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PHENOTYPIC CHARACTERIZATION OF T-LYMPHOCYTES IN CHILDREN CO-
INFECTED BY IMMUNODEFICIENCE VIRUS (HIV) AND HUMAN T-LYMPHOTROPIC
VIRUS TYPE-1 (HTLV-1)

ABSTRACT
MASTER THESIS

Nadia Alves Amade

The Human Immunodeficiency Virus type-1 (HIV) is one of the most serious infectious diseases
in the world and particularly in Africa where more than two thirds of cases were reported
worldwide. This scenario is aggravated to the extent that co-infections may arise, making the
immune system weaker. Human-T Cell Lymphotropic Virus Type 1 (HTLV-1), has been
implicated as a frequent co-pathogenesis in regions where HIV and HTLV are frequent.
Influence of HTLV-1 in the progression of HIV disease, are closely related, not only by
molecular events, but also for their powers to induce cell activation. However, the mechanisms
by which chronic activation induced by HTLV-1 can potentially affect the progression to AIDS
in children is not described. In this study, we analyzed the activation status of CD4 and CD8 in
Mozambican children chronically infected with HIV-1, and being in antiretroviral treatment
(ART). To this end, we analyze it from whole blood cells of patients co-infected mono-infected
(HIV) and virus-uninfected controls (healthy). The cells were then stained with antibodies
specific for molecules: CD4, CD8, CD25, CD45RA, CD45R0O, CD38 and analyzed by flow
cytometry. Our results showed that in co-infected children there is a higher expression of the
marker CD25 and CD38, although not statistically significant and an increase in the CD45R0O
marker in the same patients when compared with mono-infected and health controls. In
conclusion, although co-infected individuals have HIV/HTLV-1 CD4 T cell counts high or
normal, these cells are functionally altered, showing high levels of cellular activation.

Keywords: HIV-1/HTLV-1, CD4 + T cells; Mozambique.
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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO

Nadia Alves Amade

O Virus da Imunodificiéncia Humana tipo-1 (HIV) constitui uma das doencas infecciosas mais
graves do mundo e particularmente em Africa onde mais de 2/3 de casos de todo o mundo foram
reportados. Este cenario agrava-se na medida em que co-infecgdes possam surgir, tornando o
sistema imune mais débil. O Virus Linfotrépico da Células T Humanas (HTLV-1), tem sido
implicado como frequente co-patogénese em regides onde o HIV e HTLV sdo frequentes.

A Influéncia do HTLV-1 na progressao da doenca por HIV, est4 intimamente relaccionada, ndo
apenas pelos eventos moleculares, mas também pelos seus poderes de induzirem activacao
celular. Contudo, os mecanismos pelo qual a activacdo crénica induzida pelo HTLV-1 pode
potencialmente afectar a progressdo para SIDA, em criancas, ndo estd descrito. Neste estudo,
analizamos o estado de activacdo de células T CD4 e T CD8 em criancas mogambicanas
cronicamente infectadas por HIV-1, e estando em tratamento anti-retroviral (TARV). Para tal,
analisamos as células apartir do sangue total dos pacientes co-infectados, mono-infectados (HIV)
e controles ndo infectados por virus (sadios). As células foram entdo marcadas com anticorpos
especificos para as moléculas: CD4, CD8, CD25, CD45RA, CD45R0O, CD38 e analisados por
citometria de fluxo. Nossos resultados mostraram que nas criancas co-infectadas verifica-se uma
expressdo mais elevada do marcador CD25 e CD38, apesar de ndo se mostrarem estatisticamente
significativos e um aumento no marcador CD45R0O nos mesmo pacientes quando comparados
com os mono-infectados e sadios. Concluindo, embora individuos co-infectados por HIV/HTLV-
1 apresentem contagens de células T CD4 elevados ou normais, estas celulas estdo
funcionalmente alteradas, apresentando niveis de activacéo celular elevados.

Palavras-Chave: HIV-1/HTLV-1, Células T CD4 +; Mogambique
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1. Introducéao

1.1 Virus Linfotrépico das células T-Humanas (HTLV-1)

O HTLV-1 foi isolado pela primeira vez em um paciente com linfoma cutaneo de células T.
Posteriormente, outros casos esporadicos de associagdo entre HTLV-1 e neoplasias malignas de
celulas T foram relatados. Em 1985, na Martinica, pesquisadores estabeleceram a associacao
entre a infeccdo pelo HTLV-1 e a paraparesia espatica tropical (TSP). Esta associacdo foi
detectada em diferentes regides do mundo como Caraibe, Japdo, Africa, América do Sul,
América Central e Sul do Pacifico, sendo também denominada como mielopatia associada ao
HTLV-1 (HAM) (revisto em Aradjo et al., 1993).

Em 1908 Ellerman e Bang afirmaram que um agente biologico era capaz de causar
transformacgdes malignas, facto este observado quando ao injectar infiltrado celular obtido de
tecido leucémico de passaros em galinhas, conseguiram produzir leucemia nas mesmas (Lins, R.
M., 2004). Posteriormente, Rous em 1911 relatou que esses virus apresentavam capacidade de
causar sarcoma em pintos, ficando entdo conhecido como Sarcoma de Rous. A certeza de
transmissd@o horizontal dos referidos retrovirus deu-se em 1964 quando Jarret et al., conseguiram
isola-los de células leucémicas de gatos. Independentemente, Termin et al., 1970, comunicaram

o0 descobrimento da enzima denominada transcriptase reversa em virus tumorais RNA.

A importéncia dessa descoberta reside no facto de que novas pesquisas tiveram éxito ao se
conhecer melhor 0 mecanismo de replicacdo viral apos a entrada do virus na célula.Verificou-se
que a transcriptase reversa copia 0 genoma do virus para DNA (acido disoxirribonucléico). Este
DNA ¢ integrado no genoma da célula do hospedeiro, formando o provirus que por sua vez é
usado como modelo para a sintese do RNA viral que sera incorporado nas novas particulas virais
em formacdo, reportado posteriormente por Gallo et al., 1970, denominado actualmente como
Virus Linfotrépico de Células T Humanas tipo I, conhecido pela sigla em inglés HTLV-I

(Human T-Linphotropic Virus-1).

Apbs o isolamento do HTLV-I, um segundo retrovirus, o virus humano linfotropico de células T
tipo-2 (HTLV-2), foi identificado em células de um paciente com o diagndstico de leucemia de
celulas pilosas. No entanto, sua associacdo com condic¢Ges patoldgicas ndo esta suficientemente
esclarecida (Gallo et al., 2005).
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1.1.1 Estrutura e organizacao genomica do HTLV-1

O HTLV-1 pertence ao género deltaretrovirus e é parte da familia Retroviridae tipo C,
subfamilia Oncornaviridae. Tal como outros retrovirus, 0 HTLV-1 possui uma DNA polimerase
dependente de RNA, uma transcriptase reversa que transcreve o seu genoma de RNA em DNA.
Este DNA ¢ integrado no genoma humano onde permanece latente e persiste como provirus

escapando da vigilancia imunoldgica.

O genoma do virus possui 9032 nucleotideos e contém os genes gag, pol e env de forma similar a
outros retrovirus (Figs. 1-2). Adicionalmente, o0 HTLV-1 apresenta uma sequéncia proxima a
extremidade 3’ conhecida como regido X, a qual codifica duas proteinas ndo estruturais, Tax e
Rex (Bangham, 2000). A proteina Tax esta envolvida na patogénese das doencas causadas pelo
HTLV-1. O seu papel na patogénese da Leucemia/Linfoma das células T do Adulto (ATL) esta
relacionado a sua capacidade transactivadora, levando ao descontrole do processo de proliferacdo
celular. Na HAM/TSP, a proteina tax participa em um conjunto de processos relacionados a
invasdo linfocitaria e a resposta inflamatoria cronica no Sistema Nervoso Central (SNC)
(Proeitti, 2006).
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Figura 1. Representacdo esquematica do genoma do HTLV-1.

O genoma proviral é constituido de: env: codifica as glicoproteinas externas do envelope (a precursora
gp61-68 e sua derivada gp46) e a proteina transmembranal (gp21); pol: codifica as enzimas transcriptase
reversa (p99), Rnase, endonuclease e protease; gag: codifica as proteinas do core viral (a precursora p52 e
suas derivadas p15, p19 e p24); tax: codifica a proteina p40tax, transactivadora do segmento LTR viral e
de genes da célula eucaridtica infectada; rex: codifica a proteina p27rex, reguladora pés-transcripcional
da sintese de proteinas estruturais do virus; segmento LTR: presente nas extremidades do genoma pro-
viral contém as regides reguladoras da transcricao viral. Modificado a partir de Taylor, 1998.

