDADE NO MOMENTO DO ENSAIO DE FAGOCITOSE.

O grupo de crangas com idade maior que 5 anos apresentou um desempenho
superior, com diferengas significativas em relagio aos indices fagocitirios para zimosan niio
opsonizado (P = 0,02), opsonizado com soro normal (P < 0,007) e soro de paciente (P < 0,001).
Em relagdo ao indice fagocitario para EA e as capacidades fagocitarias para EA e zimosan,
observou-se uma tendéncia mantida de desempenho superior no mesmo grupo, embora ndo

significativa estatisticamente (tab.20 e 21, fig 15 e 16).
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FORMAS DE EVOLUCAO CLINICA.

Compararam-se dois grupos polares em relagdo & evolugio clinica & época do ensaio
de fungio fagocitaria. O primeiro grupo fol composto com os pacientes com inicio precoce dos
sintomas (abaixo de 1 ano) e menos de 5 anos de idade no momento do teste. O segundo, com o0s
pacientes de inicio dos sintomas acima de 1 ano e mais de 5 anos de idade (*sobreviventes de
longo prazo”). Observou-se no primeiro grupo um desempenho inferior em todos os testes de
fun¢iio fagocitaria, sendo significativas as diferencas em relagfio aos indices fagocitarios para
zimosan nfo opsonizado (P = 0,003), opsonizado com soro normal (P = 0,001) ou soro de
paciente (P = 0,01), e & capacidade fagocitaria para zimosan opsonizado com soro normal (P =
0,01) (tab. 22 e 23, fig. 17 ¢ 18).

ASSOCIACAO DE INFECCAQ SISTEMICA POR PATOGENO DE SOBREVIDA
INTRACELULAR.

Do grupo de criancas infectadas por HIV-1, sete apresentaram em sua evolugdo
clinica infecgdo sistémica comprovada por patdgenos capazes de sobrevida intracelular. Este
grupo apresentou uma tendéncia a desempenho fagocitirio superior. Houve diferencas
estatisticamente significativas em relagdo ao indice fagocitario para hemacias de carneiro (P =

0,03) (tab. 24 € 25, fig. 19 € 20).
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Figura 11. Comparagio de INDICES FAGOCITARIOS no grupo de criangas
infectadas, de acordo com categorias clinicas.
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Figura 12. Comparagdo de CAPACIDADES FAGOCITARIAS no grupo de criangas
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Figura 13. Comparacio de INDICES FAGOCITARIOS no grupo de criangas
infectadas, de acordo com idade de inicio dos sintomas.
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Figura 15. Comparagio de INDICES FAGOCITARIOS no grupo de criangas
infectadas, de acordo com idade.
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Figura 17. Comparagio de INDICES FAGOCITARIOS em criangas infectadas, de
acordo com forma de evolucdo clinica.
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Figura 18. Comparagdo de CAPACIDADES FAGOCITARIAS em criancas
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Figura 19. Comparagao de INDICES FAGOCITARIOS de criangas infectadas, de

acordo com presenga de infecgdo por patogeno intracelular.
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Figura 20. Comparagao de CAPACIDADE FAGOCITARIAS em criangas infectadas,

de acordo com presenga de infecgdo por patogeno intracelular.
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4.5. VARIAVEIS HEMATOLOGICAS
SERIE PLAQUETARIA

Em relagio & fagocitose de EA, ndo se observou qualquer correlagio entre nimero de
plaquetas e desempenho fagocitario. Em relagfio & fagocitose de zimosan, observou-se uma
comrelagio inversa, estatisticamente significativa nos indices fagocitarios para zimosan ndo-
opsonizado (1 = -0,47; P=0,007) e opsonizado com soro normal (1 = -0,45; P = 0,008) e soro de

paciente (r; = -0,41;, P=0,02)(tab. 26 ¢ 27, fig, 21).

Tabela 26:. Associagio entre numero de plaguetas ¢ INDICES FAGOCITARIOS, avaliada

através do coeficiente de correlagdo de Spearman

Tabela 27: Associagdo entre namero de plaguetas e CAPACIDADES FAGOCITARIAS,

avaliada através do coeficiente de correlagdo de Spearman
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SERIES ERITROCITARIA, GRANULOCITICA E MONOCITARIA

Nio foram observadas associagles estatisticamente significativas entre as varidveis

citadas acima e os indices e capacidades fagocitarios.

LINFOCITOS TOTAIS E SUBPOPULACOES LINFOCITARIAS

Observou-se associagio negativa entre nimero absoluto de linfocitos, nimero total de
linfoeitos T e o desempenho fagocitario nas criangas infectadas. O coeficiente de correlagio de

Spearman mostrou diferengas estatisticamente significativas para as seguintes comparagoes:

ntimero absoluto de linfocitos, indices fagocitarios para zimosan ndo-opsonizado (s
=-0,53; P=0,002), opsonizado com soro normal (1, = -0,73; P < 0,001} ou soro de paciente {(r; =
-0,70, P < 0,001) e capacidades fagocitarias para zimosan opsonizado com soro normal {1, = -
0,54; P =0,001) ou soro de paciente (r; =-0,38; P=0,03) (tab 28 ¢ 29);

mumero total de linféeitos T, capacidade fagocitaria para zimosan opsonizado com
soro normal (r; = -0,59; P = 0,001) e indices fagocitarios para zimosan ndo opsonizado (rs = -
0,51, P = 0,004), opscnizado com soro normal {rs = - 0,69; P < 0,001) ou soro de paciente (1. = -
0,59; P=10,001) (tab. 28 e 29);

O mimero absoluto de linfécitos T CD4+ ¢ o desempenho fagocitario nas criangas
infectadas apresentaram associagdo negativa. O coeficiente de correlagiio de Spearman mostrou
diferencas estatisticamente significativas em relagdo aos indices fagocitarios para zimosan
opsonizado com soro normal (r; = -0,47; P = 0,007) ou soro de paciente (r; =-0,46, P=0,01)ea
capacidade fagocitaria para zimosan opsonizado com soro normal (r; = -0,57, P = 0,001) (tab. 28
e 29, fig. 22).

A associagio entre a relacio CD4+/CD8+ e o desempenho fagocitirio também

mostrou-se negativa, porém menos intensa, sendo significativa apenas para o indice fagocitario

Resultados 66



de EA (r;=-0,45;, P =0,01) e a capacidade fagocitaria de zimosan opsonizado com soro normal
(rs = -0,44; P=0,02) (tab. 28 ¢ 29).

Para uma analise por categorias, estabeleceram-se dois subgrupos de linfocitos T
CD4+ no grupo de criangas infectadas; um grupo com mimero absoluto abaixo do percentil 5
para a idade, e outro com niimero abscluto acima do percentil 5 para a idade. A comparagio da
fungdo fagocitéria entre estas categorias mostrou um desempenho Superior no grupo com NUIMeEro
de linfocitos T CD4+ abaixo do percentil 5 para a idade. As diferengas foram estatisticamente
significativas para a fagocitose de zimosan, em relagdo a capacidade fagocitaria de zimosan
opsonizado com soro normal (£ = 0,001) e aos indices fagocitarios de zimosan opsonizado com

soro normal (P = 0,03) e soro de paciente (P =0,01)(tab. 30 ¢ 31, fig. 23 ¢ 24).

Em relagdo as categorias imunologicas da classificagéio de 1994 do CDC, observou-se
uma tendéncia a desempenho fagocitario superior em todos os indices e capacidades fagocitarios
no grupo de criangas situado na categoria 3 {(niveis inferiores de linfocitos T CD4+). Tal
diferenca, no entanto, mostrou-se estatisticamente significativa apenas em relagdo a capacidade

fagocitaria para zimosan opsonizado com soro normal (P =0,01). (tab. 32 e 33, fig. 25 € 26)

Q numero absoluto de linfocitos T CD8+ e o desempenho fagocitario nas criangas
infectadas apresentaram associagio negativa, apenas para a fagocitose de zimosan. O coeficiente
de correlagio de Spearman mostrou diferencas estatisticamente significativas em relagéo a
capacidade fagocitaria para zimosan opsonizado com soro normal {(r; = -0,44; P = 0,01) ¢ indices
fagocitarios para zimosan ndo-opsonizado (r; = -0,55; P = 0,002), opsonizado com soro normal
(rs = -0,62; P < 0,001) ou soro de paciente {r; =-0,45; P=0,01) (tab. 28 ¢ 29, fig. 31).

Resultados I &7



Tabela 28: Associacio entre linfocitos totais, subpopulagdes e INDICES FAGOCITARIOS,

através do coeficiente de correlagdo de Spearman
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Tabela 29: Associagfio entre linfocitos totais, subpopulagdes e CAPACIDADES
FAGOCITARIAS, avaliada através do coeficiente de correlagio de Spearman
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Figura 21. Associacdo entre nimero de plaquetas e indice fagocitario para Zimosan -
soro normal em criancas infectadas.
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Figura 22. Associagdo entre mimero de linfécitos T CD4+ ¢ indice fagocitario para
Zimosan-soro normal em criangas mfectadas.
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Figura 23. Comparagdo de INDICES FAGOCITARIOS em criangas infectadas, de
acordo com nivel de linfocitos T CD4+ em relagdo ao percentil 5.
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Figura 24. Comparagdo de CAPACIDADES FAGOCITARIAS em criangas infectadas.
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Fig 25. Comparagio de INDICES FAGOCITARIOS no grupo de criangas infectadas,
de acordo com as categorias imunologicas da classificagdo de 1994 do CDC.
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Fig 26. Comparagdo de CAPACIDADES FAGOCITARIAS no grupo de criangas
infectadas, de acordo com as categorias imunolégicas da classificagao de 1994 do CDC.
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4.6. NIVEIS SERICOS DE IMUNOGLOBULINAS

Néo foi observada associagio estatisticamente significativa entre as variaveis que
avaliam o desempenho fagocitario de mondcitos € os niveis séricos de IgA, IgM ou IgE no grupo

de criancas infectadas.

