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Resumo

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) e o virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1) sdo
dois patogenos intracelulares que manipulam o sistema imune para gerar infeccdes
persistentes. Ambas as infeccbes causam imunossupressao e ativacdo imune e, com a
introducdo da terapia antirretroviral altamente ativa (HAART), eventos como a
sindrome da reconstituicdo imune (IRIS) podem ocorrer.Este estudo teve como objetivo
avaliar os mecanismos de reconstituicdo imunoldgica de individuos com tuberculose
(TB) e aids, em resposta aos respectivos tratamentos, analisando as subpopulacfes de
células T, bem como os marcadores de ativacdo imunoldgica, o perfil de citocinas anti e
pré-inflamatérias e a resposta aos antigenos de Mtb durante seis meses apos a
introducdo da HAART. Estes parametros foram também avaliados de acordo com o
status de imunossupressdo dos pacientes no inicio do tratamento (células TCD4" <200
ou >200 céls/mm®) e pelo desenvolvimento ou ndo da IRIS.Os pacientes incluidos neste
estudo apresentaram restauragdo imune, com ganho de células TCD4", reducéo da carga
viral e da ativacdo imune, apds a introducdo da HAART. Entretanto, ndo observamos
predominio dos perfis de citocinas avaliadas na populacdo geral e nem quanto ao grau
de imunossupressdo. Na avaliacdo da resposta imune especifica aos antigenos de Mtb,
observamos que a resposta ao PPD foi mais frequente e de maior magnitude comparada
com o ESAT-6 e 38KDa/CFP-10 ao longo do tempo. A resposta ao antigeno
38KDa/CFP-10 mas ndo ao PPD apresentou associacdo com as contagens de células
TCD4" e carga viral em uma analise multivariada. Ndo observamos diferencas nos
parametros analisados entre os pacientes que vieram a desenvolver IRIS em comparacao
com 0s que ndo vieram a desenvolver a sindrome. A avaliagdo dos fenétipos celulares
funcionais de subpopulac6es de células T revelou frequéncias mais elevadas de células
TCD4" naive e de memdria central (MC) do que na populagdo de células TCD8". Além
disso, foi observado um predominio de células TCD4" memodria efetora (ME) e de
TCD8" ME e efetoras altamente diferenciadas (TEMRA) por seis meses de HAART.
Como concluséo, observamos em nosso estudo que a infec¢do por HIV-1 em associagéo
com a TB leva a uma profunda alteracdo imunoldgica, que pode ser parcialmente
reconstituida com a introducdo da HAART associada a terapia para a TB,

independentemente do status de imunossupresséo no inicio do tratamento.
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Abstract

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) and human immunodeficiency virus (HIV)
are two intracellular pathogens that manipulate the immune system in order to generate
persistent infections. Both infections cause immunosuppression and immune activation
and, under Highly Active Antiretroviral Therapy (HAART), events like immune
reconstitution syndrome (IRIS) may occur. The objective of this study was to evaluate
the immune reconstitution mechanisms among individual with tuberculosis (TB) and
aids, in response to treatment to both diseases, based on the analyses of the T cell
subsets, immune activation markers, anti and pro-inflammatory cytokine profiles and
responses to Mtb antigens along six months after the introduction of HAART. These
parameters were also evaluated according to the patients immunosuppression status at
baseline (CD4" <200 or > 200 cells/mm?®) and the development or not of IRIS.

The patients included in this study presented immune restoration, with gain of
CD4" T cells and reduction of viral load and immune activation after introduction of
HAART. However, no predominance of cytokine profile in response to the therapies or
according to the degree of immunosuppression at baseline were observed. Concerning
the immune response to the Mtb antigens, the frequency and magnitude in response to
PPD were higher when compared with the ESAT-6 or 38KDa/CFP-10 antigens along
treatment. 38KDa/CFP-10 but not PPD antigen responses showed association with
CD4 T cell counts and viral load in the multivariate analyses. No specific
immunological profile was observed when IRIS and non-IRIS cases were compared.
The evaluation of the functional profile of T cell subsets revealed higher frequencies of
CD4" naive and central memory cells compared to the CD8" subsets. Moreover, the
predominance of CD4" T cell effector memory (EM) and CD8" EM and differentiated
effector memory (TEMRA) along time were observed.In conclusion, our data show that
HIV-1 infection in combination with TB leads to a profound immunological disorder
which can be at least partially restored upon the introduction of HAART associated with

TB therapy, independent of the immunossupression status at baseline.
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Introducéo

1- Introducéo

O Virus da Imunodeficiéncia Humana, o HIV, é um membro da familia
Retroviridae e subfamilia Lentivirus. Existem dois tipos conhecidos de HIV: o HIV-1 e
0 HIV-2. O HIV-1 encontra-se globalmente distribuido e é o principal responsavel pela
epidemia mundial de HIV/aids. A infeccdo pelo HIV-2 tem uma disseminacdo menor,
mais restrita a regido oeste do continente africano, e esta associado a um menor grau de
infectividade e viruléncia (revisado por SHARP; HAHN, 2011).

A infeccdo por HIV-1 é a causa majoritaria da sindrome de imunodeficiéncia
adquirida (aids) no mundo. Em 2012 foram estimados cerca de 35 milhdes de pessoas
infectadas por HIV-1 e cerca de 2,3 milhdes de novos casos registrados no mundo,
mostrando um declinio de 33% no ndmero de novas infeccbes quando comparado a
2001 (3,4 milhdes de novos casos). Ao mesmo tempo, 0 niUmero de mortes causadas por
aids também esta em declinio, com 1,6 milhdo de mortes no mundo em 2012, uma
queda de 2,3 milhées comparados com dados de 2005. Esta reducdo da mortalidade se
deu principalmente pelo uso da terapia antirretroviral, que evitou a morte de 6,6 milhdes
de pessoas com aids no mundo de 1996 a 2012 (UNAIDS, 2013).

No Brasil, a epidemia de aids apresenta, em média, 36 mil casos/ano, sendo de
aproximadamente 656 mil casos notificados até junho de 2012, com média de 11,5 mil
Obitos por ano e com uma taxa de prevaléncia de infeccdo pelo HIV-1 de 0,4 na
populacdo geral (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

Os pacientes infectados por HIV-1, em estado avancado de imunodeficiéncia,
ficam mais suscetiveis a infeccdes oportunistas, destacando-se dentre estas 0 CMV
(Citomegalovirus), MAC (complexo Mycobacterium avium), Cryptococcus neoformans,
e 0 M. tuberculosis (Mth) em pacientes imunossuprimidos, entre outras.

A tuberculose (TB) é uma enfermidade de grande importdncia para salde
publica, pois estima-se que aproximadamente 1/3 da populacdo mundial esteja infectada
pelo bacilo da TB e, no Brasil, em 2012, foram estimados 70.047 novos casos de TB
(Figura 1) (WHO, 2013; MINISTERIO DA SAUDE, 2012). A TB ¢, de fato, uma das
mais frequentes doengas oportunistas em pacientes infectados por HIV (CAHN, 2003).
Em 2012, cerca de 6 milhdes de pessoas estavam com TB no mundo, destas 20% eram
coinfectadas com HIV. No Brasil, 82 mil casos de TB foram notificados e 20% destes
eram de pessoas coinfectadas com HIV (UNAIDS, 2014a; UNAIDS, 2014b).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Lentivirus
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Tanto o HIV como o Mtb sdo microorganismos intracelulares que infectam
celulas envolvidas na resposta imune levando a um profundo comprometimento
imunolégico nos pacientes infectados. Os principais mecanismos imunoldgicos
associados com a infeccdo por HIV, por Mtb e na associacdo entre as duas infeccdes

serdo detalhadas nos topicos seguintes.
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Figura 1- Incidéncia de tuberculose em adultos em 2012. Figura adaptada do site
World Health Organization. (http://www.who.int.en, acesso em: 12/12/2013).

1.1 —Histéria natural da infecgdo pelo HIV-1

A patogénese da infeccdo por HIV-1 envolve a entrada e a replicagdo do virus
no interior de células do hospedeiro. As principais células-alvo do HIV-1 sdo as que
expressam a molécula CD4 em sua superficie, como linfécitos TCD4", mondcitos,
macrofagos e células dendriticas (revisto por GROSSMAN et al., 2002). Além da
molécula de CD4, para entrar na célula-alvo, o HIV-1 precisa associar-se também aos

seus correceptores, que sao moléculas receptoras de quimiocinas, tais como o0 CCR5,
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que é mais frequentemente utilizado pelo HIV-1, ou 0 CXCR4, que € expresso em
varios tipos celulares (APPAY; SAUCE, 2008; R1J et al., 2003).