Lipid Mcmbrane
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Figura 2. Representacdo esquematica das principais estruturas do virus HTLV-1, incluindo
a membrana lipidica, as proteinas do envelope assim como as enzimas (Gallo, 1986).
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1.1.2 Epidemiologia

O HTLV-1 é um retrovirus oncogénico humano com poder transformante sobre as células T
(Grassmann et al.,2005). Foi o primeiro retrovirus humano descoberto e é um retrovirus com
importante potencial patogénico. Estima-se que no mundo existam cerca de 20 milhdes de

pessoas infectadas por este virus (Proietti et al., 2005; Maloney et al., 2000).

Este virus é endémico em varias regides tais como Jap&o, América do Sul e paises da Africa
subsaariana (Benin, Camardes, Guiné-Bissau). Casos esporadicos tém sido reportados em areas
ndo endémicas como Estados Unidos da Ameérica e Europa (Fig. 3), principalmente em
emigrantes das areas endémicas de HTLV-1 e utilizadores de drogas intravenosas (Wilks et al.,
1993; Proietti et al., 2005).

Proportion of the populaton
infecyed with HTLW-1

.:-'I.'IIJCI

B =100 but >1/10 000
L] =1 000

D Unknown

Figura 3. Distribuicao geografica do HTLV-1. Paises endémicos para o HTLV-1 (Fonte: Proietti,
2005).

As mulheres séo 2-3 vezes mais afectadas que os homens e a idade de aparecimento da doenca
corresponde geralmente aos 40 anos. A prevaléncia do HTLV-1 aumenta com a idade em ambos
0s sexos. Varios estudos foram descritos evidenciado a prevalancia do HTLV-1 em Mogambique

e paises vizinhos, como por exemplo Swazilandia, conforme ilustrado na tabela abaixo:
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Tabela 1. Prevaléncia de HTLV-1 em Mocambique e Swazilandia.

1,2% Dadores de Banco de Sangue Cunha et al, 2007
4,5% Mulheres gravidas Bhatt et al, 2009
0,89% Dadores de Banco Sangue Gudo et al, 2009

2,3% (Norte: 2,4%; Centro: 3,9%; Pacientes HIV positivos nos Caterino-de-Aradjo et

Sul: 0,9%) Centros de Saude al, 2010
Ndzevane: 2.8%; Malindza: 5.4% Refugiados mocambicanos Van Rensburg et al,
vivendo na Swazilandia 1995

1.1.3 Transmissao do Virus

a) Pessoa-pessoa

Existem trés principais vias de transmissdo do HTLV-1: (i) transmissdo da mae para o filho (via
transplancetaria durante o parto, mas principalmente durante o aleitamento. A transmissdo intra-
uterina ou perinatal também pode acontecer); (ii) transmissdo por via sanguinea (partilha de
agulhas contaminadas, transfusdo sanguinea); (iii) transmissao sexual (Bittencourt, 1998; Neto &
Sohler, 2009).

b) Célula-célula

Para que ocorra a transmissdo eficiente do HTLV-1 de célula a célula é necessario que haja
contacto celular. Contudo, o mecanismo de invasdo célula a célula ainda ndo esta totalmente
esclarecido. O HTLV-1 expressa uma glicoproteina, proteina do envelope (env), necessaria na
infeccdo e fusdo entre células. Algumas moléculas de adesdo (ICAM-1, ICAM-3 e VCAM)

actuam como co-factores na fusédo celular induzida pelo HTLV-1, aumentando a adeséo celular.

Apbs a entrada do virus na célula, seu genoma é copiado para o &cido desoxirribonucléico

(DNA) pela enzima transcriptase reversa, e € integrado no genoma celular, formando o provirus.
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A sintese do RNA viral é feita por enzimas celulares, usando o provirus integrado como modelo.
Apos a integracdo do RNA, este é transcrito para CDNA pela transcriptase reversa, e 0 DNA
integrado dentro do genoma do hospedeiro (Maloney et al.,2000). O RNA ¢é entdo processado
para formar as proteinas virais e também o RNA que serd introduzido nas novas particulas virais

em formacéo (Soares et al, 2001).

Quando o HTLV-1 é transmitido, as células infectadas juntam-se e formam sinapses virologicas
com as células ndo infectadas. Proteinas virais e 0 genoma viral RNA sdo depois transferidos

para dentro da célula-alvo.

1.1.4 Doencas Associadas ao HTLV

Em média, 5% dos portadores poderdo desenvolver manifestacdes clinicas graves do tipo
hematoldgica, a leucemia/linfoma das células T do adulto (ATL), doencas inflamatorias como
HAM/TSP, uveites, dermatite infecciosa e miosite.

O HTLV-I persiste indefinidamente no hospedeiro infectado, mas s6 5% destes individuos
infectados progridem para doenca; a maioria permanece como portador assintomatico (Walshe,
1967). Destes 5%, 1-2% desenvolve doenca hematoldgica, ATL, enquanto que 2-3 % apresentam

um quadro de disfuncdo neurologica, a HAM/TSP.

A ATL é uma malignidade progressiva dos linfocitos T periféricos caracterizados por uma
deficiéncia da imunidade celular. Estima-se que a quarta parte destes pacientes desenvolve
infeccBes oportunistas como resultado da condi¢do grave de imunodeficiéncia periférica. Esta
deficiéncia provém de uma acumulacdo de alteracdes genéticas advindas da actividade das
proteinas reguladoras do HTLV-1 (Blank et al., 1995) e tipicamente leva ao éxito letal em
periodo de cerca de 12 meses apds o surgimento da doenca.

A HAM/TSP ¢é uma doenca neurolégica de natureza inflamatdria, afectando predominantemente
0 cérebro e a medula espinal. Clinicamente é caracterizada por fraqueza e espasticidade dos
membros inferiores, incontinéncia urinaria, e hiperefléxia. Histopatologicamente verifica-se uma
atrofia da medula espinal envolvendo dismielinizagdo perivascular e degeneragdo axonal.

Estudos associam os danos neuroldgicos a actividade citotoxica de linfocitos TCD8+ especificos
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para a proteina tax, uma proteina imunodominante em individuos HTLV-1 positivos portadores

de doenca (Maloney et al., 2000).

O Sistema Nervoso Central (SNC) tem sido considerado como um microambiente
imunologicamente privilegiado onde reac¢Oes imunes distintivas ocorrem qualitativamente
similares, porém mais brandas comparativamente a outros tecidos, isto é, as células do sistema
imune migrantes fornecem uma vigilancia minima, mas suficiente. Estas condi¢des sdo mantidas
fisiologicamente por mecanismos de barreira e controlo da entrada de linfécitos com receptores
especificos e pela expressdo minima de moléculas MHC pelas células neurais. Apesar desta
estrutura blindada, 0 SNC as vezes torna-se alvo de reacgdes imunes aberrantes contra antigenos

préprios, gerando um estado patoldgico de autoimunidade (Tsukasaki et al., 1994).

A HAM/TSP é um modelo neuroinflmatério favorecido pela expressdo de uma das proteinas do
HTLV-1, que induz a transactivacdo de moléculas e permite uma infiltracdo de linfécitos no
SNC. Este processo é feito por um mecanismo de interacgBes moleculares entre os linfocitos
circulantes e as células endoteliais infectadas pelo HTLV-1 (Tsukasaki et al., 1994).

O HTLV-I estd implicado também em desordens inflamatérias graves como uveites, alveolites
pulmonares, sindrome de Sjogren e dermatites infecciosas (LaGrenade et al., 1967).

1.2 Virus de Imunodeficiéncia Humana tipo-I

A sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA), descrita pelo primeira vez em 1980, é
caracterizada por uma profunda imunossupressdo com diversos aspectos clinicos, incluindo
infec¢des oportunistas. Em 1981 surgem o primeiros casos da infeccdo por HIV nas cidades de
Los Angeles e Nova lorque (Estados Unidos da Ameérica). Estes doentes apresentavam
determinadas patologias, tipicas de imunossupressdo graves, como Sarcoma de Kaposi, e
infeccOes oportunistas multiplas. Apenas em 1982, esta patologia foi nomeada, ficando
conhecida como “Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida”, por resultar de um conjunto de
sinais e sintomas, que provocavam a diminui¢do da imunidade, existindo défice imunoldgico

acentuado (revisto em Barroso, 2008).