Observou-se uma importante tendéncia a desempenho fagocitario inferior em criangas
com altos niveis séricos de IgG. O subgrupo de criangas infectadas com niveis de IgG acima de
2.000 mg/100 mL apresentou desempenho fagocitario significativamente inferior para todos os
indicadores de funcio fagocitaria para zimosan ou hemicias de carneiro (tab. 34 e 35, fig. 27 e
28).

4.7. RESPOSTA A VACINACAO CONTRA A HEPATITE B

O desempenho fagocitario mostrou-se inferior no grupo de criangas infectadas por
HiV-1 que apresentaram viragem sorologica apos um maximo de quatro doses da vacina anti-
hepatite B. Tal inferioridade mostrou-se estatisticamente significativa em relacio ao indice
fagocitario para hemacias de carneiro (P = 0,04), & capacidade fagocitaria para zimosan
opsonizado com soro normal (P = 0,03) e ao indice fagocitario para zimosan opsonizado com
soro normal (P =0,05) (tab. 36 ¢ 37, fig. 29 e 30).
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Figura 27. Comparagio de INDICES FAGOCITARIOS em criangas infectadas, de
acordo com niveis séricos de IgG.
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Figura 29. Comparagdo de INDICES FAGOC ITARIOS em criangas infectadas, de
acordo com resposta a vacina anti-hepatite B.
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Figura 30. Comparagdo de CAPACIDADES FAGOCITARIAS em criangas infectadas,
de acordo com resposta a vacina anti-hepatite B.
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4.8. CARGA VIRAL

Observou-se uma tendéncia a associagio negativa entre a carga viral e a funcio
fagocitaria. O coeficiente de comelagdo de Spearman mostrou diferencas estatisticamente
significativas em relagio ao indice fagocitario para zimosan opsonizado com soro normal

(r=-0,47; P=0,05) (fig. 32).

4.9. DESEMPENHO FAGOCITARIO PARA ZIMOSAN, OPSONIZADO COM SORO
NORMAL E SORO DE PACIENTE

O estudo das associagBes entre indices e capacidades fagocitarios para zimosan
incubado com soro normal e com soro de paciente através do teste da soma de postos de

Wilcoxon mostrou auséncia de diferencas significativas entre os dois grupos (tab. 38)

Tabela 38: Comparagio entre INDICES FAGOCITARIOS ou CAPACIDADES
FAGOCITARIAS para zimosan e tipo de opsonizagio em criangas infectadas pelo HIV-1
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5. DISCUSSAO



Ao compararmos ¢ grupo de criangas infectadas ¢ 0 grupo soro-reversor com o
grupo-controle de referéncia, observamos nos dois primeiros uma deficiéncia bem
caracterizada na fagocitose de Zimosan opsonizade com soro proveniente de “pool” de
doadores normais. Nesie experimento, o Zimosan ¢ opsonizado pelos componentes C3b,
produto da acdo da convertase C3b Bb da via alternativa sobre C3, e C3bi, produto da
clivagem de C3b pelo Fator I. Os componentes C3b e C3bi1 atuam como ligantes nos
receptores CR3 ¢ CR1 da membrana do monocito. A persisténcia da redugio da fungdo
fagocitaria em condi¢Ges adequadas de opsonizagdo do Zimosan (com soro de individuos
adultos normais) sugere uma deficiéncia quantitativa ou funcional em nivel de receptores de

membrana celular.

O desempenho inferior em todos os indicadores fagocitarios de Zimosan,
observado ao compararmos o grupo infectado com o grupo de referéncia, sugere a presenga
de uma disfungido na fagocitose dependente dos receptores CR1, CR3 e de colectinas,
necessarios para a fagocitose de Zimosan opsonizado, e de manose-fucose, mediadores da
fagocitose de Zimosan ndo-opsomizado. Adicionalmente, o receptor CR3 também esta
envolvido na fagocitose de Zimosan no-opsonizado, tanto através do sitio de ligagio para
polissacarides, como pela ligagiio de C3bi secretado localmente pelo macrofago e depositado

sobre o Zimosan (EZEKOWITZ ef al., 1985).

A disfun¢do fagocitana citada acima poderia se dever a dois mecanismos distintos
e ndo excludentes. A infecc@o pelo HIV seria capaz de induzir uma redugio na expressio dos
receptores CR1 e CR3 na membrana celular, j4 demonstrada experimentaimente (SPEAR et
al., 1990, KENT et al, 1994, TRIAL er al., 1995). Aliernativamente, a ligagio dos
carboidratos e glicoproteinas do virus, opsonizados ou nfo, aos receptores da membrana da
célula do hospedeiro, poderia modular a expresséio e a estrutura molecular dos receptores de

superficie dos fagocitos mononucleares (MOSSER, 1994)

Disturbios de modulagfio imune secundarios a infecgio pelo HIV tém o potencial
de alterar a atividade de receptores de complemento. Hé evidéncias experimentais de que o

tratamento de monocitos com IFN-y, citocina fregiientemente detectada em niveis elevados
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em pacientes com SIDA, pode reduzir a capacidade de ligagdo de CR1 ¢ CR3 (WRIGHT
et al., 1986).

A interacéo entre HIV e sistema complemento € bastante complexa, refletindo a
diversidade de mecanismos utilizados por agente e hospedeiro na busca de vantagens
evolucionarias (DIERICH, STOIBER, CHEN, 1996). Todas as linhagens de HIV, tanto as
primariamente patogénicas como aquelas cultivadas em laboratorio, ativam o complemento
pela via classica. A ativagdo resulta principalmente de mteracdio direta do subcomponente
Clg com a regido imunodominante da glicoproteina gp4l, levando a deposigio de
fragmentos de C3 sobre o virus (EBENBICHLER ef al., 1991). Um segundo mecanismo,
menos potente, consiste na ligacdio da glicoproteina gpl20 a Lectina Ligante de Manose
(MBL) € consecutivamente Clr e Cls (EZEKOWITZ ef al, 1989).

Células infectadas, expressando proteinas virais na membrana, sio capazes de
induzir a cascata do complemento tanto pela via classica como pela via alternativa. Os
processos citados acima tém o potencial de, dependendo das condigGes microambientais,
contribuir para a eliminagfio de células parasitadas ou, paradoxalmente, proporcionar uma
facilitagdo da infecgio pelo HIV nas células portadoras de receptores de complemento

(SOELDER et al., 1989; FUST, 1997).

QOutro fator solivel com poder opsonizante, a Lectina Ligante de Manose (MBL),
pertencente a familia das colectinas, tem sido reconhecida como agente auxiliador da
fagocitose para varios gé€neros de fungos e bactérias, que expressam em suas paredes
celulares polissacarides complexos com seqiiéncias contendo este carboidrato. Um pequeno
numero de virus, como o HIV ou o virus influenza, também possui estruturas manosiladas em
seus envelopes. Presume-se que esta atividade opsdnica direta seja mediada por receptores
especificos na membrana dos fagocitos, ainda ndo caracterizados precisamente. Além do
efeito opsonico resultante de sua ligaciio aos carboidratos, a MBL tem a capacidade de ativar
o complemento pela via classica, devido a sua analogia estrutural e funcional com o
subcomponente Clq. Tal ativagiio requer a interacdo entre a MBL € os complexos Clr2-
C1s2 (TURNER, 1996).
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Uma eventual deficiéncia na sintese ou na atividade da MBL em pacientes
infectados poderia contribuir para a deficiéncla de fagocitose de Zimosan opsonizado,
observada na populagdo de estudo. Relatos recentes sugerem a possibilidade de uma
associacio entre a atividade da MBL ¢ a interaciio HIV-hospedeiro. GARRED ez al. (1997)
demonstraram em individuos com baixos niveis séricos de MBL, portadores homozigdticos
de alelos variantes, maior risco de infecgdo apos exposi¢do ao HIV. Estes alelos também se
mostraram associados a menor sobrevida em pacientes infectados. No entanto, ndo ha
evidéncias até 0 momento que a infec¢do induza uma queda nas concentragdes de MBL

(NIELSEN et al., 1995).

Nio observamos diferencas significativas, tanto no grupo das criangas infectadas
cOmoO NO grupo soro-reversor, entre os indicadores de fagocitose de Zimosan opsonizado
com soro proveniente de “pool” de doadores normais € com soro do proprio pactiente. Tal
resultado refor¢a a hipotese de disfungdo celular, ndo responsiva a adigio de fatores

opsonizantes soliveis.

Nio foi possivel com nossa metodologia determinar se o soro de criangas
infectadas poderia causar alteragdes no desempenho fagocitano para Zimosan em células de
mdividuos saudaveis. Tal procedimento podenia fornecer evidéncias indiretas da atividade do
sistema complemento nestes pacientes. As similaridades entre a glicoproteina gp 120 e os
componentes do complemento properdina, C4bp e Clq determinam a sintese de anticorpos
que reagem de forma cruzada com as proteinas humanas. Este fendmeno tem o potencial de
reduzir a agdo do complemento (STOIBER er a/., 1995; 1996). Evidéncias indiretas de
disfuncdo do complemento sio sugeridas pela alta concentra¢io de imunocomplexos em soro
de criangas e adultos infectados pelo HIV, sugerindo bloqueio de Clq por autoanticorpos
(CARINI et al., 1987, ELLAURIE, CALVELLI, RUBINSTEIN, 1990; JARVIS, TAYLOR,
IOBIDZE, 1994).