No processo de entrada do HIV-1, um complexo glicoproteico do envelope viral
formado por seis subunidades, trés gp120 e trés gp41 interagem especificamente com a
molécula de CD4" e com o correceptor de entrada na membrana plasmatica da célula-
alvo (revisto por KWONG et al., 1998). Apds a adsor¢do, o peptideo de fusdo se insere
na membrana celular, rompendo e desorganizando a composi¢do desta. Com a fuséo,
acontece a internalizacdo do capsideo, que é degradado, liberando o genoma e as
proteinas virais no citoplasma. Apds a liberacdo do material genético viral no citosol,
ocorre a transcricdo reversa, mediada pela enzima transcriptase reversa, onde 0 RNA
viral é decodificado para DNA. Durante a integracdo ocorre a incorporacéao da fita dupla
de DNA pro-viral ao DNA humano no nucleo celular, catalisada pela enzima integrase.
Na transcricdo o DNA pro-viral é transcrito em RNA viral, podendo sofrer traducdo em
poliproteinas virais ou ser incorporado a virions imaturos, que passam por maturagdo e
brotam pela membrana celular. A maturacdo exige a atuagdo da enzima protease.
Depois desse processo, 0s virions maduros podem, entdo, infectar outras células
suscetiveis. A falta de sistema de correcdo da transcriptase reversa e a interacdo do
genoma viral com membros da familia APOBEC sdo 0s principais mecanismos que
possibilitam a ocorréncia de mutacdes, levando "a diversidade viral e, como
consequéncia, ao escape da resposta imune do hospedeiro e a resisténcia aos
antirretrovirais (Figura 2) (COFFIN, 1995; SIERRA et al., 2005; revisto por HOGAN;
HAMMER, 2001; DESIMMIE et al., 2013).
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Figura 2 — Ciclo replicativo do virus do HIV-1.
Adaptado de SHATTOCK; ROSENBERG (2012).

Durante a infec¢do primaria por HIV-1, altos niveis de viremia sdo observados,
ja nas primeiras semanas (PIATAK et al., 1993) e cerca 40-90% dos individuos
apresentam sintomas, que geralmente incluem febre, fadiga, faringite, perda de peso,
transpiracdo noturna excessiva, linfoadenopatia, mialgias, dor de cabeca, nauseas e
diarreia (KAHN JO; WALKER BD, 1998; SCHACKER T et al., 1996; WALENSKY
RP et al., 2001). Ao final desta fase, com o estabelecimento da resposta imune, a
viremia comega a declinar até alcangar um estagio conhecido como “set point”, o qual
marca o inicio da fase crénica (assintomatica) da infec¢do, que pode durar varios anos,
evoluindo, posteriormente, na auséncia de terapia antirretroviral, para um quadro de
aids, que se caracteriza pelo agravamento do estado de imunodeficiéncia, que favorece a
ocorréncia de doengas oportunistas e neoplasias, podendo ou ndo chegar ao @bito
(Figura 3).
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Figura 3- Representacao gréfica do curso da infec¢éo pelo HIV-1, indicando as
trés fases. (1) Individuos infectados com HIV-1. (Il) fase aguda de duracédo de
aproximadamente 6-12 semanas, com sintomas gripais, viremia acentuada e
gueda nas contagens de células T CD4. (lll) fase assintomatica crénica com
duracdo aproximada de 7 a 10 anos. Apés a replicacdo do virus a fase aguda
atinge um nivel constante de replicacdo conhecido como o "set point". (IV) o
inicio da aids estd associado com aumento da replicacdo viral e declinio das
contagens de células T CD4; o tempo até a ocorréncia de aids varia entre
individuos de 2 anos a mais de 15 anos apd@s a soro conversdo. Fonte: adaptado
de An and Winkler (2010).

O controle da viremia ocorre naturalmente, ao longo da fase cronica, para uma
parcela minoritaria dos individuos infectados, os chamados controladores de elite, ou
através do uso de drogas antirretrovirais. Além disto, a terapia antirretroviral de alta
eficacia (HAART), através do controle da replicagéo viral, permite o reestabelecimento
e a manutencao da resposta imune contra uma grande variedade de patdgenos (HIRSCH
etal., 2004).
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1.2 -Terapia antirretroviral

A primeira droga utilizada para o tratamento da infec¢do por HIV-1 em adultos
foi a zidovudina (AZT), na forma de monoterapia. Embora eficiente em diminuir a
mortalidade e a frequéncia de infecgbes oportunistas, 0 AZT teve seu uso limitado
devido a répida emergéncia de isolados virais resistentes ao tratamento. Com o
desenvolvimento de novas drogas, surgiram combinagdes de drogas antirretrovirais que
foram capazes de induzir, de modo eficiente, a reducdo da morbidade e da mortalidade
associadas a infeccdo por HIV-1. A HAART é composta pela associacdo de drogas
antirretrovirais, reduzindo a carga viral plasmatica, através da acdo sobre potenciais
alvos do ciclo replicativo do HIV-1, impedindo assim a formac&o de novas particulas
virais ou mesmo a infeccdo de novas células (revisto por ARTS, HAZUDA, 2012,
MENENDEZ-ARIAS, 2013)

Atualmente, existem 26 drogas antirretrovirais disponiveis para o tratamento do
HIV/aids, divididas em diferentes classes:

Inibidores de entrada: Os inibidores desta classe em uso atualmente na clinica
atuam como antagonistas do correceptor CCR5 (maraviroc) ou como um peptideo de
fusdo que interage com a gp4l (enfuvirtide). Outros farmacos em desenvolvimento
atuam inibindo a ligacdo celular, a interacdo com o CD4 ou com o complexo
gp120/gp41, dentre outros (MENENDEZ-ARIAS, 2013)

Inibidores de transcriptase reversa: Estes podem ser classificados como
inibidores nucleosidicos/nucleotidicos da transcriptase reversa (INTRS) e inibidores ndo
nucleosidicos da transcriptase reversa (INNTRs). Os INTRs sdo analogos de
nucleosideos ou nucleotideos que dentro da célula sdo convertidos em derivados
trifosfato que competem com dNTPs naturais na incorporacdo da nova cadeia de DNA,
impedindo a continuidade da sintese de DNA devido a auséncia da extremidade 3’OH
na ribose, como por exemplo, a zidovudina, lamivudina e tenofovir. J& 0s INNTRs ,
como o efavirenz, nevirapina e outros, inibem a retrotranscricdo do HIV-1 ao ligar-se a
bolsa hidrofobica proxima ao sitio ativo da transcriptase (MENENDEZ-ARIAS, 2013;
SIERRA; WALTER, 2012).

Inibidores de Protease: Estes ttm como alvo a enzima protease e agem ao

ligar-se a protease viral no lugar do substrato natural, blogueando, assim, o



Introducéo

processamento das poliproteinas gag e pol necessarias a formacdo das particulas virais
maduras.

Inibidor de Integrase: A integrase retroviral catalisa a inser¢do do DNA pro-
viral gerada durante a transcricdo reversa no cromossomo do hospedeiro,
consequentemente, blogueando esta fase do ciclo replicativo do virus (revisado por
SIERRA; WALTER, 2012).

1.3 — Patogénese do HIV-1.

A infeccdo por HIV-1 é caracterizada pela diminuicdo progressiva tanto
quantitativa quanto funcional da imunidade do hospedeiro, uma vez que o principal alvo
sdo os linfocitos TCD4", protagonistas da imunidade adaptativa e que desempenham
importante papel na resposta imune contra o HIV (revisado por PERREAU et al., 2013).

Os linfécitos TCD4" contribuem para o controle das infeccdes virais
indiretamente, atraves de auxilio na inducéo e/ou manutencédo das respostas de células T
CD8", linfocitos B e macrofagos e/ou pela mediacdo direta de suas fungBes efetoras
antivirais, tais como a producdo de citocinas e, eventualmente, citdlise (revisado por
HOGAN; HAMMER, 2001).

Os linfécitos TCD8" tém papel importante no reconhecimento de células
infectadas por HIV-1, sendo capazes de induzir a morte destas células, levando a um
declinio da viremia (revisado por MCDERMOTT; KOUP, 2012). Os linfécitos T CD8"
citotoxicos (CTLs) atuam diretamente no aumento da imunidade antiviral e na
supressdo da infeccdo através do mecanismo de lise celular direta e na secrecdo de
citocinas e quimiocinas (BETTS et al, 2006; MIGUELES et al., 2002; HERSPERGER
et al., 2010).

A cooperacdo entre as respostas das células TCD4" e TCD8" parece ser essencial
para o controle da infeccdo promovida pelo HIV, uma vez que as células TCD4" sdo
células efetoras-chave na resposta imune do hospedeiro, e sofrem replicacdo e
destruicdo na fase inicial da infeccdo, o que se intensifica na fase cronica, levando a
uma profunda imunossupressdo que é clinicamente conhecida como aids (HOGAN;
HAMMER, 2001).

O processo de deplecdo de células TCD4" esta correlacionado tanto com os
niveis de viremia, quanto com o fendmeno de hiperativacdo cronica destas celulas
(HAZENBERG MD et al., 2003; MCCUNE, 2001; GROSSMAN et al., 2002). Os
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mecanismos propostos para a perda de linfocitos TCD4", em funcéo da ativacio celular
cronica, sdo a aceleracdo da senescéncia destas células, a exaustdo clonal e a morte
celular induzida por ativacdo (DOCKRELL et al., 1999; GROSSMAN et al., 2002;
RIBEIRO et al., 2002; YATES et al., 2007). Em geral, observa-se uma perda
progressiva de células TCD4" e altos niveis de ativacdo de células T causada pelo virus
em individuos virgens de tratamento antirretroviral. De modo geral, os dados mais
atuais mostram que essa perda ocorre em grande intensidade ja na fase aguda da
infeccdo pela destruicdo dos linfocitos T de memdria expressando a molécula CCR5,
que se encontram no tecido linfoide da mucosa intestinal (OKOYE; PICKER, 2013). O
fendmeno de ativacdo imunoldgica observada durante o curso da infeccdo é de tamanha
extensdo que envolve outros mecanismos ndo relacionados diretamente ao HIV e
contribui de forma importante para a deplecdo dos linfécitos TCD4" ao longo da
evolucdo para a aids (APPAY; SAUCE, 2008).