E causada pelo retrovirus denominado virus da imunodeficiéncia humana (HIV) que

primariamente infecta macrofagos e células T CD4".
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1.2.1 Caracteristicas viroldgicas e patogénicas do HIV-1

O HIV é um virus de RNA da familia dos retrovirus de formato esférico, com aproximadamente
10 nm de diametro, que possui duas fitas de RNA de polaridade positiva. A estrutura basica do
virus compreende repeticdes terminais longas (LTR’s) em cada extremidade do genoma, que sédo
importantes para a integracdo do virus, genes gag que codificam proteinas estruturais basicas
com pl7 e p24, genes pol codificando a polimerase, transcriptase reversa e integrase, € genes env

responsaveis pela sintese do envelope viral (gp120 e gp41), conforme ilustrado nas Fig. 4 e 5.

Glicoproteina de Superficie
gp 120 (gen de envoltura)

—_— -
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gp 41 (gen de envoltura) &
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Proteina p24 de
la Capside (gen gag)

RNA (2 moléculas)

Proteina de la Proteasa

p9 (gen pol)

Transcriptasa Reversa

RNAsa p66 (gen pol)

Proteina de la Integrasa p32 (gen pol)

Figura 4. Morfologia e estrutura do virus de HIV-1 (Taylor, 1998), ilustrando a localizagdo das
diversas proteinas virais, e fitas de RNA.
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Figura 5. Representacdo esquematica linear do genoma do HIV-1 ilustrando a localizacédo dos
genes que codificam as diversas proteinas virais (modificado de Taylor, 1998).

1.2.2 demiologia da infec¢éo do HIV
O relatorio da UNAIDS de Dezembro de 2009 estima que 33,3 milhdes de pessoas no mundo

estdo contaminados com o virus do HIV, sendo que 22,5 milhdes vivem na Africa Subsahariana
(UNAIDS, 2009). Em 2001 a estimativa era de cerca de 29.5 milhdes. Em 2008 foi estimado um
aumento global de cerca de 3.9 milhdes de individuos infectados. Estes dados, apontam a Africa
sub-sahariana como a regido mais afectada do planeta com 11.5 milhdes de casos. O segundo

lugar é ocupado pela regifo da Asia e Pacifico, onde 7,2 milhdes de pessoas vivem com o virus.
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Figura 6. Estimativa da distribuicdo mundial de individuos infectados por HIV (UNAIDS, 2009).

Dados do INSIDA liberados em 2009, demonstraram que Mocambique apresenta uma
prevaléncia de HIV-1/2 de 11.5% na populacdo adulta entre os 15-49 anos de idade (INSIDA,

2009). Na regido Norte de Mogambique verificou-se uma prevaléncia de 9%, na regido Centro

uma prevaléncia de 18%, e na regido Sul uma prevaléncia de 21% (Fig. 7).
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Figura 7. Prevaléncia de infeccdo pelo o HIV em individuos adultos, provenientes de diferentes
regides de Mocambique (INSIDA, 2009).
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Celina Abreu, 2009, conduziu um estudo para avaliar os subtipos de HIV-1 de diferentes regides
geogréficas de mulheres mogambicanas grévidas seropositivas e virgens aos farmacos
antiretrovirais. O subtipo C mostrou-se mais prevalente nas nossas populagdes, contudo,
amostras colhidas entre 2002-2004 em 144 pacientes virgens ao TARV, confirmaram a
prevaléncia do subtipo C (80,8%) e a introducdo de novos subtipos como G (3,8%), formas
recombinantes circulantes e formas ndo tipadas U (Bartole et al., 2009).

1.2.3 Mecanismos de Transmisséo

A maioria dos casos de infec¢do pelo HIVV no mundo resulta da transmissao por contacto sexual.
Os outros modos de transmisséo incluem a transmisséo parenteral, transmisséo vertical e a partir
de transfusdo de sangue contaminado, embora a expectativa seja de que isto se torne cada vez
mais raro, devido ao rastreamento de rotina para este patdgeno (Knipe & Howley, 2007). Para a
transmisséo sexual, o risco parece ser maior de homem para mulher, do que de mulher para
homem devido as caracteristicas fisioldgicas da mulher, como uma grande éarea de superficie da
mucosa que estd exposta ao fluido seminal (Klimas et al., 2008). O risco de transmissdo de
homem para homem é ainda maior do que o risco de transmissdo heterossexual, sendo mais

frequente em pessoas praticando sexo anal receptivo (Knipe & Howley 2007).

1.2.4 Impacto da Co-Infecccédo dos Retrovirus HTLV-1 e HIV-1

Os linfécitos T CD4 e macrofagos sdo os maiores alvos nesta co-infecgdo (Szabo et al., 1999).
Este aspecto esta relacionado a accao de cada agente sobre a célula hospedeira. Na infeccdo pelo
HTLV-1 verifica-se um estimulo persistente a proliferacdo linfocitaria. O HIV apresenta

actividade citopatica, que ao longo do tempo reduz progressivamente a populacdo de células T

CD4", levando pacientes ao estadio de imunodeficiéncia que caracteriza a SIDA.

Outro aspecto refere-se ao facto de que tanto o HIV-1 como o HTLV-1 apresentem tropismo
para 0 mesmo tipo de célula, isto é células que expressam a molécula CD4. Dados sugerem que
pacientes co-infectados progridem mais rapidamente para a SIDA do que individuos mono-
infectados (Gudo et al., 2009).

Foi descrito por Bhatt et al., 2009, uma prevaléncia do HTLV-1 de 4.5% em individuos

infectados por HIV em Mogambique. A consequéncia desta co-infeccdo ainda ndo é bem
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conhecida. Foi inicialmente assumido que a co-infecgdo HIV-1/HTLV-1 poderia conduzir mais
rapidamente a progressao para a SIDA. Sugere-se também que uma co-infeccdo estaria associada
ao aumento do risco de desenvolvimento de condicGes neurodegenerativas, dentre elas um
quadro que se assemelha a HAM/TSP (Berger, et al., 1991; Beilke, et al., 2005; Tulius, et al.,
2009).

Existe a possibilidade de a co-infecgdo pelo virus de HTLV-1 em individuos infectados pelo
virus de HIV-1, elevar o nimero de linfocitos T CD4" no momento do evento definidor de
SIDA, inferindo que essa contagem possa ser um marcador laboratorial incompleto nos pacientes
com a co-infecgdo HIV-1/HTLV-1.

1.2.5 Activacao celular

Linfdcitos e outras células do sistema imune séo classificados de acordo com as moléculas de
superficie celular designadas por CD (“cluster of differentiation’). Leucocitos humanos tém mais
de 300 marcadores, e uma determinada célula pode expressar varios deles. Células T auxiliares
de fendtipo CD4", por exemplo, coordenam a resposta imune, enquanto que células T
citotoxicas, e expressando CD8 atacam, sdo capazes de exercer efeito citolitico sobre as células

infectadas pelo virus.

Existe um consenso na literatura (Becherer et al., 1990; Sadora et al., 2008; Yasunaga et al.,
2008) que ambos, HIV e HTLV, separadamente induzem modifica¢es funcionais na populacéo
de linfécitos T, caracterizado dentre outros, pela diminuicdo de células naives e altos niveis de

activacdo celular quando comparados com individuos ndo infectados.

O progresso natural da infeccdo por HIV-1 causa mudancas nas proporcdes da maior parte das
sub-populagdes de linfocitos T. Por exemplo, a progressdo de HIV conduz rapidamente a uma
deplecdo de linfocitos T CD4" co-expressando CD28 (Ostrowski et al., 2003). Deficiéncia da
co-expressdo de CD28 nas células T acarreta conseqiiéncias funcionais, pois este marcador € a
primeira molécula co-estimuladora para as ceélulas T naives, que ap0s 0 contacto aumenta a

sobrevivéncia da célula T e previne a inducdo de anergia celular. Consequentemente, a maioria
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das células CD4" podem se tornar apoptopicas ou anérgicas apds a activagdo numa infeccéo
avancada por HIV.

Individuos infectados por HIV apresentam uma diminuigdo no numero de linfocitos T de
memoria e naive (CD45RA'CD62L"). Além disso, a infecgdo precoce por HIV esta associada a
deplecio de células T de memodria (CD45RO") e expansdo de CD8' a células activadas
(CD45RA",CD62L,CD38",CD27" e CD45R0O") (Yasunaga, et al., 2008).