A possibilidade de que fatores sohiveis presentes no soro de individuos infectados
tenham o potencial de modular outras fungdes fagocitdnas foi avaliada por PIERI &
ORSILLES, em 1994, Estes autores trataram neutrofilos de doadores saudaveis com o soro

de adultos infectados. O soro de pacientes assintomaticos induziu um aumento na produgio
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de anion superoxido, enquanto o soro de pacientes com SIDA levou a uma inibi¢io. Foi
proposta a hipotese que uma producdo anormal de citocinas ou outros produtos
inflamatorios, capaz de afetar a fungéo ou a expresséo de receptores opsdnicos, poderia ser a
causa das alteracBes fagocitarias. GABRILOVICH ef al. (1992), ao tratarem neutrofilos de
doadores saudéveis com sobrenadantes de culturas de mondcitos de adultos infectados,
observaram uma intensificagdo na quimictaxia ¢ na quimioluminescéncia das células tratadas
em relagdo as células-controle. O efeito estimulante foi mais intenso com ¢ sobrenadante de
mondcitos de pacientes assintomaticos. ROILIDES ef al. (1993) observaram imbigio da
atividade antifliingica contra Aspergillus em neutréfilos de doadores saudéveis tratados com

soro de criancas infectadas.

O ensaio de fagocitose de Zimosan nZo-opsonizado permite avaliar a fungdo do
receptor CR3 e também do receptor de manose-fucose, expressos de forma variavel por
mondceitos e macrofagos (SHEPHERD, LANE, ABDOLRASULNIA, 1997). O resultado de
nosso experimento, que demonstra uma diminuigio da fagocitose de Zimosan nfo
opsonizado no grupo de criangas infectadas em relagio ao grupo de referéncia, sugere a
possibilidade de uma redugdo na expressdo ou um bioqueio funcional de tais receptores neste
grupo de cnangas. Tal redu¢do podena ser resultante das alteragcdes de modula¢io imune
induzidas pelo HIV. Evidéncias experimentais demonstram um efeito regulador negativo do
IFN-y sobre a expressdo dos receptores de manose-fucose em macrofagos (HAUSCHILDT
& KLEINE, 1995). Tal citocina ¢ freqiientemente detectada em nivel elevado em pacientes
com SIDA. Estudos “in vitro™ e “in vive™” com za administracio de IFN-v a culturas de células
ou a pacientes infectados demonstram, no entanto, que a redugio na expressdo de receptores
¢ acompanhada de um aumento da capacidade de geracdo de radicais oxidativos e de lise
microbiana intracelular (DELEMARRE ef a/., 1993; MARODI et al., 1993).

A menor amplitude das diferencas na fagocitose de Zimosan nio-opsonizado em
relagdio dquela encontrada no ensaio de fagocitose de Zimosan opsonizado pode se dever ao
fato de que a expressio constitutiva dos receptores de manose em mondcitos € baixa mesmo
em hospedeiros imunocompetentes, sendo mais intensa em macréfagos (MARODI,
KORCHAK, JOHNSTON, 1991).
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Ao avaliarmos a fungio dos receptores Fc, principalmente FcyRI, através da
fagocitose de EA, a comparacio entre o grupo de criangas infectadas e o grupo de referéncia
demonstrou indices fagocitarios inferiores no primeiro grupo. Este resultado sugere disfungio
ou redugd@o na expressio de receptores Fe, secundarias & infecgdio por HIV. Alguns estudos
em adultos demonstram alteragdes na expressio destes receptores. Os resultados mais
heterogéneos sdo observados quando se estudam mondcitos ou macrofagos provenientes de
pacientes infectados, em que se observam redugdo (SPEAR ez al., 1990; TRIAL ¢t al., 1995)
ou aumento na expressio de tais moléculas na membrana (MANN et al, 1990; CAPSONI ef
al., 1992, 1994; AGOSTINI & SEMENZATO, 1996; GILBODY et al., 1997). Os resultados
dos estudos de macrofagos experimentalmente infectados, em cultura, também sdo
contraditorios, observando-se expressdo reduzida (KENT ef al., 1994) ou conservada

(NOTTET et al., 1993), tanto de receptores de imunoglobulinas como de complemento.

Boa parte da heterogeneidade observada no estudo de células provenientes de
pacientes infectados pode resultar do efeito de co-infecgdes, principalmente por patogenos de
vida intracelular. Estudos experimentais demonstram que a co-infeccio HIV-Mycobacterium
avium ou HIV-Mycobacterium-Toxoplasma em macrdfagos leva a reducdo na producio de
IL-1 pelas células infectadas e wnibigdo da fusio fagolisossémica em células estimuladas por

citocinas pro-inflamatorias (BLACK ef al., 1990; KALLENIUS et al., 1992).

Um resultado paradoxal foi encontrado ao compararmos a capacidade fagocitaria
de EA no grupo infectado em relagio ao grupo de referéncia, ndo se demonstrando
diferencas significativas. Também inesperada foi a superioridade de desempenho do grupo
infectado em relagido ac soro-reversor para este indicador. Estes dados sugerem que, apesar
do indice fagocitario inferior (indicando um mimero reduzido de células com o fenotipo
adequado para esta fungfio), as céluias dos pacientes infectados que mantiveram a funcfo

fagocitaria apresentaram capacidade de ingestéio preservada ou mesmo intensificada.

Uma hipotese para explicar tal heterogeneidade poderia ser formulada com base
na possibilidade da infecgio por HIV induzir mudangas fenotipicas nas populagdes de
mondcitos e macrofagos. Variagdes fenotipicas tém sido descritas em pacientes infectados

(TRIAL et al., 1995). No entanto, ndo estdo precisamente esclarecidas até 0 momento as
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caracteristicas funcionais dos principais fenotipos (ZIEGLER-HEITBROCK et al., 1991;
TURPIN & LOPEZ-BERESTEIN, 1993).

Como a propor¢éio de mondcitos parasitados pelo HIV ¢ baixa em relagio ao
“pool” circulante total, sugerimos que a disfungfo celular observada no grupo infectado ndo
se deva a efeito citopatico direto, mas principalmente a distirbios de imunomodulagdo. Os
resultados de estudos em fagdceitos mononucleares em cultura ddo suporte a esta afirmacéo

(CROWE et al., 1995).

O conjunto dos indicadores de fungfio fagocitaria demonstra uma deficiéncia
funcional dos mondcitos circulantes de criancas infectadas pelo HIV-1 em relagdo a criangas
ndo infectadas, sejam elas, ou néo, filhas de mies soropositivas. E plausivel inferir que esta
disfuncdo tenha implicagdes na evolugio clinica das criangas com SIDA. A conseqiiéncia
clinica mais relevante de tal disfuncio seria o aumento na incidéncia de infecgBes por
patégenos intracelulares, cuja eliminagéio depende de uma fungfio monocitaria e macrofagica
adequada, como as causadas por fungos, protozoarios ¢ micobactérias. Em relagio a
determinados fungos patogénicos, como Candida albicans e Candida tropicalis, dados
experimentais demonstram que a capacidade de ingestio e lise intracelular é maior em
monécitos do que em neutrofilos (SCHUIT, 1979), destacando o papel critico desta

populacio celular.

A importincia clinica da disfungfio do macréfago na SIDA em pediatria tem sido
insuficientemente avaliada. O Gmico estudo pediatrico sobre fagocitose de fungos por
macrofagos demonstrou deficiéncia de fagocitose e lise intracelular de Aspergillus fumigatus
(ROILIDES et al., 1993). Em adultos, ha uma série de estudos demonstrando redugio no
desempenho fagocitanio em relagdio a fungos e protozoarios (ESTEVEZ et al, 1986;
EALES, MOSHTAEL, PINCHING, 1987; ROILIDES et al., 1993; DELEMARRE et al.,
1993; CHATURVEDI, FRAME, NEWMAN, 1995, REARDON et al., 1996).

Mondcitos ¢ macrofagos desempenham também importante papel no controle de
infeceBes bacterianas. Varios estudos em adultos infectados citam alteragdes fagocitrias em

relacdo a patOgenos bacterianos com capacidade de sobrevivénecia intracelular, como o
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Staphylococcus aureus (MUSHER et al, 1990, SZKARADKIEWICZ, 1992; POS et al,,
1992; TRIAL ef al., 1995). Em relaciio 4 imunidade para Strepfococcus pneumoniae, o
agente mais freqiiente de infecgOes bacterémicas em criangas com SIDA, a maioria dos
estudos concentra-se na produgfo e atividade funcional de anticorpos especificos, havendo
apenas um estudo sobre o papel de células efetoras. Neste estudo, ABADI ef al. (1997) ndo
encontraram diferencas na distribuigdo de genotipos para a expressdo de FcyRIla em criangas

infectadas com histéria de infecgdo pneumocdcica invasiva.

O deficit de fungéo dos fagocitos mononucleares também pode estar associado a
alteragBes de resposta imune celular e humoral causadas por falhas dos macrofagos teciduais
no processamento ¢ apresentagio de antigenos (MEYAARD, SCHUITEMAKER,
MIEDEMA, 1993). Tais fungdes sdo representativas do papel de elo de ligagio entre as

respostas imunes inata ¢ adaptativa, desempenhado pelo sistema fagocitario mononuclear.

O desempenho fagocitério do grupo de criangas soro-reversoras, em relagio ao
grupo-controle de referéncia, mostrou-se inferior para todos os indicadores testados. Tal
resultado pode inicialmente parecer paradoxal, pois grupos de criancas soro-reversoras sio
freglientemente utilizados como controles normais para varios estudos clinicos e laboratoriais
na area de SIDA em pediatria. No entanto, sao freqiientes na literatura consideracdes sobre a
falta de evidéncias demonstrando que as criangas soro-reversoras sejam idénticas do ponto-
de-vista imunologico as nascidas de maes ndo-infectadas (EUROPEAN COLLABORATIVE
STUDY, 1992).