Num estudo pioneiro desenvolvido por Kolter e colaboradores (1984), em
individuos com aids, foram observadas, anormalidades histoldgicas na mucosa do trato
gastrointestinal, ma absorcdo e deplecdo de linfocitos, eventos estes que poderiam
causar um importante prejuizo na funcdo da barreira do intestino, como defesa contra
microrganismos do ldmen intestinal, patogénicos ou ndo. Mais recentemente foi
demonstrado que alteragcdes importantes nesta barreira ocorrem ao longo da infecgéo
por HIV-1, o que leva a translocacdo microbiana de produtos como lipopolissacarideos
(LPS), diretamente correlacionada a ativacdo imune e a progressdo da doenca (revisto
por DOUEK et al., 2009). Os produtos bacterianos, tais como LPS, flagelina e CpG
DNA, levam a uma profunda ativacdo da resposta imune inata. Estes sdo ligantes de
receptores do tipo toll (TLR) e sdo conhecidos por estimularem diretamente macrofagos
periféricos e células dendriticas a produzirem citocinas pro-inflamatérias (TNF, IL-6 e
IL-1B), podendo levar a uma ativacdo sistémica e a diferenciagdo de linfocitos e
mondacitos.

Além disto, produtos génicos do HIV-1 podem induzir diretamente a ativacéo
de linfdcitos e macrdfagos, e a producdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias.
Por exemplo, a glicoproteina do envelope gp120 pode ser capaz de ativar células ou
aumentar sua responsividade a ativacdo, mesmo na falta de infeccdo direta destas,
através da ligacdo a molécula de CD4 ou aos correceptores (RIECKMANN et al., 1991;

LEE et al., 2003). A proteina acessoria Nef é também capaz de levar a ativacdo dos
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linfécitos diretamente (WANG et al., 2000; SIMMONS et al., 2001), ou atraves da
infeccdo de macréfagos (SWINGLER et al., 1999).

Uma consequéncia direta da ativacdo de células T é o aumento dos niveis do
fator de transcricdo nuclear intracelular kappa B (NF-xB), o qual aumenta a transcricéo
do virus integrado ao genoma celular e a producdo de novos virions que podem infectar
novos alvos. Um ciclo vicioso é, entdo, estabelecido, durante o qual a replicacdo do
HIV-1 promove a ativagdo imune, principalmente as células T, e a ativagdo imune induz
a replicacdo do HIV-1 (KAWAKAMI et. al, 1988).

Ao longo da epidemia de aids tem-se discutido a utilizacdo de alguns
marcadores de ativacdo e/ou imaturidade celular, dentre outros, que pudessem ser de
valor prognostico de evolugdo da doenca. O aumento na expressao de moléculas CD38
e HLA-DR em linfécitos T ativados (HERTOGHE et al., 2000), assim como as
contagens de células T CD8'CD38" circulantes se correlacionam fortemente com os
niveis elevados de RNA plasmaticos, podendo diminuir com a supressdo da replicagdo
viral obtida através do uso de HAART (BENITO et al., 2004). Desta maneira, especula-
se que o0s niveis de ativacdo possam ser considerados preditores mais fidedignos da
progressdo para a aids, do que a prépria carga viral plasmatica (GIORGI et al., 1999).
Dados da literatura mostram que mesmo em pacientes com carga viral indetectavel por
varios anos, tanto por tratamento antirretroviral como por controle natural, ainda assim e
possivel se evidenciar um grau importante de ativacdo celular (POIZOT-MARTIN et
al.,, 2013; GAARDBO et al.,, 2013). Portanto, durante a infeccdo por HIV-1, o
estabelecimento da ativacdo imune e de processos inflamatdrios envolve muitos
mecanismos que estdo direta ou indiretamente relacionados com a replicagéo viral.

As citocinas sdo moléculas-chave na resposta imune e seu padrdo pode
influenciar diretamente o estagio imunoldgico dos pacientes infectados por HIV-1,
podendo levar a progressdo da doenca. As citocinas pro-inflamatorias tém papel
importante na infecgdo pelo HIV-1, onde os niveis aumentados de IL-1, IL-2, IL-6, IL-
10, IL-15, IL-18, interferon alfa (IFN-a), IFN-y e fator de necrose tumoral (TNF-a)
influenciam diretamente a replicacdo viral, montagem da resposta imune e a patogénese.
A IL-15 e o IFN-o foram descritos no contexto da coestimulacdo de células T humanas
e a IL-15 em presenca dos antigenos estimula a proliferacdo de células mononucleares
do sangue periférico (PBMC) de individuos soropositivos para 0 HIV-1. Os interferons
do tipo I (13 tipos de IFN-a, 1 tipo de IFN-B, -o, -0, -t, ¢ -k) apresentam diferentes
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impactos na ativacdo de células T induzida por antigenos, dependendo da presenca ou
auséncia de células apresentadoras de antigenos. As células dendriticas plasmocitoides
(pDCs) séo, provavelmente, a principal fonte de IFN- tipo | na infec¢do causada por
HIV-1(HOSMALIN; LEBON, 2006). A combinacdo de IL-2, IL-6 e TNF pode ativar
tanto células T naive quanto de memoria (revisto por HAAS et al., 2011).

Avaliando o perfil de células Th2 ativadas na patogénese da infec¢éo por HIV-1
observa-se aumento na producgdo de IL-4 , que foi associada com a piora clinica apds o
tratamento antirretroviral (SUBRAMANYAM et al., 2004). Outros estudos mostraram
gue hd um aumento da IL-4 e uma diminuicdo da producdo da IL-2 durante a progressao
para aids, assim como foi mostrado que, apesar de ndo haver producdo aparente de IL-2,
hd expressdo de IL-4 por células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) e
células dos nodulos linfaticos, de individuos infectados ou ndo por HIV-1. No entanto, o
papel dos linfécitos Th2 na infeccdo pelo HIV-1 ndo esta bem estabelecido e a inversédo
do perfil Th1/Th2 ao longo da evolugdo para a aids, como especulado por alguns
autores, ainda é controverso (KLEIN et al., 1997; FAKOYA et al., 1997; BOURGARIT
et al., 2006).

A infeccdo por HIV tem os linfocitos T como principais células da resposta
imune, e estas células se apresentam em diferentes fen6tipos. As células linfocitarias
apresentam diferencas entre si quanto a expressao de diferentes moléculas na superficie
dos linfécitos T durante os estagio de diferenciacdo celular. As células naive sdo
células que ainda ndo tiveram contato com antigenos. Estas células podem ser
identificadas pela expressdo dos marcadores de superficie CD45RA, CD62L, CCRY7,
CD27, CD28 e CTLA-4, e pela falta de expressdéo de CD25, CD69 e HLA-DR
(CHATTOPADHYAY; ROEDERER, 2005). Em geral, na literatura diferentes
combinagBes de anticorpos sdo utilizadas para classificar estas células, tais como:
CD45RA+CCR7+ (SALLUSTO et al, 1999), CD45RA+CCR7+CD27+CD28+
(APPAY et al, 2008), CD45RA+CD62L+ (NANICHE et al., 2011) entre outras. Por
tanto, as células TCD4" naive sdo exemplos de células que podem se diferenciar em
diferentes fendtipos como linfécito T helperl (Thl), Th2, Th9, Thl7 e T regulatérias
(Treg), de acordo com a expressdo de citocinas locais. A citocina IL-12 favorece a
diferenciacdo de celulas T naive para o perfil de células Thl, através de fator de
transcricdo T-bet, a citocina IL-4 favorece a diferenciacdo para o perfil Th2, através do

fator de transcricdo GATA-3, enquanto que as citocinas IL-2 e TGF-B favorecem
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células naive a se diferenciarem em células iTregs através do fator de transcricdo Foxp3.
A combinacdo de TGF-$ e IL-6 induz a diferenciacdo em células Th17, através do fator
de transcrigdo RORyt, embora a IL-21 possa substituir a IL-6 para promover a
diferenciacéo de células Th17 nesta condicéo (revisto por ZHENG, 2013).

As células de memoria sdo células de longa vida que surgem na resposta imune
antigeno-especifica, apds o encontro com o antigeno, durante a expansdo clonal e
diferenciacdo dos linfécitos em resposta a uma estimulacdo antigénica (STOCKINGER
et al., 2006). Os linfocitos de memdria conferem protecdo imediata em caso de
reencontro com o0 antigeno gerando uma resposta qualitativa e quantitativamente
aumentada se comparada as células naive (revisto por AHMED; GRAY, 1996). As
células T de memdria podem ser identificadas pela presenca dos marcadores CD45R0O,
CD57 e CD95 e/ou pela expresséo positiva ou negativa da molécula CCR7 na superficie
dos linfocitos T, caracterizando suas subpopulacdes de memoria central (MC), efetora
(ME) e efetora altamente diferenciada (TEMRA) (revisto por CHATTOPADHYAY;
ROEDERER, 2005).