Tem sido também demonstrado que baixos niveis de células CD4"CD28" e baixa reactividade
das células T para co-estimulacdo CD3/CD8 conduzem ao SIDA. Além disso, niveis celulares de

CD4'CD28" correlacionam negativamente com varios marcadores de progressio para a doenca
(HIV). Altos niveis de células T CD38" ou expressdo de CD38 nas células T foi recentemente

mostrado como predizem para rapida progressdo para SIDA, perda de células CD4" e morte
(Ostrowski et al., 2003).

Esta bem estabelecido que a imortalizacdo e transformacao das células induzidas pelas proteinas
Tax e Rex, codificadas pelos genes de HTLV-1 constituem o maior evento ligado ao crescimento

e proliferaco de células T CD4".

Gudo et al., 2009, demonstraram que individuos co-infectados apresentaram baixa expressdo de
CD45RA+ (marcador fenotipico de linfocitos T naive) nas células T CD4". Células naive s&o
consideradas como as primeiras células a serem depletadas na presenca de activacdo imune.
Contudo, a magnitude e impacto exercido por estas células na progressao do HIV ndo esté ainda
bem esclarecido. Algumas hipdteses poderiam explicar este aspecto:

1) Mecanismo homeostatico levando a substituicdo de células mortas;

2) Recrutamento massivo de células naive imposto pelo mecanismo que conduz a activacao;

3) Insuficiéncia de producdo de células T (Gudo et al, 2009).

Outro marcador de linfocitos T naive (CD62L) também foi avaliado no contexto da co-infeccdo
HIV/HTLV-1 por Gudo et al. (2009), onde é perdido normalmente apds a activacdo. Como
esperado, verificou-se uma drastica redugdo de linfocitos CD4"CD62L no grupo dos co-
infectados, quando comparado com os monos-infectados por HIV. A reducdo destas células
naive foi acompanhada por altas freqiéncias de células activadas e de memdria medidas por
CD45R0O" (meméria), CD38" e CD25" (activadas).
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No entanto, de acordo com 0 nosso conhecimento, até o presente momento ndo foi
efectuado nenhum estudo onde é avaliada a co-infecgdo versus activacdo celular em

criancas.

1.3 Identificacao/Definicdo do Problema de estudo

Foi recentemente demonstrado que o HTLV-1 é prevalente na populacdo de individuos
infectados pelo HIV-1 bem como em doadores de sangue em Mogambique. Nenhuma das
infecces dispde de tratamento curativo. E sabido que o HIV-1 apresentando uma actividade
citopéatica, reduz o nimero de células T CD4", levando os pacientes a um estado de deficiéncia

imunitéria. Por outro lado, a infeccdo por HTLV-1 apresenta também um tropismo pelas células

T CD4", induzindo no entanto, proliferacio linfocitaria que resulta em linfocitose T CD4".

Em pacientes adultos, alguns estudos referem que esta co-infeccdo (HIV/HTLV) progride mais
rapidamente para a SIDA. Contudo, estudos semelhantes ainda ndo foram realizados em criancas
co-infectadas onde sabe-se que as criangas apresentam o sistema imune menos desenvolvido
quando comparados com os adultos, e também estdo menos expostas a diversos patdgenes que 0s

adultos, o que poderia predizer em caso de hiper activacdo uma maior progressao para a doenca.
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2. Objectivos

2.1 Objectivo geral

Avaliar o perfil fenotipico dos linfécitos T (T CD4 e T CD8 em criangas co-infectadas pelos
Virus HIV-1 e HTLV-1.

2.2 Objectivos especificos

o Comparar a frequéncia de diferentes populacdes linfocitarias (TCD4 e TCD8) nas criangas
co-infectadas com HIV-1 e HTLV-1 com as criangas mono-infectadas (s6 com HIV) e
criancas saudaveis ndo infectadas.

» Comparar os niveis de activacdo celular nos grupos de estudo.
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3. Metodologia

3.1 Desenho do Estudo

Foi um estudo do tipo caso-controlo, no qual foram definidos como casos criangas com co-
infeccdo (HIV-1 e HTLV-1) e como controlos criangcas mono-infectadas pelo HIV e criangas
sadias (sem HIV e sem HTLV).

Os pacientes desta &nalise foram selecionados de outro estudo de vigilancia realizado em
Mocambique denominado “Seroprevaléncia do virus HTLV-1 em criangas mocambicanas HIV
1/2 seropositivas”. Naquele estudo, foram incluidos um total de 807 pacientes HIV+ onde 11
destes tiveram diagndstico confirmado para HTLV-1. Dos 11 pacientes co-infectados pelos virus
HIV e HTLV-1, alguns ndo foram possiveis contacta-los por diversas razdes, nomeadamente:
mudanca de residéncia o que comprometeu a busca activa desses pacientes, falta nas consultas de
rotina nas datas presentes nas fichas de consulta e também paciente que nao aceitou participar no
estudo. Assim sendo, foram selecionados para esta analise 4 pacientes co-infectados por
HIV/HTLV-1.

A todas as criancas elegiveis foi solicitado aos encarregados de educacao/tutor legal,
consentimentos informados, questionario de recolha de dados clinicos e foi colhida uma amostra
de sangue (5 mL) ap0s a realizacdo de uma consulta médica. Esta amostra de sangue foi usada
para realizar o rastreio de anticorpos anti-HTLV-1, e HIV, contagem de células T CD4" e
determinacdo de paramétros hematoldgicos.

Uma nova consulta médica foi marcada, seis semanas ap0s a primeira, na qual os resultados dos
testes laboratoriais realizados na primeira consulta foram entregues aos participantes e/ou ao seu

parente/tutor legal.

Cada crianca identificada com co-infeccdo HIV/HTLV-1 foi pareada com duas crianga com
mono-infeccdo por HIV e uma crianga saudavel (ndo infectada) de acordo com idade, sexo,
estadiamento clinico da OMS e tempo de duragdo de tratamento antiretroviral. A todos os casos
identificados e no respectivo grupo controlo foi colhida informagéo clinica e uma nova amostra
de sangue na segunda consulta (5 ml) para realizar estudos para a determinacdo de parametros

imunologicos.
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Uma terceira consulta médica foi marcada oito semanas apds a segunda, para que os resultados
dos testes laboratoriais fossem entregues as criancas e/ou ao seu parente/tutor legal. Todas
criangcas com co-infeccdo detectadas no estudo foram seguidas nas respectivas Unidades

Sanitarias.

Os pacientes foram recrutados no Hospital Geral de Mavalane e Centro de Saude 1° de Maio.

3.2. Critérios de Inclusao e de exclusao

Foram elegiveis a participar no estudo, as criangas (caso) com idade entre os 18 meses e 14 anos;
seropositivas para HIV; e cujo tutor legal tenha aceitado a participacdo no estudo. Além disso,
foram elegiveis a participar no estudo, criancas saudaveis (controlos) com idade entre os 18
meses e 14 anos; seronegativas para HIV e HTLV-1; e cujo tutor legal tenha concordado com a

participacdo das mesmas no referido estudo.

A ndo-assinatura do termo de consentimento pelo responsavel, a auséncia da segunda colheita de

sangue ou a desisténcia de participar implicou em exclusao imediata do estudo.

3.3. Colheita de amostra biolégica

A todas as criancas com seu estado seroldgico positivo para a infeccdo de HIV, colheu-se 5 ml
de sangue para o rastreio de HTLV. Este grupo foi pareados de acordo com a idade, sexo, estadio

clinico e tempo de tratamento com farmacos antiretrovirais.