Em estudo ja citado sobre anormalidades de fusdo fagolisossémica de monécitos,
mensurada pela captagdo de acridina laranja em criancas infectadas, PITTIS  ef al. (1997),
ndo encontraram diferencas estatisticamente significativas no desempenho do grupo soro-
reversor, em relagdo a um grupo-controle de criangas nascidas de maes HIV-negativas. A
distribui¢do dos dados no grupo soro-reversor, no entanto, apresentou uma variancia bem

maior do que no grupo-controle, cujas criangas nfo tiveram nenbum contato com o HIV.
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Na avaliagio da imunidade humoral no grupo-controle soro-reversor,

observamos em todas as criangas niveis séricos normais de classes de imunoglobulinas.

As criangas soro-reversoras também mostraram desempenho normal na avaliagdo
da resposta a vacina contra a hepatite B, composta por um imundgeno timo-dependente,
antigeno de superficte do virus da hepatite B obtido por recombinagido de DNA. Porém, nfo
dispomos do titulo de anticorpos anti-HBs, para avaliar a magnitude desta resposta, e de
dados de criancas filhas de maes soronegativas para comparagdo. Interpretamos este
resultado como uma demonstrac@o da competéncia dos sistemas T ¢ B para este antigeno

nestes pacientes.

Contudo, em relacdo as subpopulagdes linfocitarias, observamos no grupo
soro-reversor diferengas discretas na contagem de células do sistema T em relagdio aos
padrdes de normalidade (COMANS-BITTER ef al., 1997). Nas 13 criangas soro-reversoras
avaliadas, os niveis absolutos de linfécitos T CD4+ situaram-se na faixa normal, porém trés
delas apresentaram relagio CD4/CD8 menor que 1, e cinco apresentaram uma porcentagem
de linfocitos T CD4+ abaxo de 30%. Na avaliagio da linhagem T-supressora, 12 criangas
apresentaram contagens de linfocitos TCD8+ superiores ao valor da mediana do padrio de
referéncia. Entretanto, o mimero de criangas avaliadas foi pequeno, nfio permitindo

conclusdes sobre o significado epidemioldgico de tais resultados.

Anormalidades significativas em subpopulagdes linfocitarias, relatadas por
GESNER et al. (1994), foram observadas em 7% de 146 soro-reversores em um grupo de
criangas norte-americanas. Comparadas a criangas filhas de maes soronegativas, as criancas

soro-reversoras apresentaram medianas de kinfocitos T CD4+ persistentemente inferiores.

Na populag¢@o de nosso estudo, havia diferengas significativas de idade entre o
grupo soro-reversor e ¢ grupo-controle de referéncia. Porém, a deficiéncia de desempenho

fagocitario permaneceu, mesmo na comparacdo de grupos semelhantes em rela¢fo 3 idade.
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Nosso estudo nfio avaliou a possibilidade de diferencas sdcio-econdmicas e
ambientais entre os dois grupos-controle, e seu possivel impacto sobre a fungio fagocitaria.
A probabilidade que as criangas soro-reversoras vivam num ambiente com exposicio intensa
e precoce a diversos patégenos, devido as condigdes socio-econdmicas e de salde de seus
familiares, merece consideraciio. Em um estudo sobre a incidéncia de infecgGes mnvasivas por
Streptococcus pneumoniae em cnangas filhas de mées infectadas, FARLEY ef al. (1954)
identificaram no grupo de criangas soro-reversoras uma incidéncia bastante inferior &
observada nas criangas infectadas, porém, superior dquela observada na populagéo pediatrica

geral.

O papel de fatores do ambiente e da exposi¢io a antigenos imunopatogénicos tem
sido avaliado, indiretamente, por alguns pesquisadores. Estudos em adultos citam disfungéo
fagocitaria em individuos soronegativos, que apresentam os mesmos comportamentos de

risco de individuos infectados (ESTEVEZ et al., 1986; GAMBA ef ai., 1987).

GESNER et al., comentam, em artigo publicado em 1994, a necessidade de se
valorizarem as evidéncias sugestivas de que a exposicdo ao HIV deixe “marcas” no sistema
imune de criancas soro-reversoras. Este grupo de criangas € exposto, desde a vida
intra-uterina, a altas concentragdes de anficorpos integrantes da resposta humoral materna,
que podem interagir com receptores em linfocitos e fagdeitos (KOWALSKI, 1989
KARPATKIN, NARDi, KHOURI, 1992). Alguns estudos demonstram a presenga em
criangas soro-reversoras de marcadores de ativagio de resposta humoral e celular anti-HIV,
sugerindo contato com antigenos virais, ou mesmo infecgdio viral com resolugdo pele
hospedeiro (CHEYNIER et al., 1992, ROWLAND-JONES er al., 1993, ROQUES ef al,
1995).

Nossos resultados e os relatos citados acima sugerem a necessidade de uma
avaliacdo mais precisa e abrangente do sistema imune de criangas soro-reversoras, ¢ do

eventual significado clinico das alteragdes encontradas.
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Ao avaliarmos a associagdo entre as variaveis da evolugdo clinica e indicadores
de fungfio fagocitaria em criangas infectadas, observamos diferencas significativas para a
fagocitose de Zimosan. Tais diferengas se observaram em relagdo as caracteristicas de
evolugio temporal da infecgiio (idade de inicio dos sintomas e idade no momento da
realizacio do ensaio) e ndo entre as diferentes categorias climicas da classificagdo de 1994 do
CDC. O melhor desempenho fagocitario foi identificado no grupo de criangas classificadas
como “sobreviventes de longo prazo” e naquele cujo inicio dos sintomas se deu mais

tardiamente {(acima de 1 ano).

Uma comparagio mais detalhada entre criangas com mais de 5 anos e inicio
tardio versus criangas menores de 5 anos e inicio precoce mostrou uma acentuagio destas
diferencas. As criancas mais novas no momento do ensaio apresentavam também idades de
inicio dos sintomas significativamente inferiores as mais velhas (medianas de 27 e 5 meses
versus 95 e 57 meses, respectivamente, P < 0,001). O grupo mais novo apresentou um
desempenho fagocitario significativamente inferior. Cumpre destacar que n3o houve

associagio destes fatores com as categorias clinicas da classificagao do CDC.

Nossos resultados contrastam com os observados por PITTIS ef al. (1997), que
detectaram redugio no indice fusdo fagolisossdmica de mondcitos, diretamente proporcional
ao aumento de gravidade nas categorias clinicas e & idade no momento do ensaio. No
entanto, aparentemente, neste estudo, nio foi avaliada a influéncia da idade do micio dos

sintomas, podendo ser este um fator de confundimento.

A realizagio de estudos multicéntricos longitudinais europeus e
norte-americanos, com o acompanhamento de coortes de criangas nascidas desde 1982,
perntiu estabelecer, a partir do inicio dos anos 90, a historia natural da infecgdo pelo HIV
por meio de transmiss&o vertical. O panorama resultante da analise dos diferentes estudos ¢é
relativamente homogéneo, compondo-se um padrio de evolu¢do bimodal, com o
estabelecimento do diagnostico de SIDA em 70% dos casos abaixo dos dois anos. Apds o
periodo de lactente, a curva de distribui¢io da idade ao diagnostico € bem mais suave, sendo
10 a 20% dos casos diagnosticados depois dos 4 anos. Os principais fatores associados a uma

evolugdo clinica de maior gravidade foram: detecciio de antigenos virais no sangue na
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primeira semana de vida (indicando infecgfio intra-uterina); infec¢@o por hnhagens de HIV
com poder de replicagio rapida e capacidade de indugfio de sincicios; presenga de niveis
elevados de carga viral sérica no primeiro ano de vida; inicio dos sintomas clinicos nos
primeiros 6 meses; deplecio precoce de linfécitos T CD4+; niveis precocemente elevados de
linfécitos T CDS8+; intensidade de elevagdo dos niveis séricos de imunoglobulinas,
predominio de resposta de linfocitos T do tipo “helper 2” (DeMARTINO e# al,, 1991; TOVO
et al., 1992, TURNER et al., 1993; ITALIAN REGISTER FOR HIV INFECTION IN
CHILDREN, 1994; VIGANO ef al., 1995, ENGLUND ef al., 1996, MOFENSON ez al.,
1997, MUNOZ-FERNANDEZ et al., 1997, SHEARER et al, 1997).

Em nosso estudo, o grupo de criangas “sobreviventes de longo prazo” ¢ com
inicio tardio de doenga pode ter sido relativamente “poupado™ de uma agressio mais intensa
pelo HIV durante o primeiro ano de vida, um perfodo critico para a ontogenia do sistema
imune. Em contraste, o grupo de criangas mais novas e com inicio mais precoce teria
acumulado fatores clinicos e imunolégicos relacionados a um quadro infeccioso mais
agressivo (WILFERT ef al., 1994; ITALIAN REGISTER FOR HIV INFECTION IN
CHILDREN, 1994). O protocolo utilizado em nossa pesquisa, contudo, ndo permitiu avaliar

quais fatores estariam, de fato, associados aos dois padrdes de evolugdo.

N3o sdo citados estudos na literatura sobre a associagdo entre carga viral livre no
soro ¢ desempenho fagocitario. Observamos, em nosso ensaio, uma associagio inversamente

proporcional entre a carga viral e a fagocitose de Zimosan opsonizado com soro normal.