As células de memdria central sdo identificadas por expressarem em sua
superficie a molécula de CCR7, residirem nos 6rgaos linfoides secundarios e pela falta
de funcéo efetora imediata com secrecdo de IFN-y e¢/ou fungédo citotoxica em resposta
direta ao antigeno, embora elas prontamente se proliferem e se diferenciem em células
efetoras em resposta a estimulacdo de antigenos. Neste processo, as células T de
memoria efetora se caracterizam por ndo apresentarem a molécula CCR7 na superficie
da célula, por migrarem para os tecidos periféricos exercendo uma funcédo efetora com
rapida producdo de citocinas em resposta a re estimulacdo (SALLUSTO et al., 2004;
STOCKINGER et al., 2006). As células TEMRA séo células T especificas a antigenos
que apresentam o fendtipo CCR7 e CD45RA™ em sua superficie, secretam IFN-y, além
de altos niveis de perforina, sendo estes subset com pouca representacdo (5%) dentro
das populacdes de linfécitos T CD8" especifica para HIV-1 (CHAMPAGNE et al.,
2001).

Cada fendtipo de células T esta adaptado para um determinado tipo de resposta
imune, na qual desempenham distintas ou similares fungdes contra diferentes tipos de
patogenos. SRINIVASULA e colaboradores (2011) analisaram o efeito da carga viral e
as contagens de células TCD4" na diferenciacio dos fendtipos naive e memdria nas

populacdes de linfocitos TCD4" e CD8" de pacientes infectados com HIV-1. Estes
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autores observaram que o turnover de células TCD8" naive e de memoria é dependente
da carga viral, mas ndo esta associado a deplecdo de células TCD4" nos pacientes
infectados. No entanto, o principal motivo para a turnover das populaces de células
TCD4" naive ¢ a deplecdo das células T CD4" totais e nio pelo efeito da carga viral.
Entretanto, analises in vivo do ciclo celular através da incorporacdo de
bromodeoxiuridina, mostraram que células T CD4" e CD8" ativadas resultam em
aumento nas taxas proliferativas de celulas memoria, enquanto as células naive
mostraram baixo turnover (SRINIVASULA et al., 2011). Diferencas substanciais na
resposta imune TCD8" e TCD4" especificas para os virus EBV, CMV e infecgbes por
HIV-1 tém sido descritas. Estes estudos tém proposto que as diferencas na resposta de
células T CD8" especificas de HIV-1 podem ser resultado de uma maturacgdo enviesada
de células de memoria, da senescéncia de replicacdo e do tipo de patdgeno/virus
influenciando especificamente no desenvolvimento das distintas populacfes de células
de memdria (HARARI et al., 2014).

As células T reguladoras conhecidas como Treg Foxp3™ sdo essenciais para
tolerancia imune e tem papel crucial em limitar uma excessiva resposta imune e
inflamatdria executada pelas células T auxiliares (revisto por ZHENG, 2013). As Treg
induzidas por antigeno (iTreg) sdo funcionalmente similares as Treg naturais derivadas
do timo: sdo anérgicas, supressoras e capazes de inibir doengas in vivo (revisto por
ZHENG, 2013) Recentemente, as linhagens de células Th17 vem sendo descritas por
produzirem IL-17 e IL-22. Uma das caracteristicas atribuidas as células Tregs € que elas
podem se converter em células Th17 e outras células efetoras em certos ambientes e que
células Thl7 derivadas de células Treg partilham caracteristicas comuns com Th17
gerada por precursores naive (AFZALI et al., 2010; ZHENG, 2013). Embora as células
Treg e Thl7 tenham fungGes completamente diferentes na resposta imune, a
diferenciacdo de ambas as populacdes de células precisa de TGF-p (ZHENG, 2013). A
populagdo de células Th17 é um subconjunto de linfocitos T CD4" efetores que na
forma mais simples pode ser definida como uma célula que libera IL-17, embora
produza vérias outras citocinas (IL-21, 1L-22) e fatores de transcricdo (AFZALI et al.,
2010).

Os pacientes infectados por HIV-1 apresentam macica perda de células T
auxiliares, particularmente nas mucosas e persiste ao longo do tratamento com pouca

repopulacdo deste repertorio. A destruicio de células TCD4" na mucosa esta
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acompanhada pela mudanga no microambiente e é caracterizada pela diminuicdo da
populacdo de células Thl7 (BIXLER; MATTAPALLIL, 2013), conduzindo a um
concomitante aumento de células Treg (revisto por HAAS et al., 2011). Entretanto, o
uso de HAART pode resultar em restauracdo de células Th1l7 no trato gastrointestinal,
que pode ser associado com melhor prognoéstico da doenca (KLATT; BRENCHLEY,
2010), embora ainda nédo exista um consenso na literatura sobre o efeito da HAART no
estabelecimento da populacdo de células Th17 em individuos infectados com HIV
(BIXLER; MATTAPALLIL, 2013).

Embora a infeccdo causada por HIV-1 leve a uma desordem imunologica, o
surgimento de uma resposta inflamatéria que venha a restabelecer as populacdes
linfocitérias e a producdo de citocinas, associado ao controle da replicacdo viral natural
ou Vvia tratamento antirretroviral, é de grande importancia para que ocorra uma melhora
clinica e imunoldgica. No entanto, a introducdo da terapia antirretroviral pode permitir
também a exacerbacdo de processos patogénicos subclinicos e/ou piora de
comorbidades em tratamento, sendo este fendmeno denominado de sindrome

inflamatdria de reconstituicdo imune, que serd abordado mais a frente.

1.4 — A patogénese da infeccdo por Mtb

A TB humana é uma doenca infecciosa e contagiosa causada principalmente
pelo Mtb, uma micobactéria patogénica e aerébia que estabelece sua infeccdo
normalmente nos pulmdes. A progressdo da infeccdo por Mtb é fundamentalmente
regulada pela integridade do sistema imune do hospedeiro, o qual pode ter éxito, através
da imediata eliminacdo microbiana e/ou laténcia, ou falha, resultando no
desenvolvimento de doenca ativa (DUCATI; RUFFINO-NETTO, 2006).

A terapia usada no tratamento da TB atualmente no Brasil é composta pela
associacao de 4 farmacos: rifampicina (R), isoniazida (H), pirazinamida (Z) e etambutol
(E), esquema atualmente utilizado em doses fixas combinadas para todos os casos de
TB (MINISTERIO DA SAUDE, 2000). Foi observado que o uso da terapia para TB
atua na restauragdo imune, influenciando no ganho de células TCD4 em pacientes com
TB avancada sem HIV, ajudando na homeostase destas células (SKOGMAR et al.,
2013).

A forma mais frequente de transmisséo do Mtb é através da inalagéo de aerossois

de um paciente com TB pulmonar bacilifera. Entre os individuos expostos ao bacilo,
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menos de 10% ira desenvolver a doenca clinica ao longo da vida, mas, uma vez que a
doenga se desenvolva e permaneca sem tratamento, ela se torna fatal em 50% dos
pacientes (KAUFMANN, 2001).

A forma latente da TB € resultado da exposicdo ao Mtb, seguida pela resposta
imune do hospedeiro para controlar o crescimento do bacilo, forcando-o a um estado de
quiescéncia no tecido infectado. Isso é caracterizado pela reducdo no metabolismo
bacteriano, como consequéncia da acdo da resposta imune, que pode, na maioria das
vezes conter, mas nao erradicar a infeccdo (DUCATI; RUFFINO-NETTO, 2006).

Por outro lado, a TB ativa pode evoluir localmente nos pulmdes, causando a TB
pulmonar, mas pode também se manifestar em qualquer local do corpo causando as
chamadas formas extrapulmonares (BLOOM, 1994) tais como: pleural, ganglionar,
meningite tuberculosa, urogenital, cutanea, oftdlmica, dssea entre outros.

A infeccdo pelo Mtb ocorre apds a inalacdo do bacilo, onde grande parte fica
contido na porta de entrada do aparelho respiratério. Os poucos bacilos que escapam
dessa barreira fisica de contencdo enfrentam os mecanismos alveolares, sendo a
fagocitose pelos macréfagos alveolares o mais importante destes mecanismos. Caso nao
sejam degradados pelos mecanismos de defesa os bacilos entram em multiplicacéo,
constituindo o cancro de inoculagdo ou complexo de Gohn, a partir do qual se faz a
disseminacdo linfatica e a inflamacdo do ganglio regional, constituindo o chamado
complexo priméario. A partir da disseminacdo por via sanguinea, 0s bacilos se instalam
em outros dérgdos até o surgimento da imunidade adquirida ou adaptativa, na qual a
resposta de defesa é especificamente dirigida contra componentes do Mtb (LAPA E
SILVA, 2012).