As amostras de sangue foram colhidas de uma forma asséptica da regido cubital em tubo de
vacuo contendo K3EDTA (Vacutainner, Becton Dickinson, San José, Califérnia, EUA). Ap6s o
estabelecimento e eligibilidade dos grupos de estudo (4 criancas com HIV-1/HTLV-1 e 9
criangas com HIV-1), 5 ml de sangue foram novamente colhidos num tubo de vacuo contendo
EDTA para os ensaios funcionais de imunologia. As amostras recolhidas foram enviadas para o

INS em menos de 6 horas apos a colheita.
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3.4. Testagem laboratorial
3.4.1. Diagnostico do HIV

O diagnostico de HIV-1/2 em todos pacientes foi feito usando o algoritmo de testagem nacional
para 0 HIV em Mocambique, que consiste em dois testes rapidos imunocromatograficos para a
detec¢do de anticorpos anti-HIV-1/2 (ver Fig. 8). O rastreio dos casos € feito usando o Determine
HIV-1/2 (Abbott Laboratories, Japdo) e o0s casos reactivos confirmados com o segundo teste-
Unigold HIV (Trinity Biotech, Irlanda), de acordo com as instrugdes do fabricante. Os casos nédo-
reactivos no Determine foram considerados como negativos, e 0s que foram reactivos em ambos
os testes, foram considerados como positivos para HIV-1/2. Os que foram reactivos no

Determine e ndo-reactivos no Unigold foram considerados como sendo Indeterminados.

Determine HIV 1/2 ]

Depart.
Amostra Imunologia

il

Reactivo ‘ N3o-Reactivo

>NEGATIVO
—[ Unigold HIV 1/2 ]7 PARA HIV-1/2

POSITIVO Reactivo N&o-Reactivo

e
PARA HIV-1/2 ey INDETERMINADO PARA
HIV-1/2

Figura 8. Algoritmo de Testagem para serologia de HIV

3.4.2. Diagnostico do HTLV

Todas as amostras foram testadas para a presenca de anticorpos anti-HTLV -1/2 usando um teste
imunoenzimatico (MP Diagnostics HTLV 1/2 ELISA 4.0, Singapura) segundo as orientacfes do
fabricante. Todas as amostras reactivas foram confirmadas por Western blot (MP Diagnostic

HTLV BLOT 2.4, Singapura) onde todos pacientes com reactividade para antigenos codificados
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pelo gene gag (p19 com ou sem p24) e dos dois antigenos codificados por Env (GD21 e rgp46-1)
eram consideradas como infectadas pelo HTLV-1.

3.4.3 Determinacao dos paramétros hematoldgicos

Os parametros hematol6gicos (hemoglobina, neutrofilos, basofilos) foram determinados usando

um auto-analizador de hematologia (Sysmex KX-21N, Japao).
3.4.4 Imunofenotipagem de sub-populac¢des de linfécitos T do sangue total

Para esta fase do estudo, 5 ml de sangue foram colhidos em tubo de véacuo contendo EDTA
(vacutainner, Becton Dickinson, San José, EUA). Posteriormente, a 50 ul de sangue total foram
adicionados 20 ul de cocktail de anticorpos previamente preparados de acordo com 0s painéis:
CD25-FITC/CD4-PerCP/CD8-APC; CD45RA-FITC/CD45R0O-PE/CD4-PerCP/CD8-APC;
CD38-FITC/CD4-PE/CD3-PerCP/CD8-APC

Apds adicionados os anticorpos, a suspensdo foi agitada por 3 segundos no vortéx e incubada em
camara escura por 15min a 4°C. Terminado o periodo de incubacio, foram adicionados 450l de
solucdo de lise/amostra (FACS Lysing solution; Becton Dickinson, EUA, diluida 1:10 em agua
destilada) para lise dos eritrocitos. Apés a adi¢do desta solucdo, as amostras permaneceram em
camara escura por 15 minutos. As amostras foram adquiridas utilizando citometro de fluxo
FACSCalibur ™ (Beckton-Dickinson, San Diego, EUA), usando o software MULTISET
(Beckton-Dickinson).

Em cada dia de realizacdo dos ensaios, correu-se uma amostra de individuo do grupo controlo
para verificar se haveria necessidade de ajustar o instrumento. Ap6s o ajuste do instrumento no
primeiro dia de corrida das amostras, nos ensaios subsequientes procurou-se manter 0s mesmos
valores ou aproximados, das voltagens dos detectores de fluorescéncia e da dispersdo da luz. Nao
foi observada nenhuma varia¢do da intensidade dos lasers durante os ensaios. Foi colhido um
total de 2x10° eventos na regi&o de linfocitos por amostra. A regido de analise foi delimitada a
partir dos parametros de tamanho e granulosidade, com base na dispersdo de luz frontal versus
dispersdo de luz lateral. Os resultados foram analisados com o auxilio do programa Summit,

versdo 4.3 (Dako Corporation, Colorado, EUA).
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Tabela 2. Anticorpos monoclonais usados para identificacdo de marcadores celulares

BD Pharmingen
SK3 PE 1/20 BD Pharmingen

SK3 PerCP 1/5 BD Pharmingen
SK3 APC 1/100 BD Pharmingen
SK3 FITC 1/20 BD Pharmingen
SK7 FITC 1/5 BD Pharmingen
UCHL1 FITC 1/5 BD Pharmingen
SK3 FITC 1/5 BD Pharmingen

3.4.5. Analise estatistica
A analise estatistica foi feita utilizando os pacotes estatisticos STATA 10. Usou-se o0 teste ndo

paramétrico Kruskal-Wallis para comparacao de medianas entre os grupos. Foram considerados
valores de p igual ou inferiores a 0.05 para termos de comparagéo/correlagéo.
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4. Resultados
4.1. Caracteristicas Socio-demograficas e Imunoldgicas da Populacéo de Estudo

A populacdo de estudo consistiu em 9 criangas HIV positivas, 4 criangas co-infectadas com
HIV/HTLV-1 e 4 criancgas saudaveis (CS) sem HTLV nem HIV. Todas as criangas HIV positivas
estavam a receber o tratamento anti-retroviral (TARV). A mediana das idades foi de 7,5 anos (
IQR: 4,0-10,25 anos) para as criancas co-infectadas e 7 anos (IQR: 5,0-11,5 anos) para as
criancas mono-infectadas. Tanto as criancas co-infectadas como as mono-infectadas
encontravam-se no estadio clinico 2 de HIV-1, segundo os critérios preconizados pela OMS. Néo

foi identificado nenhum caso de HAM/TSP ou ATL dentre os grupos de estudo.

Tabela 3. Caracteristicas gerais de criancas co-infectadas (HIV/HTLV-1), mono-infectados
(H1V) e criancas saudaveis

HIV/HTLV-1 HIV CS

Caracteristicas Gerais (n=4) (n=9) (n=4)
Idade (anos)

Mediana 75 7 6,5

IQR 4,0-10,25 5,0-11,5 5,3-7,8
Género

Masculino 2 5 2

Feminino 2 4 2
Estadio Clinico HIV

I 0 0 N/A

I 4 9 N/A

il 0 0 N/A

Comparou-se também as subpopulacdes de células T para cada grupo de estudo (tabela 4), onde
constatou-se que o grupo dos individuos co-infectados apresentava maior contagem de células
TCD4+ (mediana=1840 céls/mm3 versus 777 célss/mm3 e 35% versus 26,5%) quando
comparados com criangas HIV positivas. Contudo, apesar destas diferencas, o valor de p nao foi

estatisticamente significativo.



Nadia Alves Amade

Tese de Mestrado

Page |34

Tabela 4. Distribuicdo das sub-populagdes de células T para criancas mogambicanas co-

infectadas HIV/HTLV-1, mono-infectadas (HIV) e criancas saudaveis.

Subpopula¢tesde
Células T

Contagem de
células CD4"

(role/mm3)
Mediana

IQR

Percentual de
células CD4"

Mediana

IQR

Contagem de
células CDS8"
(cels/mm?®)

Mediana

IQR

Percentual de
céls T CD8"

Mediana

IQR

Razao
TCD4'/TCDS8*

Mediana

IQR

HIV/HTLV-1

(n=4)

1840
994-2686

35
26,5-43,5

1341
1174-1508

32
25-38,5

0,8
0,8-2,5

HIV

(n=9)

s
266-1279

26,5
14-36

995
800-1050

38,3
28-48

0,9
0,3-1,5

CS

(n=4)

1230
1205-1557,5

43
42-44

927
730-1124

27,5
27-28

3,0
1,7-3,2

(HIV vs

CS)

0,2

0,09

0,6

0,3

0,3

Valor de p*

(HIV/HTLV-1 vs
HIV)

0,2

0,4

0,08

0,4

0,5

(HIV/HTLV-1
vs CS)

0,4

0,4

0,2

0,5

0,4

*Teste Ndo Paramétrico Kruskal-Wallis
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Para a analise das subpopulacBes de linfécitos T do sangue total dos pacientes, utilizou-se

graficos em dot plot obtidos por citometria de fluxo, conforme ilustrado na figura 9.
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Figura 9. Perfil representativo da definicdo da populacéo de linfocitos T a partir do grafico em
dot plot (a), do histograma na regido de positividade para CD4 (b) e um histograma representando o pico
de positividade para células T CD4 (c) para cada grupo de estudo: controlos saudaveis (CS), pacientes
mono-infectados (HIV) e co-infectados (HIV/HTLV).
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4.2. Estado de activacdo das células T CD4" na co-infeccdo por HIV/HTLV-1 em criancas
Mocambicanas

Alguns marcadores de activagdo celular como CD25, CD45RA, CD45RO E CD38, foram
analisados em linfécito T CD4 e TCD8 de criancas HIV, co-infectadas por HIV/HTLV-1 e
criancas sadias.