A determinacio da carga viral tem sido utilizada como o indicador mais fidedigno
da intensidade da replicagio viral disponivel até o0 momento. O paralelismo entre a carga viral
sérica ou plasmitica e a intensidade da infecgio nos orgdos linféides, ja estabelecido, permite
inferir que a manuten¢io de altas cargas virais esteja associada a uma deterioracdo
progressiva do sistema imune (MELLORS et al., 1997, MOFENSON et al, 1997). As
Giltimas diretrizes de tratamento antiviral, tanto em criancas como em adultos, recomendam a
utilizagio deste exame para orientar as decisdes terapéuticas (CARPENTER et al., 1997,
CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 1998).
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Dois mecanismos podem ser levados em consideragdo no entendimento da
associacio entre carga viral e fagocitose de Zimosan, observada neste estudo. Uma alta carga
de virus livre torna disponivel uma grande concentragdo de proteinas especificas do HIV no
soro. Estas proteinas, notadamente as moléculas gp41 e gp120 do envelope viral, sdo capazes
de ativar o complemento e, recobertas por C3, ocupar sitios de ligag&o nos receptores CR1 e
CR3 (EBENBICHLER ef al., 1991). Desta forma, ocorreria uma diminui¢do do numero de
sitios de ligagdo disponiveis para as particulas de Zimosan opsonizadas. Este fendmeno
poderia ser especificamente importante na patogenia do deficit fagocitario, pois os receptores
de membrana dos fagdcitos, ao terem seus sitios de ligagdo ocupados por ligantes especificos,
sofrem mudangas de conformagfio estrutural que alteram a sinalizagdo em membrana,
transdugio intracelular dos sinais e interagdes funcionais entre diferentes classes de moléculas
(MOSSER, 1994). Uma outra possibilidade de explicagio seria a aglo de um excesso de
antigenos virais alterando a imunomodulagio e conseqﬁeﬁtemente a expressdo destes
receptores (KENT et al., 1994). PITTIS et al. (1993), ao estudarem a fusfo fagolisossdmica
de monécitos de adultos infectados, observaram uma inibigdo significativa desta fungdo ao

incubarem as células com concentragdes crescentes da glicoproteina gp120 recombinante.

Pode-se supor, também, que a proporgio de mondcitos infectados em relagdo ao
“pool” circulante total seja maior em individuos com carga viral elevada, tendo como
conseqiiéncia um deficit fagocitario mais acentuado. Uma série de relatos em literatura sugere
que as alteragdes fenotipicas e funcionais de fagécitos mononucleares sdo mais intensas,
embora nfio exclusivas, naqueles parasitados pelo HIV (NEWMAN et al., 1993; CAMERON
et al., 1994),

No grupo de pacientes infectados, observamos uma tendéncia a cargas virais mais
elevadas nas criangas mais novas ¢ com inicio mais precoce dos sintomas, quando
comparadas &s mais velhas e de inicio mais tardio (medianas de 1.545.000 copias / mL versus
2450 copias / mL, P = 0,04). A associacio entre idade e carga viral na infecgdo pedidtrica
pelo HIV ja se encontra bem estabelecida. Caracteristicamente, em criangas infectadas por
transmissdo vertical, os niveis de carga viral sdo bastante elevados nos primeiros dois anos de

vida, correlacionando-se com a gravidade da evolugio clinica. Gradativamente, apos esta
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idade, em todos os niveis de imunossupressdo, ocorre um controle parcial da replicag@o viral,
com o estabelecimento de valores semelhantes aos de pacientes adultos em torno dos 5 anos
de idade (McINTOSH et al, 1996, ROUZIOUX et al., 1997, PAEDIATRIC
EUROPEAN NETWORK FOR TREATMENT OF AIDS, 1998). A infecgfio pelo HIV por
transmissio vertical, por determinar altas taxas de replicago viral, caracteristicas da infecgdo
aguda por este retrovirus, em uma fase precoce do desenvolvimento do sistema imune, tem ©
potencial de afetar sua ontogenia, resultando em deficits funcionais secundarios a disturbios
de maturagio. Tais distirbios sdo mais severos em recém-nascidos infectados por linhagens
capazes de causar disfungdio timica, associadas aos padrdes mais graves de evolugdo clinica

(WILFERT et al., 1994; NAHMIAS et al., 1998).

Entre os fatores capazes de alterar o microambiente celular e influenciar a fun¢do
dos fagécitos encontram-se os medicamentos utilizados no tratamento de criangas com
SIDA, principalmente os antiretrovirais e os agentes quimioprofilaticos. Destaca-se o fato de,
pelas propras caracteristicas de seu mecanismo de agdo, a maioria destas drogas apresentar
penetragio intracelular. Os principais medicamentos em uso nos pacientes da populagic de

estudo foram a zidovudina, em 29, ¢ o co-trimoxazol, em 24.

O intervalo de 12 horas sem uso de medicamentos, previamente a coleta de
sangue para o ensaio laboratorial, diminuiu as chances de que houvesse concentragdes
intracelulares significativas de ambas as drogas, uma vez que a meia-vida intracelular da
zidovudina ¢ de 4 horas, e do co-trimoxazol, de 8 horas (STRETCHER et al, 1994
MOSBY’S GenRx, 1998). No entanto, devido & possibilidade de alteragtes farmacocinéticas
pelo uso prolongado ou por interagdes com outros medicamentos em uso, eventualmente
alguns pacientes poderiam apresentar niveis intracelulares de medicamentos com o potencial

de afetar a fungdo fagocitaria.

Os dados na literatura a respeito da interagdo entre a zidovudina e a fungdo de
fagOcitos mononucieares sdo controversos. DeSIMONE ez al. (1996) relatam redugdo da
fingdio fagocitaria de mondcitos humanos normais tratados com zidovudina sob diferentes
conceniragdes. No entanto, POS ef al. (1992), ao incubarem mondcitos de individuos

saudaveis com zidovudina em concentra¢des de 0,1, 1T ou 10 pg/mL, ndo encontraram
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nenhum prejuizo em relagdo a fagocitose ou lise intracelular de S. aureus. FLO et al. (1994),
relatam que o tratamento com zidovudina nfo alterou a quimiotaxia ou a producio de
quimioluminescéncta por mondcitos ou neutrofilos de individuos saudavers. BALDWIN.
(1990), em um modelo de infecgfio experimental de macrofagos humanos normais em cultura,
demonstraram que o tratamento com zidovudina, 6 dias apdés a infecgdo, fot capaz de
prevenir a deficiéncia de lise intracelular de Candida pseudotropicalis, observada em células
nZo tratadas. Qutros pesquisadores relatam a existéncia de atividade antibacteriana intrinseca
pela zidovudina, principalmente contra bactérias gram-negativas (HERRMAN &
LAGRANGE, 1992). A analise dos trabalhos acima citados sugere que eventuats prejuizos de
funcio fagocitaria secundarios a agdio direta da zidovudina, de relevincia ainda nfo

estabelecida, seriam compensados pelos beneficios de um tratamento antiretroviral eficaz.

Em relaciio aos efeitos do co-trimoxazol sobre a fungdo fagocitaria também ha
controvérstas, apesar deste farmaco ter sido introduzido na pratica clinica quase duas décadas
antes da zidovudina. Encontram-se estudos na literatura relatando aumento da quimiotaxia, e
redugiio ou aumenio do metabolismo oxidativo ¢ da lise microbiana. No entanto, os estudos
disponiveis abordando efeitos sobre a ingestdo microbiana, foco principal de nosso ensaio
laboratorial, nio demonstram influéncia do co-trimoxazol sobre esta fungdo (ZANUSSI &
CAPSONI, 1987, POS et al., 1992).

O comprometimento do sistema T € o aspecto central na patogénese da SIDA.
Uma queda profunda e transitoria dos niveis de células CD4+ ocorre nas primeiras semanas
apods a infecgdo, seguida de estabilizagdo em patamares abaixo dos niveis pré-infeccdo. Estes
niveis permanecem estaveis ou em lento declinio por um periodo de tempo variavel, em geral
mais curto na crianga que no adulto, em que se estabelece um equilibrio entre a replicagio
viral, a lise celular ¢ a capacidade de geracdo de novas células. Com o progressivo
esgotamento da capacidade de regeneragdo do “pool” de linfocitos T CD4+, a infecgio
evolul para o estagio de imunossupressdo grave (AMADORI, ZAMARCHI, CHIECO-
BIANCHI, 1996). No recém-nascido e no lactente jovem saudaveis, as contagens absolutas

de linfécitos T CD4+ sfio cerca de trés vezes superiores as do adulto, atingindo niveis
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semelhantes a este, apds os 5 anos. No entanto, a relagdo CD4:CD8 e a porcentagem de

linfocitos T CD4+ sio equivalentes as observadas no adulto (HANNET et al., 1992).

A elevacio da contagem de linfocitos T CD8+ costuma ser mais intensa nas fases
iniciais da infeccdo, relacionando-se com a resposta imune celular do hospedeiro.
Evolutivamente, os niveis se mantém elevados como parte do mecanismo de homeostase das
células T, proposto por MARGOLICK et al. (1995). Em estagios clinicos mais avangados, a
contagem de células T CD8+ cai a niveis similares aos observados em individuos nio

infectados.

A associagio inversa que observamos entre os indicadores da fagocitose de EA e
Zimosan e a contagem de linfocitos T CD4+ nos leva a retomar o aspecto particular da
relagdo entre idade, padrio de evolugéio clinica e fungdo fagocitaria na populagéo do estudo.
O subgrupo de pacientes infectados com idade superior a 5 anos e inicio de sintomas apos o
1* ano de vida, que apresentou valores superiores de desempenho fagocitario em relagdo ao
grupo de criangas menores que 5 anos e inicio precoce dos sintomas, apresentava também, na
data de realizacdo do ensaio laboratorial, uma depleciio mais intensa na subpopulacio de
linfocitos T CD4+. Tal deplegiio é previsivel considerando as diferencas de idade entre os
dois grupos (medianas de 94,9 meses versus 27,0 meses, P < 0,001), e o inicio tardic do
tratamento antiviral no grupo de criangas “sobreviventes de longo prazo”. Estas criangas, no
entanto, por terem apresentado o imicio dos sintomas da infecc@o por HIV em uma idade com
maior maturidade imunolégica, podem ter modulado a infecgdo de modo a preservar a fungdo
fagocitaria. Cumpre lembrar que mesmo este grupo, apesar de apresentar um desempenho
comparativamente methor em relagdo ao grupo de criangas mais novas e de idade mais
precoce ao inicio dos sintomas, apresenta indices e capacidades .fagocitérios inferiores ao

grupo de referéncia.