Em geral, na forma pulmonar os bacilos de Mtb sdo direcionados aos pulmdes,
onde alcancam os macrofagos alveolares e iniciam a replicacdo no interior dos
fagossomas, antes do desenvolvimento da resposta imune especifica (ZHANG, 2008).
Uma vez alojada no sitio da infecgdo, 0 mecanismo de sobrevivéncia da micobactéria é
baseado na sua capacidade de interferir com o processo de fusdo do fagossoma com o
lisossoma, impedindo a acidificagdo do fagossoma. Na maioria dos pacientes
imunocompetentes ocorre 0 recrutamento de macrofagos e células T e o
estabelecimento de uma resposta imune secundaria (DUCATI; RUFFINO-NETTO,
2006). Entretanto, celulas hospedeiras e tecidos adjacentes reagem produzindo lesdes
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tipicas caseosas, caracterizadas pela formacdo de granuloma constituido de macrofagos,
células dendriticas, neutréfilos, células T e B (ZHANG 2008).

Os macréfagos e células dendriticas, uma vez infectados, secretam as citocinas
IL-12, IL-23, IL-7, IL-15, TNF e apresentam antigenos para as variadas populactes de
células T CD4" e células T CD8" (KAUFMANN et al., 2006). Todas estas células T
produzem a citocina efetora IFN-y, que ativa os macréfagos em conjunto com TNFs,
para efetuar a morte da micobactéria, através de reativos de oxigénio e nitrogénio. Além
disso, as células T CD8" citotoxicas podem matar as micobactérias através da granzima
e perforina (ZHANG 2008).

No entanto, as células CD4" Th2 produzem citocinas como, IL-4 e células T
regulatérias produzem IL-10 e TGF-p a fim de suprimir IFN-y. Estas citocinas agem na
regulacdo do mecanismo efetor e da inflamacdo, o que pode permitir que as
micobactérias sobrevivam. Uma interessante observacdo é que a micobactéria pode
atuar diretamente na estimulacdo de células Treg a produzirem as citocinas
imunossupressoras 1L-10 e TGF-B (HOUGARDY et al., 2007).

Os estudos que avaliam os perfis de células T de memdria de pacientes com TB
em geral usam células T circulantes ex vivo ou apés estimulo, onde observam um perfil
de células T de memoria efetora e células efetoras (CACCAMO et al, 2009, MUELLER
et al., 2008, WANG et al., 2010). Em células estimuladas com antigenos de Mtb ocorre
uma reducdo na frequéncia de células T de memdria central (CD45RO+CD27+) e
aumento de células T naive (CD45RO-CD27+) em pacientes com TB (MARIN et al.,
2012). O subset de células Th17 secretoras de IL-17 pode recrutar neutrofilos,
mondcitos e células T CD4" produtoras de IFN-y, estimulando a expressio de
quimiocinas. Contudo, o IFN-y, por sua vez, pode suprimir células Th17 produtoras de
IL-17, que podem ser importantes no controle da infeccdo induzida pela micobactéria
(TORRADO; COOPER, 2010).

Existe apenas uma vacina disponivel contra TB, a BCG, que apesar de estar
disponivel quase no mundo todo, ndo previne a ocorréncia de TB. Em criancas a vacina
previne as formas graves de TB (meningite e TB disseminada), porém em adultos a
vacina nao é eficaz e portanto deve ser administrada apenas ao nascimento (TRUNZ et
al., 2006). Diversos estudos foram realizados para avaliar o efeito protetor da BCG

contra a TB pulmonar. Esses estudos apontam enorme variacao na protecdo conferida
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pela vacina, assim como, 0 seu tempo de duracgéo e o papel protetor da primeira dose de
BCG, ocasionando possiveis reflexos no controle de TB (BARRETO et al., 2006) .

Em individuos infectados por Mth, a melhor forma de diagnosticar a infeccéo
latente é o teste tuberculinico que é um derivado proteico purificado (PPD), cujo
resultado ¢é observado através da induracdo cutanea e revela a hipersensibilidade do tipo
tardio contra antigenos micobacterianos (DUCATI; RUFFINO-NETTO, 2006). O PPD
é formado por uma mistura de antigenos do Mtb, muitos dos quais sdo compartilhados
com o M. bovis e algumas micobactérias ndo tuberculosas, 0 que o torna pouco
especifico para uso na clinica ou em criancas (MAZUREKGet al., 2010; PAI et al., 2004).
A resposta a0 PPD nas populagbes vacinadas com BCG, torna-se de dificil
interpretacdo, pois a vacinagdo recente pode interferir nessa resposta. Ha evidéncias na
literatura de que um teste tuberculinico positivo ndo representa imunidade induzida pela
vacina, ou seja, a presenca de reacOes de hipersensibilidade do tipo tardio ndo esta
associada a protecdo vacinal, mas possivelmente a infeccdo pelo bacilo da TB
(BARRETO et al., 2006).

Outros testes vém sendo desenvolvidos com o objetivo de discriminar entre uma
infeccdo causada pelo bacilo da TB ou pela vacina BCG. O teste PPD tem muitas
limitacOes, buscando-se outro metodo mais especifico para o diagnostico de TB latente.
Uma das alternativas é um ensaio baseado na liberagdo de IFN-y (IGRAs- Interferon-
Gamma Release Assays) em células T in vitro. Os ensaios baseiam-se no principio de
que as células T de individuos sensibilizados com antigenos do Mtb produzem IFN-y
quando reencontram antigenos micobacterianos (PAI et al., 2004). Dentre os antigenos
utilizados nos IGRAs destaca-se a proteina secretada ESAT-6, a qual estd presente
somente em Mtb e M. bovis. Estudos com modelos animais mostraram que 0 ESAT-6
induz respostas fortes de células T em camundongos, conferindo imunidade protetora
contra 0 Mtb (VINCENTI et al., 2003). Outro componente utilizado nesse testes é o
antigeno de 38 kDa, que € uma lipoproteina exposta na superficie micobacteriana, sendo
utilizado em combinacdo com outros antigenos para detectar respostas especificas ao
Mtb, além de induzir resposta proliferativa de células T (MEHRA et al., 1996). Alguns
antigenos micobacterianos como, ESAT-6, CFP-10 e PPD estdo sendo utilizados como
testes de diagnostico, assim como na fabricagdo de vacinas contra o Mtb, devido a sua
capacidade de estimular resposta imune (MAZUREK et al., 2010, DIEL et al., 2011).
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A dificuldade de se identificar e tratar os casos de TB sdo fatores que
contribuem amplamente para o aumento da incidéncia de TB no mundo, assim como a
interacdo de epidemias por HIV-1 e Mtb (CAHN, 2003).

1.5- Coinfecgdo HIV-1/Mtb

O HIV-1 aumenta a suscetibilidade a infeccdo por Mth. Esse risco aumenta a
medida em que aumenta o estado de imunossupresséo. Entretanto, tem sido proposto
que a TB pode atuar como um cofator para acelerar o curso clinico da infec¢do por HIV
(revisto por SWAMINATHAN et al., 2000). Mostrando assim, que a coinfeccdo HIV-
1/Mtb age sinergicamente.

A infeccdo por HIV-1 causa deplecdo seletiva de células TCD4". Entretanto, a
infeccio causada por Mtb também causa alteracdes nas contagens de células T CD4" no
sangue periférico, sendo observado um continuo aumento durante o tratamento da TB
(SKOGMAR et al., 2013).

A TB clinica em pacientes infectados com HIV-1 resulta em continua ativagdo
celular, que por sua vez leva a condi¢bes que favorecem a replicacao viral e progressdo
da doenca (HANNA et al., 2009). Os marcadores soltveis e celulares de ativacdo imune
sdo fortes preditores de progressao para aids. As células T CD4" e CD8" que expressam
CD38" e HLA-DR" sdo marcadores classicos de ativagio imune em pacientes com HIV-
1 associado ou ndo com outros patdgenos. Pacientes infectados pelo HIV-1 apresentam
um aumento na expressdo de moléculas CD38" e HLA-DR" em sua superficie, assim
como, os coinfectados TB/HIV (RODRIGUES et al., 2003; ZHANG et al., 2006;
MAHAN et al., 2010). Assim como, na coinfec¢do ocorre aumento na frequéncia de
células T CD8" ativadas apresentando uma correlagio inversa com a queda dos
linfocitos T CD4", sendo um marcador de evolugéo para aids.