O marcador CD25 corresponde a cadeia alfa do receptor de IL-2, e € expresso em células T
activadas. De acordo com a figura abaixo, verifica-se que a mediana de expressdo absoluta de
CD25 em linfcitos T CD4" em pacientes co-infectados foi de 4,08 (IQR: 0,45-11,05), enquanto
gue no grupo de mono-infectados foi de 1,81 (IQR: 0,33-3,40) e do grupo sadio foi de 2,96
(IQR: 1,68-3,23). Estes dados indicam-nos que a expressao de CD25 foi similar entre 0os grupos
de estudo avaliados (HIV/HTLV vs HIV, p=0,5; HIV/ HTLV vs Sadio, p=0,9)

CD4 CD25

20

Contagem de celulas()
=
|

T T
HIV HIV_HTLV SADIO

Figura 10. Expresséo relativa de CD25 pelas células T CD4" em pacientes mono infectados por
HIV, co-infectados por HIV/HTLV-1, e criancas sadias.

Analizou-se também a expressdo de CD45RA em células T CD4" (figura 5a) e T CD8" (figura
5b). Este marcador é normalmente expresso nos linfécitos T Naive e sua densidade diminui ap6s
a activacao. No grupo dos co-infectados, a expressdo de CD45RA nas células T CD4+ mostrou
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uma mediana de 7,26 (IQR: 1,85-15,24) quando comparado com 0s mono-infectados
(mediana=1,45; IQR: 0,64-2,71), e tal diferenca. mostrou-se estatisticamente significativa com o

valor de p=0,05.

Em relacdo a expressdo deste marcador nas células T CD8", os dados ndo mostraram-se
significativamente diferentes entre os grupos de estudo (HIV/HTLV: mediana=3,91; IQR: 3,33-
9,79 e HIV: mediana=1,68; IQR: 0,79-5,23). No entanto, quando o grupo co-infectado foi
comparado com o grupo sadio verificamos uma diferenca estatisticamente significativa (p=0,03)

CD4*CD45RA* CD8*CD45RA*
20 f 1 20 I
P=0,05 P=0,9
_ 15 - | | I I _ 15 P=0,06 P:0,03

T
HIV HIV_HTLV SADIO HIV HIV_HTLY SADIO

Figura 11. Expressdo relativa de CD45RA pelas células T CD4"(a) e T CD8" (b), em pacientes
mono infectados por HIV, co-infectados por HIV/HTLV-1, e criancas sadias.

Avaliou-se também o nivel de activacdo celular, através do marcador CD45RO nas células T
CD4" (figura 6a) e T CD8" (figura 6b). A mediana da expressdo deste marcador no grupo dos co-

infectados nas células T CD4" foi de 2,63 (IQR: 0,85-6,98) e nos grupos dos mono-infectados
observou-se uma mediana de 0,49 (IQR: 0,25-1,04) e esta diferenca foi estatisticamente
significativa, com o valor de p=0,05. Este marcador ndo mostrou diferencas significativas

quando expresso nas células T CD8" (p=0,1).
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Figura 12. Expressdo relativa de CD45RO pelas células T CD4" (a) e T CD8" (b), em pacientes mono
infectados por HIV, co-infectados por HIV/HTLV-1, e criangas sadias.

Avaliou-se o0 nivel de activacdo do marcador CD38 nas células T CD4" e T CD8", em pacientes
co-infectados e mono-infectados. De acordo com a figura 7, a mediana da expressdo de CD38
nas células T CD4 em pacientes co-infectados foi de 4,005 (IQR: 1,48-7,70) quando comparados
com o0s mono-infectados (mediana=1,60; IQR: 0,13-3,61), contudo os dados ndo mostraram
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (HIV/HTLV vs HIV, p=0,08;
HIV/HTLV vs Sadio, p=0,14).

Em relacio & mediana da expressdo de CD38 nas células T CD8", em pacientes co-infectados foi
de 5,97 (IQR: 2,97-8,61) quando comparados com 0s mono-infectados (mediana=2,36; IQR:
0,89-5,35), sem no entanto as diferencas mostrarem-se estatisticamente significativas entre os
grupos (HIV/HTLV vs HIV, p=0,08; HIV/HTLV vs Sadio, p=0,1).
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Figura 13. Expressdo relativa de CD38 pelas células T CD4" (a) e T CD8" (b), em pacientes mono
infectados por HIV, co-infectados por HIV/HTLV-1, e criancas sadias.

Finalmente, comparamos os linfocitos T CD4" e T CD8" nos mesmos grupos de estudo, mas
desta feita em adultos estando também no estadio clinico 2 de HIV-1 e em tratamento

antiretroviral, usando dados de outro estudo (Matevele, 2009) .

Neste contexto, verificou-se que a mediana da contagem dos linfocitos T CD4 absoluto no grupo
co-infectado foi de 1076 (IQR: 769,5-1409,5) quando comparado com o grupo HIV, com
mediana de 300,3 (IQR: 220,3-468,0), e esta diferenca mostrou-se estatisticamente significativa
com o valor de p igual a 0, 001. Em relacdo aos valores de CD4 percentuais, também mostraram-
se estatisticamente significativos (p=0,01) quando comparados os dois grupos: HIV/HTLV-1,
(mediana= 35; IQR: 26,8-41,3) e HIV (mediana= 18; IQR: 10,0-22,5). Para a contagem de
linfocitos T CD8, tanto em numeros absolutos como relativos, ndo se observaram diferencas

significativas entre os grupos de estudo.
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Figura 14. Contagem, em niimeros absolutos (a, ¢) e nimeros relativos (b, d) de linfocitos T CD4" e
T CD8", em pacientes adultos mono infectados por HIV, co-infectados por HIV/HTLV-1 (Matevele,

2010).
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5. Discussao

Co-infeccBes por HIV e HTLV-1 tém sido reportadas em populacGes que vivem em areas
endémicas e em pessoas pertencentes aos grupos de risco para HIV. Contudo, a consequéncia da
co-infeccdo por HTLV-1 em pacientes portadores de HIVainda ndo estd amplamente entendida.
Por exemplo, ainda permance a ser esclarecido se 0 HTLV conduz a uma progressao mais rapida
na doenca por HIV,tendo em vista que estes virus apresentam tropismo comum para 0S
linfocitos T expressando o receptor CD4 (Beilke et al., 1994; Moriuchi et al., 1998; Szab0 et
al.,1999;).

Alguns autores mostram que pacientes co-infectados por HIV e HTLV-1, e virgens ao tratamento
por drogas anti-retrovirais (TARV), progridem mais rapidamente para o SIDA com niveis altos
de T CD4 (Beilke et al., 2007, Almeida et al., 2011).

No presente estudo, vimos que mesmo durante o0 TARV, o grupo de criangas co-infectadas
permanece com niveis de linfocitos T CD4" elevados, quando comparados com o grupo das
mono-infectadas também estando a receber o TARV (tabela 4). Estes dados vao de acordo com
outros trabalhos realizados em Mocambique (Bhatt et al., 2009; Gudo et al., 2009 e Matavele et
al., 2010) onde constatou-se que individuos adultos em regime de TARV apresentavam taxas
mais altas de linfocitos T CD4" quando comparados a individuos mono-infectados por HIV, e
no mesmo regime terapéutico.

E bem descrito que a infecgdo por HTLV-1 gera crescimento e proliferacio de linfocitos T,
producéo espontanea elevada de IFN-y, TNF-¢; e IL-6, uma vez que 0s genes tax e rex (proteinas
codificadas por HTLV-1), que regulam a transactivacdo da replicacdo viral, regulam também a

expressdo das proteinas virais (Souza-Machado et al., 2003).