Nossos resultados contrastam com o estudo de PITTIS ef al. (1997), que, ao
analisar a fusfo fagolisossdmica de monécitos em criangas infectadas, observaram uma
associacdo direta entre indice de fusdo fagolisossdmica e contagem de linfocitos T CD4+. No
entanto, ndo dispomos de dados sobre as caracteristicas de distribuigdo etana e de evolucgio

clinica da populagdo deste estudo, para uma comparagdo mais precisa.
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Nio encontramos na literatura estudos que explorassem a relagdo entre ndmeros
absolutos de linfécitos T CD8+ e indicadores de fun¢io fagocitaria. A associagiio inversa,
observada em nossa popula¢io de estudo, principalmente em relagdo a fagocitose de
Zimosar, reflete provavelmente as conseqiiéncias da evolugfio temporal da infecgéio pelo HIV
por transmissdio vertical sobre as células do sistema T. Observamos entre as criangas
infectadas uma contagem de linfocitos T CD8+ significativamente mais elevada no grupo
mais Jovem ¢ de menor idade ao inicio dos sintomas, cujos indicadores de fungdo fagocitaria
se mostraram inferiores (medianas de 1.495 células / mm3 versus 892 células / mm3, P =
0,003). Adicionalmente, niveis mais elevados de linfocitos T CD8+ refletem ativagio
persistente do sistema T, que pode estar associada a distirbios de imunomodulagdo, que, por

sua vez, podem estar implicados na patogénese da disfungfo fagocitaria (GIORGI, 1996).

A associagdo negativa entre niveis séricos de IgG e competéncia fagocitaria em

criangas com SIDA, observada em nosso estudo, ndo foi relatada anteriormente na literatura.

A hipergamaglobulinemia ¢ uma das anormalidades imunologicas mais
consistentes e precocemente observadas em lactentes infectados por transmissdo vertical
(FALOON ef al., 1989, DaSILVA et al, 1996). Resulta inicialmente de uma resposta
humoral vigorosa, restrita pelo sistema MHC classe II, e de um efeito direto de ativagio
policlonal de linféeitos B pelo HIV. A resposta humoral ¢ dirigida principaimente a epitopos
de proteinas do envelope viral, embora todas as proteinas estruturais ou reguladoras
apresentem sitios imunogénicos (BJORLING & NORRBY, 1996). Devido 4 persisténcia do
agente infeccioso € a sua intensa variabilidade genética, o estimulo para a ativagio do sistema
B ¢ mantido durante a evolugéio da infec¢lo. Progressivamente, a resposta humoral contribui
para a selegdo de linhagens resistentes a vigildncia imunologica do hospedeiro. Em estudos de
histéria natural em crangas infectadas por transmissiio vertical, observa-se, apés uma
resposta inicial exuberante, uma modulacfio da sintese de anticorpos (DeMARTINO ez ol
1991). Evolutivamente, a manuten¢do de niveis elevados de imunoglobulinas sugere controle
inadequado da infecgio, estando associada também a altos niveis circulantes de citocinas pro-
inflamatorias (IL-6 e TNF-q), ativagdo linfocitaria e retroalimentacdo positiva da replicagio

viral (RAUTONEN et al., 1991). Observa-se homologia entre proteinas do HIV e moléculas
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reguladoras do sistema imune, como as proteinas do sistema MHC classe II. Devido 2
persistente sobrevivéncia do patégeno no curso da infecgdo, o estimulo i sintese de
anticorpos ¢ mantido, incluindo-se a formagdo de anticorpos anti-idiotipicos. Tais
caracteristicas da interagfio entre agente e hospedeiro estabelecem as condiges para a génese
de fendmenos auto-imunes, contribuindo para a patogenia da SIDA (VIA & SARWARI,
1996).

A ativagdo cronica da sintese de imunoglobulinas esta acompanhada da disfun¢io
na formagdio de anticorpos especificos. Esta disfungfo apresenta associagdo com as
alteracbes quantitativas e funcionais das células T CD4+ Este fenémeno pode ser
demonstrado na populacio de nosso estudo, em que se observou uma assoclacio positiva
entre o nimero de linfocitos T CD4+ e a capacidade de resposta & vacina contra a hepatite B.
Outros relatos apresentam resultados semelhantes em relacdo 4 resposta a este e outros

imunogenos {DIAMANT ef al., 1993).

O efeito da hipergamaglobulinemia sobre a fungfio fagocitaria pode ser exercido
pela ocupagdo direta de sitios de ligagdo, como os receptores Fe, tornando-os indisponiveis
para a ligagio de anticorpos. Tal fendmeno € bem conhecido € pode apresentar importincia
clinica, como atesta o efeito imunomodulatério do uso de imunoglobulina intravenosa em
doengas auto-imunes (BLANCHETTE, KIRBY, TURNER, 1992). Alternativamente, ha
evidéncias que doses excessivas de imunoglobulina intravenosa, possam causar disfungio

fagocttaria em recém-nascidos (FUITWARA et al., 1997).

A formacgio de imunocomplexos € freqiientemente relatada no contexto da
atrvagdo imune persistente associada a SIDA e 4 reducio da capacidade de seu clareamento
com a evolugdo da infecgiio (BENDER et ai., 1988). Tais complexos tém a capacidade de
fixar complemento, podendo resultar na ocupagao de receptores CR1 ¢ CR3 de fagocitos . A
menor disponibilidade do receptor CR3 pode estar tambem associada a redugdo da fagocitose
de EA pelos receptores Fc, pois este receptor esta funcionalmente associado 4 organizagdo
celular para a ingestdo de particulas opsonizadas com IgG (BROWN, 1991). TRIAL et al.
(1995), ao expor experimentalmente amostras de sangue de doadores normais a

imunocomplexos, observaram uma redugdo significativa na fagocitose de Staphylococcus
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aureus por mondcitos. A intensidade desta redugio fol mversamente assoctada a capacidade

de producdo de radicais oxidativos e diretamente associada a expressio do receptor CR3 na

superficie das células.

A possibilidade da ocupacgiio de receptores celulares por ligantes, resultantes da
intensa resposta humoral associada a infecgdo por HIV, € sugestiva de que a
hipergamaglobulinemia funcione como um marcador da gravidade das altera¢des de
modulagio do sistema imune. E interessante ressaltar gue, em nossa populacio de estudo, os
niveis de IgG apresentaram uma associagfo direta com outros marcadores relacionados &
disfungdo fagocitaria, como a carga viral (r; = 0,42, P = 0,08) e o mimero de linfocitos T
CD8+ (rs = 0,41, P=0,02). Sob esta abordagem, a disfunc@o fagocitaria mais acentuada em
pacientes com hipergamaglobulinemia poderia ser interpretada no contexto dos distirbios de
imunorregulacdo proprios da infecciio retroviral cronica. Tais distarbios poderiam estar
associados a redugfio na expressio quantitativa ou a um bloqueio funcional dos receptores Fc
¢ de complemento da membrana celular, 4 semelhanga do que ja foi demonstrado

experimentalmente por outros autores (KENT et al., 1994).

O Virus da imunodeficiéncia Humana interage com o Homo sapiens como um
patégeno pertencente a uma linhagem de antiga convivéncia com os primatas, selecionado e
adaptado, integrado ao genoma de céiulas com papel central na organizacio da resposta
imune humana, tanto inata como adaptativa. Este conjunto de fatores toma plausiveis as
altera¢tes encontradas no presente trabalho. A complexidade das interacdes entre patogeno e
sistema imune, no entanto, determina intensas dificuldades no delineamento dos mecanismos

que mediarn tais alteragdes.

Nosso estudo, ao avaliar a capacidade de ingestdo de particulas por mondcitos de
criangas infectadas pelo HIV, permitiu demonstrar a existéncia de uma deficiéncia funcional
nesta populagdo celular. Foi possivel, também, identificar alguns marcadores clinicos e
laboratoriais relacionados a intensidade de tal disfungo. A analise da literatura demonstrou,
apesar da diversidade de relatos, evidéncias de que outras fungdes dos fagdcitos

mononucleares, como quimiotaxia, lise microbiana intracelular e capacidade de apresentago
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de antigenos, também se encontram prejudicadas em conseqiiéncia direta ou indireta do

parasitismo intracelular persistente deste retrovirus.

Os mecanismos determinanies deste conjunto de disfungbes celulares estdo
parcialmente delineados, tomando possivels especulagdes sobre a viabilidade de intervengSes
terapéuticas dirigidas especificamente a populagio de fagocitos mononucleares. As
caracteristicas do parasitismo exercido pelo HIV sobre o fagdcito mononuclear, notadamente
a prolongada sobrevivéncia intracelular do patogeno, ddo suporte ao estudo de perspectivas
terapéuticas inovadoras. Experimentos com o uso de analogos de nucleosideos no interior de
lipossomos conjugados a anticorpos, objetivando a utilizagdo dos receptores Fc para a
internalizacio dos medicamentos, mostram, in vitro, intensificacio da agfo antiretroviral. A
eliminagdo seletiva de células infectadas pode ser tentada com o uso de citotoxinas
especificas para receptores de interleucinas com expressao aumentada nestes grupos celulares

(WAHL, ORENSTEIN, SMITH, 1996).