Os individuos infectados por HIV-1 apresentam deplecdo e modulacdo em
diferentes subtipos de linfocitos T. S30 observadas alteragdes nas células T CD4" naive
as quais se encontram reduzidas em estagios avancados da infeccdo ( RODRIGUES et
al., 2003; ESPINOSA et al., 2013). Embora ndo-primadas, estas células constituem um
pool diversificado de precursores celulares prontos a se tornarem células efetoras/de
memoria, uma vez em contato com estimulos antigénicos (APPAY et al., 2006).
RODRIGUES e colaboradores (2003) avaliaram a subpopulacio de células T CD4" em

17



Introducéo

pessoas com infeccdo por Mtb (reatores ao teste tuberculinico) e pacientes com TB
(antes e apds o tratamento), encontrando uma grande recuperacdo de células T CD4",
mas ndo foram observada diferencas nos percentuais de células de memoria efetora e
naive. As células T de memoria tém sua importancia por estarem envolvidas em
resposta secundaria e protecdo de longo prazo, no caso das células T de memdria central
e, de protecdo imediata, como as células T de memoria efetora e TEMRA, que se
diferenciam com base na expressdo de moléculas de superficie como CCR7 e
CD45RA™ " e na capacidade de produzir citocinas e proliferar (ESPINOSA et al.,
2013)

Um ponto importante a ser destacado é que estes feno6tipos podem ndo ser
totalmente estaveis. As células de memdoria central tém o potencial de se diferenciarem
em um perfil de células efetoras, especialmente apds estimulacdo de seus receptores de
interacdo com o antigeno (TCR) (SIEG et al., 2005). Poucos trabalhos descrevem o
perfil fenotipico de células T em pacientes HIV e HIV/TB, embora ROSIGNOLI e
colaboradores (2009) descrevam que as células naive, memdria central, efetora e
TEMRA diferem entre individuos HIV* e HIV', na populacdo de células T CD8". Os
trabalhos in vitro descrevem uma expansdo de células naive e de memdria central (MC)
e uma reducdo de células efetoras em pacientes com HIV-1 em resposta ao PPD ap6s
introducdo da HAART (WILKINSON et al., 2009), ja em pacientes com TB ativa e TB
latente a maioria das células T CD8" especificas para Mtb apresentam um perfil de
células efetoras e de memdria efetora (ME) (ROZOT et al., 2013).

A subpopulagéo linfocitaria de células T CD4" reguladoras (Treg) expressam em
sua superficie a molécula de CD25" e a molécula intracelular de FoxP3", entre outras.
Estas células exercem um papel critico no controle da tolerancia, regulando a
homeostasia imunologica e a ativagdo imune (SIMONETTA; BOURGEOIS, 2013), e
tém sido relacionadas a patogénese da infeccdo por HIV-1 (BURTON et al., 2011). A
frequéncia destas células encontra-se aumentada em pacientes quando comparado aos
controles sadios, sendo estas capazes de suprimir a proliferacdo e producdo de citocinas
de células T CD4" e CD8", bem como a proliferacdo em resposta a estimulos
(SEMPERE et al., 2007; JI; CLOYD, 2009; SIMONETTA; BOURGEOIS, 2013).

O efeito das células Treg na infeccdo por Mtb e em individuos coinfectados é
discutivel. Resultados discrepantes foram apresentados em um workshop da area. O

grupo de Clerici (Milan, Italy) observou uma progressiva diminui¢do nos percentuais de
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células CD4"CD25hi em individuos com infecgdo somente por Mtb, somente por HIV-1
e nos coinfectados, comparados com individuos sadios. Em contraste, o grupo de Hirsch
(Cleveland, OH) apresenta um estudo mostrando aumento do percentual de células Treg
em sangue de individuos infectados por HIV-1 e com TB pulmonar comparado com
individuos somente infectados com HIV-1 (CHOUGNET; SHEARER, 2007). No
entanto, ndo existem dados posteriores na literatura dando respaldo a estes resultados.

A rigor, pelo seu papel biologico, as células Treg podem suprimir tanto a
ativacdo celular cronica, como a resposta imune aos antigenos de HIV-1, tendo assim,
uma dualidade entre seu papel benéfico e deletério no controle da infec¢do. A
ocorréncia simultanea e/ou sequencial destes eventos, assim como sua origem atraves de
subpopulacdes fenotipicas é objeto de recente discussdo na literatura, pois o fato de
pouco se saber sobre o efeito destas células na infeccdo por HIV-1 e em infeccOes
concomitantes como na TB, pode se dar devido a falta de especificidade da atividade
destas células (SIMONETTA; BOURGEOIS, 2013). Durante a TB priméria, IFN-y ¢
IL-17 sdo induzidos, sendo ambas potentes citocinas inflamatorias capazes de induzir a
expressao de quimiocinas que promovem o recrutamento celular e organizacdo do
granuloma na infeccdo (TORRADO; COOPER, 2010). Embora as células Thl7
desempenhem importante papel na infec¢do por Mtb, assim como na infec¢do por HIV-
1, até 0 momento ndo se conhece profundamente a acao destas células na interacao entre
TBeHIV.

Em individuos com TB/HIV parece que ndo ocorre um balango da resposta Thl
e Th2, pois estas infec¢Oes estdo associadas a uma profunda desregulacdo do sistema
imune e a alteracBes no perfil destas citocinas, com predominio de um perfil pro-
inflamatdrio, sendo algo que suscita varios debates. Alguns estudos mostraram que 0
TNF tem um papel importante na patogénese do HIV-1, sendo encontrado em grandes
quantidades em infec¢bes crbnicas e agudas do HIV-1 (GRAZIOSI et al., 1996;
LAWN; BUTERA, 2001). Na coinfeccdo TB/HIV, os macrofagos liberam baixas
concentragdes de TNF e induzem menos apoptose dependente de TNF do que os
infectados somente por Mtb (PATEL et al., 2007). Entretanto, a coinfeccdo TB/HIV
atua sinergisticamente na diminuicdo da viabilidade de macrofagos e aumento dos
niveis de citocinas pro-inflamatorias. Estes fendmenos parecem ser causados

especificamente por Mtb e ndo por outras especies de micobactérias (SHANKAR et al.,

19



Introducéo

2013), sugerindo um impacto do HIV-1 na habilidade de células T especificas para TB
em agirem na manutencdo da micobactéria no seu nicho celular.

Em individuos infectados ou ndo por HIV-1 com TB ativa, foi observado uma
baixa producdo de IFN-y e IL-2 e baixa proliferacdo de células T especificas de Mtb
(HERTOGHE et al., 2000; GELDMACHER et al., 2008). Estudos utilizando
imunohistoquimica em células individualizadas mostraram um decréscimo no
percentual das células T CD4" que expressam IL-2 e IFN-y e um aumento das células
que produzem IL-4 e IL-10, o que apoiaria a mudanca do perfil Thl para Th2 durante a
infeccdo por HIV-1 (SILVEIRA et al., 1997).

Achados eecentes mostram que em individuos coinfectados com TB/HIV a
producdo de IL-10 foi significativamente maior apo6s estimulo com Mtb, sugerindo que
a infeccdo cronica por HIV-1 poderia tornar a imunidade mediada por células
ineficiente contra o Mtbh. Além disso, houve menor producdo de IL-2 e maior producdo
de MIP-1p por células T CD4" especificas para Mtb em pacientes infectados por HIV-1,
em comparacdo com ndo infectados, suportando o fato que o HIV-1 infecta e depleta
células TCD4" produtoras de IL-2 e é parcialmente inibidor da deplecdo de células
TCD4" produtoras de MIP-1b (revisto por SHANKAR et al., 2013).

Alguns estudos in vitro tém mostrado que a fagocitose de Mtb induz a ativacéo
de macrdfagos e producéo de citocinas pro-inflamatérias, como TNF, IL-1p e IL-6, que

séo conhecidas por aumentar a replicacdo viral (SHANKAR et al., 2013).

1.6- Sindrome Inflamatdria da Reconstituicdo Imune

A introducdo da HAART em pacientes infectados por HIV-1 resulta em uma
rapida supressdo e potente da viremia, acompanhada de aumento nas contagens de
células CD4" circulantes com um predominio do fendtipo de células de memdria
(CD45R0O"), devido a redistribuicdo celular a partir do tecido linfoide. Esta
redistribuicdo das populacdes celulares se mantém a medida que a supressdo da
replicacéo viral € mantida, ocorrendo um aumento constante de linfocitos ndo primados
(CD45RA), refletindo uma restauracdo da atividade timica (LIPMAN; BREEN, 2006).
Uma consequéncia da répida restauracdo linfocitaria é a ocorréncia de uma maior
resposta imune devido a abundéncia de antigenos microbianos vivos ou mortos, que

passam a ser reconhecidos por um grande numero de células especificas para antigenos
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funcionalmente ativadas (LIPMAN; BREEN, 2006). Esse incremento nas populacfes
linfocitérias pode resultar em um nitido declinio na incidéncia de infec¢des oportunistas
em pacientes infectados por HIV.

Este restabelecimento do sistema imune ap0s o inicio do tratamento, associado a
rapida queda da carga viral pode, em alguns pacientes, levar a ocorréncia do fenbmeno
descrito como IRIS. Esta sindrome € usualmente uma consequéncia da ativacdo
exacerbada do sistema imune contra antigenos persistentes ou patdgenos viaveis
(revisto por (MULLER et al., 2010).