Sem grandes surpresas, verificou-se o aumento (apesar de ndo ser estatisticamente significativo,
p=0,5) das células de memoria, CD25" (activadas) nas criancas co-infectadas quando
comparados com as criangas mono-infectadas e criancas sadias. Verificou-se um ndmero
significativo de células T CD4+T CD25+ em criancgas co-infectadas quando comparadas com as

criangas mono-infectadas e sadias. Este achado vai de encontro com outros estudos realizados
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feito em adultos (Gudo et al., 2009). Esta bem esclarecido que este facto verifica-se como sendo
consequéncia da indugdo de IL-2, IL-1, IL-6, IFN-y, TNF-;, e TGF-B, expressa pela proteina
tax do virus de HTLV-1, descritos acima que pode influenciar na proliferacdo das células T
(Kubota et al.,1998).

Nossos dados vdo também de encontro aos estudos realizados em portadores assintomaticos de
HTLV-1 realizados por Al- Fahim et al., (1999), onde demonstrou que esses pacientes
apresentavam elevados niveis de células CD25 e HLA-DR.

Em relagdo a expressdo de CD38, ndo houve diferengas tanto em linfécitos T CD4" bem como
em linfocitos T CD8". Este aspecto pode estar relacionado ao reduzido tamanho amostral do
estudo, pois quando comparado com achados de outros estudos feitos em adultos, verificou-se
que a frequéncia das células CD38" nos linfocitos T CD8 era elevada nos individuos co-
infectados em relacdo aos individuos mono-infectados e sadios. Contudo, ndo se verificou o
aumento do marcador CD38 nos linfocitos T CD8" nestes individuos. Este marcador tem sido
considerado melhor preditor de diagndstico para SIDA e resposta ao TARV, quando comparado
a carga viral por si s6. Este aspecto € relevante pelo facto de estar a ser proposto para sua
inclusdo na pratica clinica para monitorar a progressdo de doenca em individuos infectados por
HIV. Niveis elevados de células CD8"CD38*, CD8'CD25" e CD8"HLA-DR" pode ser devido &
estimulacdo crénica em resposta a infec¢do por HTLV-1, e ser indicativo para o progndstico da

progressdo da infeccdo ou desenvolvimento da doenca (Al- Fahim et al., 1999).

Foi descrito também que a carga viral do HTLV-1 pode ser influenciada pelas drogas anti-
retrovirais, sendo que os inibidores da transcriptase reversa poderiam diminuir a carga proviral
do HTLV-1. Esta redugédo poderia ser explicada pela combinacéo de dois eventos (Machuca &
Soriano, 1997): (i) supressao da transcriptase reversa ndo conhecida (ii) diminuicdo da expansédo

clonal das células infectadas causadas pelos farmacos com efeito citostatico.

Apesar da deteccdo do HTLV-1-DNA durante a terapia, o virus ndo desenvolve mutacdes
associada a resisténcia ao TARV. A falta de conhecimento sobre a evolu¢do do gene pol sob
pressOes selectivas da droga, sugerem uma interrupgdo quase total da replicagdo do virus durante

este tempo.
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Com base nestes achados, acrescido a um tamanho amostral muito reduzido, podemos entéo
inferir que provavelmente tenham influenciado para obtencéo néo significativa dos nossos dados,

referentes aos marcadores de activacdo CD38 e CD25.

Foi constatado que tanto o HIV como o HTLV induzem (separadamente) modificacdes
funcionais na populagdo de linfécitos T, caracterizada pela diminuicdo de populagdes naive e
altos niveis de activacao da célula quando comparada com individuos sadios (Gudo et al., 2009).

Surpreendentemente, nossos dados mostraram um aumento tanto na populacdo de células naive
como na populacdo de células de memdria (p=0,05). Criancas co-infectadas mostraram elevadas
proporcdes de CD45 RO+ nas células T CD4 quando comparads com o grupo mono-infectado e
0 grupo sadio. Células naive sdo consideradas geralmente como as primeiras a serem depletadas
na presenca da activagdo imune e, 0s nossos achados mostram um aumento destas células nas

criancas co-infectadas.

A producdo reduzida de células T naive tem sido bem reportada em outros estudos sobre
individuos infectados por HTLV-1 e também por outro lado, demonstra-se que o provirus é
detectado em uma subpopulacdo de linfécitos T CD4 de memdria, mas ndo em células CD8,
indicando que o HTLV-1 promove a proliferacdo de linfécitos T de meméria (Jun-ichirou et al.,
2008). Contudo, a magnitude e impacto exercido pelas células naive na progressao do HIV nédo
estd ainda bem esclarecido. Algumas hipdteses poderiam explicar este aspecto:

1) Mecanismo homeostatico de substituicdo de células mortas;

2) Recrutamento massivo de células naive, imposto pelo mecanismo que conduz a

activacao;
3) Insuficiéncia de producdo de células T (Gudo et al., 2009).

Por um lado, a infeccdo pelo HIV leva a destruicdo, e inducdo da disfungdo dos linfécitos T
CD4" e suas subpopulacdes (Sakai et al., 2010) e uma redistribuicdo dessas células pelos
diversos tecidos do organismo e a diminuicdo da actividade timica (Douek et al., 1998). Sabe-se
que o timo representa o maior local de producéo e geracao dos linfécitos T, onde a sua evolucao
relaccionada com a idade pode afectar a capacidade do timo para reconstituir as células T CD4",
as quais sdo perdidas durante a infeccdo por HIV (Douek et al., 1998). Por outro lado, em
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pacientes sob regime de tratamento com anti-retroviral altamente eficaz verifica-se um aumento
progressivo de células naive expressas nos linfocitos T CD4". Estas células poderiam ter surgido

devido a expansdo de células existentes na periferia ou através da producdo timica de novas
celulas naives (Douek et al., 1998).

O conjunto de resultados apresentados em nossa dissertacdo de mestrado mostra que pacientes
co-infectados e em tratamento anti-retroviral, continuam a apresentar contagens mais altas de
células T CD4" quando comparados com criangas mono-infectadas e sadias até mesmo quando
comparadas com adultos estando também a receber o0 TARV. Além disso, constataram-se niveis
de activacao celular de alguns marcadores sob as subpopulacdes de linfécitos T CD4 e T CD8
nas criangas co-infectadas o que nos poderia a levar a afirmar que a hiperactivagdo imune néo sé

o0s tornam mais susceptiveis de adquirir o HIV, mas também ao progresso mais rapido da doenca.
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6. Consideracg0es Finais e Perspectivas

Este é o primeiro estudo a ser realizado em criangas onde se descreve o estado de activacdo de
algumas subpopulacBes de linfdcitos T. Este trabalho permitiu-nos concluir que criangas co-
infectadas com os virus HIV e HTLV-1, em regime de TARV, expressam niveis de linfécitos T
CD4+ elevados e marcadores de activacao celular (CD25, CD 45RA, CD45R0O e CD38) mais
acentuados quando comparados com as criancas com HIV e criancas sadias. Pelo tamanho
amostral ter sido pequeno, propusemos a continuar esta linha de trabalho, no sentido de obter um
nimero maior de pacientes co-infectados, com os respectivos controlos, com o objectivo de re-

avaliar os dados e poder dar mais sustentabilidade a nossos achados.
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Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundacio Oswaldo Cruz

Ministério da Saude
Instituto Nacional de Saude
Departamento de Imunologia

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO ORAL

Seroprevaléncia do Virus Linfotrépico T Humano Tipo-1 em Criancas Mog¢ambicanas HIV
1/2 Seropositivas

O/A Sr.(a) esta sendo solicitado a aceitar que o seu parente participe, como voluntario, num
estudo cientifico a ser conduzido pelo Departamento de Imunologia do Instituto Nacional de
Saude. Antes de tomar a sua decisdo € importante que leia com atenc¢do esta folha de Informacao
e Consentimento, que Ihe dara a informacéo necessaria sobre varios aspectos do estudo. O estudo
foi aprovado pelo Comité Nacional de Bioética para Saude de Mocambique. N&o hesite em

colocar ao seu clinico qualquer questéo que Ihe ocorra durante a sua participacao neste estudo.

1. OBJECTIVO DO ESTUDO

O objectivo deste estudo é avaliar o perfil fenotipico dos linfocitos T em criancas co-infectadas
pelos Virus HIV-1 e HTLV-1 atendidas em Unidades Sanitarias da Cidade de Maputo.