No entanto, as caracteristicas fragmentarias e a abordagem reducionista da
matoria dos estudos experimentats nfo fornecem subsidios para que os mecanismos da
interacio entre HIV ¢ fagocito sejam compreendidos com maior abrangéncia. Encontramos,
nos artigos que relatam estudos experimentais, a predomindncia de raciocinios lineares,
mnadequados para a compreensdo de fendmenos envolvendo o sistema imune, caracterizado
por um grande nimero de interrelagdes entre seus componentes, muitas delas ndo previsiveis

através dos métodos de investigacdo mais utilizados (TADA, 1997).

Nio existe ainda uma clara compreensdo do significado da disfungio fagocitaria
em relacdo A evolucdo clinica da SIDA em adultos ou criancas. Os estudos pediatricos sio
escassos, sendo todos os relatados até o momento (incluindo-se nosso ensaio) com
metodologia de corte transversal e pequenas amostras. Estudos longitudinais com o
seguimento de um maior namero de criangas seriam necessarios para uma melhor definicio
dos marcadores clinicos e laboratoriais associados a presenga de disfungfio fagocitaria,
caracterizacdo de sua relevincia e delineamento de medidas terapéuticas. A ampliagdo do

numero de pacientes exigiria a realizagdo de estudos multicéntricos adequadamente
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coordenados, nos quais poderiam ser destacados subgrupos representativos para analises

imunolégicas mais detalhadas.

Temos o firme proposito de que nosso estudo se inclua no conjunto de esforcos
de pesquisadores e pediatras brasileiros para a melhor compreensio da patogenia da infecgdo

pelo HIV em criangas.
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6. CONCLUSAO




1. Identificou-se no grupo de criangas expostas ao HIV-1 uma deficiéncia da fungdo de

monoécitos, caracterizada por:

¢ diminuicio da fagocitose mediada por receptores Fc , CR1 ¢ CR3 no grupo

de criancas infectadas, em relacfio as criangas ndo expostas;

 diminuicdo da fagocitose mediada por receptores CR1 e CR3 no grupo de

criangas infectadas, em relagéio as soro-reversoras;

e diminui¢do da fagocitose mediada por receptores Fc, CR1 e CR3 no grupo de

criangas soro-reversoras, em relagdo as ndo-expostas.

2. No grupo de criangas infectadas, a mator gravidade da disfunciio fagocitiria esteve

associada aos seguintes fatores:
e idade menor que 5 anos;
e inicio dos sintomas abaixo de 1 ano;
* contagens mais elevadas de linfocitos T CD4+;
e contagens mais elevadas de linfocitos T CD8+;
e nivels mais elevados de carga viral livre no soro;

s niveis séricos de Ig(G acima de 2.000 mg / 100 mL,

3. A disfuncdo na fagocitose mediada pelos receptores CR1 e CR3 nfio é reversivel pela

opsomzagio do ligante {(Zimosan) com soro de individuos no-infectados.
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7. SUMMARY




The uptake of human immunodeficiency virus (HIV) by the CD4 monocyte
receptor may result in deficiencies of monocyte effector and regulatory functions. Even non-
infected cells may be affected by immuromodulatory abnormalities associated with HIV
infection. These mechanisms may be associated with some clinical features of pediatric AIDS,

such as the high prevalence of intracellular pathogen infections.

Monocyte function was evaluated in 33 HIV-l-infected and 18 exposed
seroreverter children with an assay of peripheral blood monocyte phagocytosis for Zymosan
(ZYM) and sheep red blood cells (EA), mediated by the CR1,CR3 and Fe¢ receptors,
respectively. The ZYM assay was conducted with non-opsonized ZYM and opsonized ZYM
with patient serum or serum from a normal blood donor pool. The phagocytic index
(percentage of cells having phagocytosis on a slide) and the phagocytic capacity (number of
phagocytized particles in 100 cells) were determined. Simultaneously with the collection of
blood for the phagocytic assay, blood was collected for complete blood count, lymphocyte
subsets determination (CD3+, CD4+, CD8+) and immunoglobulin levels (IgA, IgG, IgM).
The response to Hepatitis B vaccine was also studied in infected children. The phagocytic

indices and capacities of exposed children were compared to values from a healthy reference

group.

The results of the phagocytic assay showed an impairment in CR1 and CR3-
mediated phagocytosis between infected and seroreverter children, and in CR1, CR3 and Fc-
mediated phagocytosis between infected and reference groups. Compared to the reference
group, seroreverter children had an impairment in CR1, CR3 and Fc-mediated phagocytosis.
In the group of infected children, the factors positively associated with the severity of
phagocyte disfunction were: age less than 5 year-old; beginning of symptoms in the first year
of life; higher levels of CD4+ and CD8+ T-lymphocytes; higher serum viral load; IgG levels
higher than 2,000 mg / 100 mi. In the assay for CR1 and CR3-mediated phagocytosis,
opsonization of the ligand (ZYM) with pooled serum from healthy aduits did not improve
phagocyte function.
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The detection of phagocyte dysfunction in HIV-1-infected children, warrants the
need for a better understanding of the immunopathogenetical, clinical and therapeutical
outcomes of HIV-monocyie / macrophage interactions in the pediatric population. The
consequences of exposure to HIV-1 on the immune function of seroreverter children deserve

more detailed studies.
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ANEXO 1

PROTOCOLO CLINICO

FUNCAO DE FAGOCITOS MONONUCLEARES EM CRIANCAS INFECTADAS PELO VIRUS DA

IMUNODEFICIENCIA HUMANA
NOME: Ne;
HC: DATA NASC:_ SEXO:
DATA DO EXAME: DATA DE INICIO DOS SINTOMAS:
DIAGNOSTICOS CLINICOS:
DIAGNOSTICO DATA
CLASSIFICACAO:
MS / 1988: CDC /1994
AVALIACAO IMUNOLOGICA:
HEMOGRAMA:
DATA |HEM |HB HT LEUC [NEU [LI MO  |EO BA PLAQ
IMUNOGLORBULINAS:
DATA: IgA: IgGr TgM: IgE:
DATA: IgA: igG: IgM: IgE:
SUBPOPULAGOES LINFOCITARIAS:
| DATA: | CD3: | CD4: | CD8: | REL; |
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DATA; CD3: CD4: CDS: REL:
TESTES CUTANEQS:

DATA:

PPD;

MEDICAMENTOS EM USO:

NOME INDICACAO DATA DE INICIO DOSE
EM USO DE GAMAEV ? DATA DA ULTIMA DOSE:

HEMODERIVADOS (ULTIMA DOSE E TIPO):

AVALIACAO DA FAGOCTTOSE:

NUMERO DE MONONUCLEARES:

INDICE FAGOCITARIO

CAPACIDADE FAGOCITARIA

ZYM / MEIO

ZYM / SORO NORMAL

ZYM / SORO PAC.

HEM. CARNEIRO

PRODUGAO DE SUPEROXTDO:

PACIENTE

CONTROLE

MONO / ZIMOSAN

MONO /PMA

MONO / ESPONTANEA

PMN / ZIMOSAN

PMN / PMA

PMN / ESPONTANEA

Arexas
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ANEXO 2

Dados gerais - grupo de criangas infectadas pelo HIV-1.

CAT. CAT. IDADE

CODIGO SEXO CLINICA | IMUNOL. {M)
2 M C 3 127.60
48 M C 3 97.47
20 F B 3 110.63
53 F C 3 91.63
26 M B 2 79.27
29 F A 1 101.37
18 F A 1 73.53
n M A 2 91.80
14 F B 3 84 .97
27 F B 2 147.47
11 F B 2 85.40
37 M B 3 122.90
5 F Cc 3 59.30
25 M A 2 41.47
6 F A 2 30.30
23 F A 2 4113
15 F A 2 50.73
21 F A 3 4553
7 F C 3 14.70
36 F B 2 44 87
49 F A 1 1527
4 M C . 28.67
52 M B8 2 56.90
24 M A 3 13.47
2 F Cc . 19.53
44 F B 1 12.77
16 M c 2 10.53
13 M B 3 34.87
3 F Cc 3 19.50
50 M C 1 27.03
17 M A 2 51.70
28 M 8 3 37.43
19 M A 3 39.77

33 33 33 31 33
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Carga viral - grupo de criangas infectadas pelo HIV-1

INICIO DOS CARGA CARGA
IDADE | SINTOMAS | VIRAL (cop. VIRAL
CODIGO | (M) ™M 7 mL) {LOG)
) 127.60 10357 ) )
43 97.47 55.47 4400 3.64
20 110.63 12.43 . )
53 91.63 74.27 500 2.70
26 79.27 58.93 i )
29 101.37 92.50 500 2.70
18 73.53 23.97 50000 470
o1 91.80 57.30
14 94.97 15.90
27 147.47 9.27 . .
1 85.40 3.00 84000 492
37 122.90 7.73 11000 4.04
5 59.30 40.93 ) .
25 4.47 39.80 25000 4.40
6 30.30 15.80 ) .
23 4113 19.63 82000 4.91
15 50.73 38.33 7800 3.89
21 4553 2327 11000 4.04
7 14.70 3.27 ) .
36 44 87 3.40 1200 3.08
49 15.27 5.77
4 28.67 7.73 ) .
52 56.90 7.27 330000 5.52
24 13.47 8.97 2000000 6.30
22 19.53 2.30
44 12.77 6.13 ) .
16 10.53 403 340000 5.53
13 34.87 3.93
3 19.50 5.13 X )
50 27.03 7.43 6900 3.84
17 51.70 517 37000 4.57
28 37.43 5.53 89000 495
19 39.77 5.70 220000 5.34
33 33 33 18 18
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Dados gerais - grupo sOro-reversor