A IRIS, que é uma reacdo inflamatéria exacerbada ao ponto de se tornar
patoldgica, desenvolve-se frente a infeccBGes tratadas previamente e, nesse caso, €
denominada IRIS paradoxal. Esse fenbmeno pode ocorrer também em infec¢des
subclinicas que podem ser reveladas com a reconstituicdo da resposta imune pela
HAART e, nesta situacdo, é denominada de IRIS desmascarada (MEINTJES et al.,
2008).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento da IRIS séo as baixas
contagens de linfocitos T CD4", associado ao rapido controle da carga viral (revisto por
HUIS IN °T VELD et al.,, 2012). Em pacientes coinfectados por HIV-1 a forma
disseminada de TB em sitios extrapulmonares é, provavelmente, um fator de risco
devido a maior carga bacteriana de Mtb nestes casos (revisto por LAUREILLARD et
al., 2013). Fatores como aumento na suscetibilidade genética do hospedeiro ou um
defeito funcional de células T regulatérias sdo outros potenciais mecanismos que podem
estar envolvidos no desenvolvimento de IRIS (revisto por HUIS IN *T VELD et al.,
2012).

Os critérios diagnosticos de IRIS foram apresentados por ROBERTSON em
2006. Entre os critérios figurava a queda de CV> 1 log, um aumento na contagem de
células TCD4" de ao menos 25 células, uma bidpsia mostrando granuloma com necrose
caseosa exuberante e a exclusdo de outras doengas oportunistas e resisténcia ao
tratamento anti-TB. Estes, entretanto, foram muito criticados pelos pesquisadores
porgue poucos eram 0s casos que podiam ser definidos desta forma, uma vez que para
preencher os critérios 0s pacientes necessitavam de contagem de CD4, CV e uma
biopsia 0 que demanda uma boa infraestrutura e disponibilidade dos exames. Isto ndo
era possivel principalmente para paises de poucos recursos e a maioria dos casos de

IRIS ficava néo classificado. Desta forma, um comité de experts foi formado para criar
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uma definicdo mais clinica e permitir uma padronizacdo do que é denominado IRIS
(MEINTJES et al., 2008). Pela definicdo de MEINTJES passou a ser denominado IRIS
0s casos que preenchem os seguintes critérios: confirmacdo do diagnostico de infeccdo
por HIV-1, quadro clinico temporalmente relacionado com o inicio de terapia
antirretroviral, reducdo da carga viral, aumento das contagens de células T CD4" ou
outro marcador de reconstituicdo imune como, por exemplo, a reagdo ao teste
tuberculinico em individuo que era inicialmente anérgico e exclusdo de outras causas
que possam explicar a piora clinica observada, tais como a resisténcia aos
antimicrobianos usados para o tratamento da TB, reacdo de hipersensibilidade a droga
ou outras infec¢bes oportunistas ndo diagnosticadas (MEINTJES et al., 2008).

As manifestacdes clinicas mais frequentes em pacientes com diagnostico de
IRIS sdo o surgimento ou agravamento de linfadenopatia com sinais flogisticos,
agravamento de lesdes pulmonares preexistentes e febre. Manifestacfes abdominais
também sdo comuns, incluindo dor abdominal, hepatomegalia e ascite. Em alguns
pacientes sdo observadas manifestagdes neuroldgicas resultantes de agravamento de
lesGes do sistema nervoso central (revisto por LAUREILLARD et al., 2013).

A incidéncia de IRIS em individuos que comecam HAART varia. A proporcao
de pacientes que desenvolve IRIS é alta naqueles individuos com citomegalovirus,
meningite criptocdcica, leucocefalopatia multifocal progressiva e TB e, menos comum
em pessoas com sarcoma de kaposi ou herpes zoster (revisto por MULLER et al., 2010).
A patogénese da IRIS também é fortemente determinada pela acdo do patégeno. Em
infeccbes virais, como, por exemplo, por virus John Cunningham (VJC),
citomegalovirus (CMV) e HIV-1 ocorre agdo predominantemente de linfocitos T CD8".
Ja em infeccbes causadas por micobactérias, assim como outros organismos
intracelulares, a resposta T CD4" do tipo Th1 é exacerbada, com aumento do nimero de
células T produtoras de IFN-y e citocinas circulantes, causando rea¢do granulomatosa.
Além destes, especula-se a importancia da imunidade inata na IRIS relacionada ao Mtb
e sua acdo na patogénese da sindrome (revisto por HUIS IN °'T VELD et al., 2012).

A IRIS paradoxal em geral ocorre em pacientes coinfectados por HIV-1 e Mtb,
virgens de tratamento antirretroviral e quando ambas as terapias sdo iniciadas
simultaneamente ou em um curto intervalo de tempo (BOURGARIT et al., 2006).
Entretanto, ja foi observado que o desenvolvimento de IRIS independe do intervalo do

inicio do tratamento com tuberculostaticos e HAART entre individuos que vieram a
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desenvolver a IRIS, dos ndo IRIS (BRETON et al.,, 2004), outros apontaram uma
diferenga significante entre os grupos (NAVAS et al., 2002; SHELBURNE et al., 2006).
Em um estudo comparando a introdugdo precoce versus Tardia da HAART no
Camboja, mostrou-se claramente a superioridade da introducao precoce de HAART (2
semanas) depois de iniciar o tratamento da TB. Os pacientes foram acompanhados, por
um periodo médio de 26 meses. Os dados demonstraram que a mortalidade entre os
pacientes no braco do “tratamento precoce" foi significativamente menor que no brago
de "tratamento tardio™. O risco de morte foi reduzido em 34% no braco do “tratamento
precoce". Entretanto, a incidéncia de IRIS no braco precoce foi maior do que no braco
de tardio (BLANC et al., 2011). Em geral, a IRIS ocorre em individuos que iniciaram
HAART dentro de dois meses apds o inicio da terapia anti-Mtb (NAVAS et al., 2002;
SHELBURNE; HAMILL, 2003).

Estudos conduzidos com pacientes coinfectados HIV/TB mostraram uma
exacerbacdo da resposta Thl especifica para Mtb na patogénese da IRIS, com eventos
pré-inflamatorios durante a reconstituicdo imune. Nestes, foram avaliados a resposta
Th1 especifica para Mtb apos a introducdo da HAART, onde pacientes infectados por
HIV-1 que desenvolveram IRIS apresentaram aumento da resposta Thl para antigenos
Mtb antes de comecarem a HAART e que esta foi amplificada apds sua introducédo
(visto por SHANKAR et al., 2013). J&4 BOURGARIT e colaboradores (2006) avalia
células produtoras de IFN-y especificas para PPD apds o inicio de HAART, observando
aumento no numero destas células, dados que corroborando com MEINTJES e
colaboradores (2008) que observou a associacao entre TB/IRIS e a resposta de células
especificas para antigenos Mtb em uma anélise transversal, embora uma andlise
longitudinal revele que células T produtoras de IFN-y apresentam um padrdo similar de
expansdo e contracdo em ambos os grupos (IRIS e ndo IRIS) ao longo do tempo
(MEINTJES et al., 2008).

Esta exarcebacdo da resposta Thl poderia ser explicada pela maior carga
micobacteriana e por uma suscetibilidade adquirida em pacientes que desenvolveram
IRIS. Esta suscetibilidade adquirida pode estar relacionada com perturbagdes na
resposta imune inata que tem estado associada a IRIS, com elevada producédo de IL-18
que € um potente estimulador da resposta Thl e CXCL10 um bem conhecido
quimioatrativo de células Thl (revisto por SHANKAR et al., 2013).
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Outra populacao de células T que tem sido investigada com um potencial papel
na IRIS séo as células Treg, as quais sdo criticas em manter a homeostasia das células T.
Em estudo de MEINTJES e colaboradores (2008) ndo foi observado diferenca entre 0s
grupos TB-IRIS e ndo IRIS e um resultado similar foi encontrado por ANTONELLI e
colaboradores (2010).

Durante a IRIS ocorre uma producgéo aguda de citocinas e quimiocinas de perfil
Thl e pro6 inflamatorias, como IFN-y, IL-2, 1L-12, IP-10 e MIG. Além de TNF, IL-6,
IL-1B, IL-10, RANTES e MCP-1, sendo nenhuma citocina de perfil Th2 identificada
(BOURGARIT et al., 2006). Foi observado uma excessiva restauracdo da resposta Thl
especifica frente ao antigeno PPD, sem balanco Th2, ocorrendo assim, aumento das
lesbes do granuloma que foi associado com uma liberacdo aguda de citocinas pré
inflamatdrias ndo-especificas e quimiocinas, induzindo assim, uma sindrome
inflamatdria sistémica (BOURGARIT et al., 2006). Estes dados sugerem ndo haver um
balanco da resposta de célula T durante a IRIS.

Alguns marcadores vém sendo indicados como preditores para IRIS, como 0s
niveis de degranulacdo de células NK em pacientes coinfectados apds a iniciacdo de
HAART (PEAN et al., 2012), aumento plasmatico de citocina IL-6, IFN-y, TNF, IL-17,
IL-18 e IL-22 (STONE et al., 2002, revisto por LAI et al., 2013), assim como, aumento
da frequéncia de polimorfismo de nucleotideo Unico em TNFA-1031*, SLC11A1
D543*G, IL18-607*G e em VDR Fokl (F/f)*T (AFFANDI et al., 2013).