2. INFORMACAO GERAL
O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é o agente causador do SIDA (Sindrome da
Imunodeficiéncia adquirida) enquanto que o virus linfotropico t humano (HTLV) pode causar

varias doencas, tais como cancro de celulas T (um grupo de células brancas do sangue),
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mielopatia (doenca dos musculos), doenca do sistema nervoso central que leva paralesia ou
fraqueza dos membros inferiores e dermatite infecciosa (doenca da pele). Em muitos pacientes,

estas doencas ocorrem em simultaneo. Para ambas as doengas, ainda ndo existe cura.

A literatura internacional ndo dispde de informacdo suficiente sobre a patogénese da co-infeccéo
HIV/HTLV-1 em criangas. Assim sendo, este é o primeiro estudo que vai descrever de uma
forma multidisciplinar alguns aspectos clinicos e laboratoriais da infeccdo pelo HTLV-1 em
criangas mogambicanas infectadas pelo HIV.

Em Mocambique a prevaléncia de HTLV em pacientes adultos infectados pelo HIV é de 4,5% e
gue a mesma cursa com a dissociacdo entre 0s paramétros clinicos e imunoldgico. No entanto,
até a data, ndo existe em Mocgambique um estudo realizado em criancas que demonstre estes
factos cientificos bem como informagdo sobre a co-infecgdo na populacdo pediatrica. Assim
sendo, este estudo pretende gerar conhecimento novo sobre a co-infeccdo HIV/HTLV-1 em
criancas mogambicanas residentes na cidade de Maputo. Os resultados deste estudo permitirdo
aos clinicos e pesquisadores desenhar novas estratégias terapéuticas e diagnosticas para
abordagem clinica e também adequar as actuais recomendacdes para 0 seguimento das criangas

co-infectadas caso estas também apresentem uma linfocitose.

O presente projecto de pesquisa sera realizado no Centro de Salde Polana Canigo, no Centro de
Saude 1° de Maio e no Hospital Geral de Mavalane. Apos o rastreio para anticorpos anti-HTLV-
1 de todas amostras que atendem a estas unidades sanitarias, cada crianca com infeccdo por
HTLV-1 serd pareada com duas sem infeccdo por HTLV-1 e uma crianca sem HIV e sem

HTLV-1, tendo em conta a idade e 0 sexo.

Seré feita uma comparacgéo e descricdo dos paramétros clinicos e marcadores imunolégicos.
Toda testagem laboratorial sera realizada no departamento de Imunologia do Isntituto Nacional

de Sadde, que possui tecnologia e pessoal qualificado para executar todos procedimentos.

O estudo sera conduzido por N&dia Amade, Bidloga, a frequentar o curso de Pds-graduacdo em

Pesquisa Clinica de Doencas Infecciosas, para obtencdo de grau de mestrado, ministrado pelo
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instituto Oswaldo Cruz, Brasil, sob supervisdo de Dr. llesh Jani (Mocambique) e Dr. Wilson

Savino (Brasil).

3. SELECCAO DOS PARTICIPANTES

Serdo elegiveéis para participar no estudo todas as criancas que obedecam o0s seguintes critérios:
- ldade entre 0s 18 meses e 14 anos de idade com teste rapido de HIV-Positivo;

- Criangas cujo tutor legal aceite a sua participacao no estudo.

4. PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Caso o senhor/a concorde com a participacdo do seu parente neste estudo, ser-lhe-a feito um
questionario no qual terd que responder a algumas questdes pessoais sobre si e sobre a sua
doenca incluindo o tratamento da mesma. Por exemplo, algumas das perguntas que ser-lhe-&o

feitas sdo: informacdo sobre a sua data de nascimento e quando foi diagnosticado o HIV.

Depois do questionario, iremos colher, ao seu parente, uma amostra de sangue equivalente a 1
colher de sopa (5 ml). Esta amostra sera usada para determinar niveis de células CD4, determinar
parametros hematologicos e rastreio de HTLV-1. Com excepcdo de HTLV-1, todas as outras
analise que propomos fazer neste estudo sdo normalmente feitas durante o seguimento dos
pacientes no Servico Nacional de Saide. Apds a colheita, as amostras de sangue serdo enviadas
ao Departamento de Imunologia do Instituto Nacional de Salde onde serdo conservadas e
processadas. Adicionalmente, o clinico fard um exame médico para identificar outros sinais e

sintomas relaccionados com HIV e HTLV-1.

Caso 0 seu parente apresente o resultado de HTLV-1 reactivo (positivo) ou ndo reactivo
(negativo), ser-lhe-a solicitada uma segunda colheita de amostra de sangue (5ml) para a

determinacg&o dos pardmetros imunololdgicos (i.e. determinagéo de diferentes células de defesa).

Estes resultados ser-lhe-do entregues dois meses apOs a segunda consulta. Referir que estes

resultados ndo interferem no seguimento clinico normal do seu parente. O seu médico dara a
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informac&o e ird explicar os resultados dos testes realizados. Uma cdpia destes resultados estaréo
dento do processo clinico para serem consultados sempre que for necessario durante o
seguimento clinico. Outra cépia vai ser arquivada de uma forma segura e confidencial no
departamento de Imumologia e serd destruida logo apds a divulgagdo dos resultados deste
estudo.

5. VANTAGEM DE PARTICIPACAO NO ESTUDO

O/A Sr.(a) e seu clinico assistente terdo acesso aos resultados de exames e estes poderdo ser

usados para a monitoria e seguimento clinico do seu parente.

6. RISCO, STRESS, DOR E DESCONFORTO ASSOCIADO A SUA PARTICIPACAO

Tirar sangue pode causar medo e um pouco de dor. Mas o técnico tem experiéncia e tudo fard
para tornar o mais confortavel possivel.

Colheita de sangue: 0s riscos para 0s participante sdo minimos, apenas o0s decorrentes da retirada
de sangue por puncdo venosa, tais como dor no momento e local da picada e sangramento (até 5

segundos apds a puncao).

7. INFORMACAO ACERCA DA CONFIDENCIALIDADE

Os registos relactivos a participacdo do seu parente serdo usados para efeitos deste estudo e para

monitoria clinica do mesmo.

No inicio do estudo ser-lhe-a dado um numero de identificacdo do estudo e este nimero sera
usado em todos formularios e amostras laboratoriais. Apenas membros do estudo, do comité de
ética e a pessoa encarregada da monitorizacdo do estudo terdo acesso a informacdo que liga o seu
nome com o0 seu numero do estudo. Os dados recolhidos serdo tornados an6nimos antes se

introducdo em qualquer computador.
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Podera ter acesso a informacdo clinica e dos exames laboratoriais do seu parente em qualquer
altura. A sua participacdo no estudo é completamente voluntaria. A participacdo no estudo ndo
custard nada. Todos os testes laboratoriais sdo gratuitos. Se recusar participar no estudo
continuard a receber o seguimento do HIV na consulta da mesma forma que vem a fazer. O seu
parente pode retirar-se do estudo em qualquer altura sem que isto afecte os seus cuidados

médicos presentes ou futuros.

8. QUEM PODE CONTACTAR EM CASO DE PROBLEMAS?

Caso haja questdo relacionada a este estudo deve contactar:
Dra Nadia Amade, coordenadora do estudo ( Tel: 82-4724670 ou 21-309317)

9. DECLARACAO DO PARTICIPANTE
Fui informado verbalmente e por escrito sobre este estudo e compreendo de o qué se trata. Sei
também quem contactar se necessitar de mais informacgdes. Compreendo que a confidencialidade
serda mantida. Compreendo que sou livre de retirar do estudo o meu parente em qualquer altura
sem que isto afecte os cuidados normalmente recebidos. Concordo com a participagdo do meu
parente neste estudo como sujeito voluntério e levarei uma cépia desta folha de informacéo para

guardar.

Data e hora Nome do Tutor Legal

Assinatura (ou impressdo do polegar) do Tutor Legal
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10. DECLARACAO DO PARTICIPANTE

Eu abaixo-assinado, defeni e expliquei ao voluntario/ Tutor Legal numa linguagem que ele
comprende, os procedimentos doe studo, os seus objectivos e o risco e beneficios associados com
sua participacdo. Informei o voluntéario que a confidencialidade serd amntida e que este é livre de
se retirar do ensaio em qualquer altura sem que isto afecte os cuidados que recebe na clinica.

Seguindo as minhas defini¢Oes e explicagdes o voluntario concorda participar no estudo.

Data e hora Nome do Tutor Legal

Assinatura
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