CODIGO SEXO IDADE
95 M 39.30
57 M 31.27
33 M 4823
47 F 15.40
56 F 63.18
54 M 22.07
58 M 41.20
41 F 25.20
39 F 9.90
42 M 16.93
40 F 7.90
38 F 2467
H M 18.87
34 F 26.50
43 F 31.10
35 F 7.80
32 M 37.10
30 M 17.20
18 18 18
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Dados gerais - grupo de referéncia

CODIGO | SEXO IDADE
71 F 21.00
64 M 32.00
74 F 27.00
81 F 18.00
69 F 48.00
63 M 42.00
66 M 60.00
61 M 60.00
82 F 54.00
76 M 48.00
60 M 108.00
73 M 144.00
85 M 72.00
87 M 90.00
75 F 108.00
72 M 120.00
67 F 81.00
62 F 96.00
86 F 75.00
80 M 117.00
78 F 156.00
70 M 132.00
83 M 108.00
68 F 84.00
85 M 108.00
84 M 96.00
79 F 110.00
77 F 120.00
28 28 28 |
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Variaveis imunoldgicas - grupo de criangas infectadas pelo HIV-1

5 igA - |ng- 1gM - 1gE - CD3 3: CD4/ cD8/
CODIGO dl. mg/di dL Ul/imL mm mm3 mma3
2 1030 1530 mg11..?1 110 206 7 170
48 609 1530 210 4000 819 28 742
20 230 1980 206 - 1279 119 1102
53 233 2190 205 19 2282 337 1807
26 1530 3340 379 768 1636 277 1311
29 55 2550 115 14 2037 644 1044
18 70 2150 118 178 1500 570 892
01 277 2070 260 1604 910 428 421
14 475 2110 287 17 622 10 423
27 272 1770 265 37 1868 220 1346
11 1380 3170 290 49 2472 372 2011
37 805 2880 281 - 676 65 544
5 115 579 162 - 210 1 185
25 106 1640 146 1337 1843 591 1081
6 186 1960 184 - 2495 967 1385
23 150 2040 9% - 1594 623 798
15 170 2230 224 4000 2865 23 1997
21 558 2400 435 - 1157 54 1012
7 451 1510 222 - 1884 412 1281
36 156 1500 178 4000 2529 611 1313
49 53 1250 54 6 2843 1145 | 1403
4 475 2720 366 . ; - -
52 203 2920 167 631 3370 841 2134
24 1070 2790 216 - 2580 7 3114
22 148 2190 191 _ - ] i
44 56 2600 208 23 2282 1550 1616
16 152 2650 124 - 7983 1323 6282
13 201 2120 102 1895 2024 78 1515
3 951 2450 618 9 1680 334 1089
50 251 2200 123 458 4710 998 3048
17 0 3080 164 1843 2304 546 1247
28 260 2060 166 396 1863 324 1168
19 281 2470 142 - 2004 383 1495
33 32 33 33 21 31 31 31
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Desempenho fagocitario - grupo de criangas infectadas pelo HIV-1

CODIGO | CFAGOEA | CFAGOZM | CFAGOZSN | CFAGOZSP | IFAGOEA | IFAGOZM | IFAGOZSN | IFAGOZSP
2 423 315 743 - 73.76 3586 50.58 -
48 208 165 339 329 50.76 18.99 85.30 7943
20 456 191 666 659 76.23 2592 85.78 7272
53 186 133 359 385 37.81 15.68 75.54 81.77
26 220 183 321 243 54.60 33.94 .77 71.93
29 155 125 268 223 11.90 16.46 86.57 58.56
18 244 - 246 2Zr7 | 6584 - 86.76 94.46
01 120 1% 407 384 1263 3344 76.99 B1.47
14 - 128 427 303 73.45 14.31 67.41 81.78
27 229 192 447 39 3995 | 6244 88.99 50.04
11 - - - - 68.69 80 30.10 72.24
37 150 127 534 496 36.40 18.15 87.43 82.06
5 317 155 535 485 67.70 33.05 97.08 9544
25 201 195 368 a5 | 2.1 15.26 6844 7426
6 210 272 345 353 38.95 53.06 69.95 61.72
2 - 118 65 207 - 19.00 60.35 40.15
15 - 107 260 610 29.00 162 45.44 30.00
21 244 104 309 24§ 393 7.38 50.77 60.38
7 251 202 483 504 | 5352 19.66 86.96 89.51
36 261 13 262 25 | 4582 9.47 65.94 4841
49 1654 125 273 20| 409 25.04 7026 81.39
4 270 150 263 25| 2455 524 4953 57.06
52 173 14t 265 299 32.02 14.84 33.59 37.18
24 168 128 284 244 31.82 7.78 4473 49.00
2 114 155 156 186 212 9.28 468 3.72
4 174 - 337 312 1795 1.35 34.06 64.46
16 261 - 204 219 39.13 294 19.05 15.08
13 - 72 285 377 - 827 62.14 50.44
3 151 155 225 236 | 3503 18.07 53.39 4370
50 153 102 217 197 4737 11.08 41.46 3993
17 - - 137 art 30.53 00 2.36 569
28 210 133 390 270 23.06 10.96 68.80 6221
19 250 - 333 603 | 7880 1.98 4418 7943
33 27 27 32 31 31 3 33 3z |
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Desempenho fagocitario - grupo de criangas SOTo-TEvVersoras.

CODIGO | CFAGOEA | CFAGOZM | CFAGOZSN | CFAGOZSP | IFAGOEA | IFAGOZM JIFAGOZSN | IFAGOZSP__]
55 163 38 407 30 | 3291 | a7 7673 82.72
57 270 100 500 497 | 7992 1020 87.44 93.96
3 103 11 356 214 | s903| 1008 64.05 53.83
47 110 121 361 258 | 6386 701 73.07 66.58
56 171 11 406 354 | 40.10] 2036 85.55 83.72
54 142 163 420 32 ] 2151 3355 78.67 74.99
58 179 134 481 43 | 3a87| 2446 68.63 61.03
49 136 129 308 ‘e | 7T 1178 69.77 77.76
18 148 120 - 450 | 17.87 | 1304 62.40 77.51
2 189 172 370 7| 22740 | 13 66.16 73.70
40 171 - 324 M8 | 2898 - 86.01 65.62
38 158 118 290 /1| 3020 6.00 75.64 67.54
3 197 153 351 400 3030] 2401 67.84 66.61
34 254 109 258 2| 16| 1637 55.66 61.11
3 148 100 202 313 | 3489 | 1133] 6656 60.88
35 139 100 239 - 393 | 1284 4538 .
32 188 102 278 244 | 3923 572 41.88 4412
30 168 - - - 45.80 - - -

18 18 16 16 16 18 16 17 16
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Desempenho fagocitario — grupo-controle de referéncia

CODIGO
71
64
74
81
69
63
66
61
82
76
60
73
65
87
75
72
67
62
&6
80
78
70
&3
68
85
84
79
77
28

CFAGOEA
243
227
252
259
182
211
283
284
259
323
264
313
297
319
308
308

CFAGOZM
163

138
165
144
156
222
170
203
211
196

229

195
199
162
269
168
200
220
179
203
183

21

CFAGOZSN
526

475
423
606
515
523
431
508
595
454
474
426
423
621

603
737
442
342
669
546
638
559
634
476
632

IFAGOEA
40.14
55.44
65.26
74.28
74.39
76.31
80.65
83.73
83.78
87.40
54.92
63.28
67.88
68.05
72.00
76.74
7127
77.40
77.94
78.70
79.96
80.10
82.56
82.68
83.36
84.10
86.30
2373

28

IFAGOZM
31.23

2298

11.69
36.01
11.11
29.56
39.47
2878
44.05
24.28
18.67

39.71

2978
3532
27.15
48.71
19.54
39.48
32.21
36.71
43.29
21.83

22

[FAGOZSN
84.066

90.19
75.26
9G.99
83.60
91.96
85,75
86.75
86.18
93.73
85.89
20.34
8199

21.92
97.47
94.51
67.48

92.77
96.86
92.36
93.18
94,86
84.47
96.56
24
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ANEXO 3

DECLARACAQ DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAQO

Projeto de pesquisa: Fungdo de Fagocitos Mononucleares em Criangas Infectadas pelo HIV.

Responsaveis pelo estudo:
Profa. Dra. Maria Marluce dos Santos Vilela
Dr. Marcos Tadeu Nolasco da Silva

Declaro estar ciente que este servigo estd fazendo acompanhamento de criangas com
Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida, com idades de 0 a 14 anos, com coleta de exames
laboratoriais da crianca para avaliar o porqué destas cnancas apresentarem mais mfeccdes do que
Criangas normais.

Estou ciente de que sera coletada uma amostra de 20 ml de sangue de veia periférica e de que
terei de levar meu (minha) filho{a) ao hospital para exames médicos e laboratoriais {coleta de
sangue).

Fui alertado{a) que o estudo ndo implicara em nenbum gasto monetario, que todas as
formacdes sdo sigilosas e também que poderet ser informado(a) sobre os resultados no momento
que eu desejar.

Sel ainda que o meu consentimento ndo é obrigatério e que a qualquer momento esta
autorizag¢do podera ser suspensa.

Profa. Dra. Mana Marluce dos Santos Vilela

Dr. Marcos Tadeu Nolasco da Silva

Responsavel pelo paciente

Paciente:

HC:

Endereco:

Responsavel:

RG:

Data:

Em caso de diwvida, ligar: Comissdo de Ftica Médica: 289-7910
Profa. Dra. Marluce: 289-8155
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