Os fatores de risco, tais como a carga de antigeno e contagem de células T
CD4", tem sido associados com a IRIS, embora biomarcadores preditivos ainda estejam
por ser identificados. De fato, a incidéncia de IRIS descrita na literatura varia de 11-
39% em diferentes populacdes (SILVA et al., 2013; PEAN et al., 2012; BOURGARIT
et al., 2006; HADDOW et al., 2011; SERRA et al., 2007), tanto com backgrounds
geneéticos distintos, como com caracteristicas clinicas e epidemioldgicas proprias. I1sso
gera uma limitacdo no que concerne ao tamanho amostral e dificulta a identificacdo de
biomarcadores de prognostico. Além disso, existem muitos estudos que tém melhorado
nossa compreensao da patogénese da IRIS e é evidente que a conectividade entre a
resposta inata e adaptativa estd envolvida neste processo. Varias evidéncias sugerem
que a IRIS surge como resultado de mudancgas rapidas na resposta inata com

consequente influéncia sobre a resposta adquirida.
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2- Justificativa

A infeccdo por HIV-1 leva a uma profunda desregulacdo imunoldgica, com a
deplecdo da populacdo de linfécitos T CD4", sendo o seu marcador principal. Os
linfocitos T CD8" desempenham um importante papel no estabelecimento do controle
viral logo apo6s a fase aguda da infeccdo (CHAKRABARTI; SIMON, 2010). Os
pacientes infectados com HIV-1 apresentam ativacdo celular € reduzida apds a
introducdo da HAART (ZHANG et al., 2006). A literatura cita as citocinas como
mediadoras em um ndmero importante de fun¢Bes imunomoduladoras que atuam na
patogénese da infecgdo por HIV-1, como por exemplo, o IFN-y que é uma citocina
antiviral com funcGes estimulatérias e inibitorias sobre a replicacdo do HIV-1. O TNF
associado a patogénese, € encontrado em infecces crbnicas e agudas causadas pelo
virus, e, a IL-4 e IL-2, que sdo antagbnicas durante a progressao para aids, entre outras
estudadas que também participam da resposta ao HIV-1 (TASCA et al., 2012; LAWN;
BUTERA, 2001; SILVEIRA et al., 1997).

A infeccdo por HIV-1 causa uma imunossupressdo que abre portas para que
ocorram infecc¢des oportunistas e uma das mais frequentes vem a ser a TB, causada pelo
Mtb que, em associacdo ao HIV-1, causa um agravamento no status imunoldgico
levando a um quadro de imunossupressdo gravissimo. Este quadro de imunossupressao
vem a ser controlado/revertido com o uso de HAART combinado com o tratamento com
tuberculostaticos.

Este restabelecimento do sistema imunitario ap6s o inicio dos tratamentos esta
associado a uma rapida recuperacdo de células T CD4" e diminuicdo da carga viral que
em alguns pacientes, pode levar a ocorréncia da IRIS, que é uma reacdo inflamatdria
patoldgica (MEINTJES et al., 2008). Embora a patofisiologia da IRIS nédo esteja ainda
totalmente elucidada, existem fortes evidéncias de que esta sindrome estaria associada
com a restauracdo da resposta imune de linfocitos T aos antigenos micobacterianos, ou
por recirculacdo ou proliferacdo de células de memoria apds a introducdo da HAART e
o controle da viremia plasmatica (SHELBURNE et al., 2006).

O presente estudo esta sendo conduzido com o intuito de avaliar a reconstituicao
imune em individuos com TB/HIV em tratamento para TB e aids, caracterizando as
subpopulacdes de células T ativadas e o perfil de citocinas, cujos resultados j& foram
publicados (SILVA, et al., 2013), assim como a resposta imune aos antigenos do Mtb, e

as subpopulacdes de células T naive e de memdria. Este projeto encontra-se acoplado a
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um ensaio clinico conduzido no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas,
intitulado “Estudo da eficacia, antirretroviral, tolerdncia e outras interagoes
medicamentosas do analogo ndo nucleosideo efavirenz associado a rifampicina no
tratamento de pacientes com aids e TB” e justifica se pela possibilidade de gerar
conhecimento sobre a dinamica de reconstituicdo imune em pacientes HIV/TB ao longo
da resposta aos tratamentos, assim discutir o papel de possiveis marcadores que possam
ser preditivos de melhor evolugdo clinica e imunoldgica destes pacientes, assim como

indicativos da ocorréncia de IRIS.
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3- Objetivo:

Geral

Avaliar o perfil de reconstituicdo imunoldgica de individuos com TB/HIV em
resposta ao tratamento para TB e HAART a fim de identificar marcadores que possam

ser preditivos de melhor evolugdo clinica e imunolégica.

Especificos

Avaliar a reconstituicdo imune, a ativacdo celular e o perfil de citocinas em
pacientes TB/HIV submetidos as terapias para TB e HAART, estratificando os
de acordo com o seu estado de imunossupressdo no inicio do tratamento
(frequéncia de células T CD4+ <200 céls/mm® ou >200 céls/mm?) e pelo
desenvolvimento ou ndo da “Sindrome Inflamatéria da Reconstituicdo Imune”

(IRIS).

Avaliar a resposta imune aos antigenos de Mtb na reconstituicdo imune de
pacientes TB/HIV submetidos a terapia para TB e HAART ao longo do tempo,
assim como de acordo com seu estado de imunossupressdo no inicio do
tratamento (frequéncia de células T CD4+ <200 céls/mm? ou >200 céls/mm°) e

pelo desenvolvimento ou ndo da IRIS.

Avaliar os fendtipos de subpopulagdes de células T CD4" e CD8" na
reconstituicdo imune de pacientes TB/HIV submetidos a terapia para TB e a
HAART ao longo do tempo, assim como de acordo com seu estado de
imunossupressao no inicio do tratamento (frequéncia de células T CD4+ <200

céls/mm® ou >200 céls/mm?).
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4- Métodos

4.1-Desenho do estudo

Prospectivo longitudinal em uma coorte de pacientes TB/HIV virgens de

tratamento antirretroviral.

4.1.1Casuistica

O presente estudo é sub-projeto do estudo “Sindrome de reconstitui¢do imune:
avaliacdo da resposta imune em pacientes com TB em uso de HAART”, que esta
aninhado ao ensaio clinico “Estudo da eficacia, antirretroviral, tolerancia e outras
interagbes medicamentosas do analogo ndo nucleosideo efavirenz associado a
rifampicina no tratamento de pacientes com AIDS e tuberculose”, conduzido no
Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas sendo aprovado no IPEC com o CAE:
0017.0.009.000-03. O presente estudo “Avaliacdo do perfil de reconstituicdo
imunolégica de individuos HIV/TB submetidos a tratamento para tuberculose e Terapia
Antirretroviral Altamente Ativa (HAART) incluindo Efavirenz”, obteve o CAE
0052.0.009.000-10.

4.1.2 Elegibilidade do estudo

4.1.2.1 Critérios de inclusdo

Pacientes HIV+ virgens de tratamento antirretroviral, ter contagens de células
TCD4 <350 cels/mm3, com diagndstico recente de TB, com idade superior a 18 anos
que aceitem participar do estudo e assinem um termo de consentimento livre e

esclarecido.

4.1.2.2 Critérios de exclusdo

Pacientes nos quais o diagndstico de TB ndo for confirmado por prova
terapéutica positiva ou cultura;

As gestantes (pela teratogenicidade do efavirenz);

Pacientes que apresentem provas de funcao hepatica alteradas (> grau 2);

Todos os pacientes selecionados para este protocolo foram incluidos no estudo

imunolégico “Avaliacao do perfil de reconstituicdo imunoldgica de individuos HIV/TB
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submetidos a tratamento para tuberculose e Terapia Antirretroviral Altamente Ativa
(HAART) incluindo efavirenz”, entretanto ao final do estudo excluimos alguns
voluntérios de acordo com os critérios abaixo:

Pacientes que foram perdidos de acompanhamento, sendo estes 0s pacientes que
nao compareceram a a0 menos 3 visitas

Pacientes que tiveram baixa adesdo ao tratamento de TB e/ou para a HAART.
Foram considerados pacientes com baixa adesdo ao tratamento aqueles que ndo
apresentavam reducéo da carga viral plasmatica apds a introducdo da HAART e os que

tiveram relato médico de que ndo estavam tomando a medicacdo para TB e/ou HIV.

4.1.3 Etapas do estudo

O estudo consiste da selecdo de pacientes para um ensaio clinico randomizado
(do qual selecionamos nossa casuistica) provenientes do Laboratorio de Pesquisa
Clinica em Micobacterioses do IPEC, com suspeita de TB, em seguida diagnosticados e
o0 tratamento iniciado. Ap6s os 15 primeiros dias de tratamento para TB (dia —15 em
relacdo ao inicio do tratamento antirretroviral) foi feita uma pré-selecdo dos pacientes
para o ensaio clinico onde foi confirmado o diagnéstico de TB, e avaliado as contagens
de linfécitos T e a quantificagdo da carga viral do HIV-1. Apds um més de tratamento
para TB os pacientes elegiveis foram randomizados e o tratamento antirretroviral
(HAART) comecou (2 INTR+1 INNTR) sendo o INNTR o efavirenz 600 ou 800mg
(Dia 0) e o acompanhamento seguiu por um periodo de 6 meses. Durante o periodo de
tratamento com HAART e o esquema tuberculostatico (rifampicina, isoniazida,
pirazinamida e etambutol) foram realizadas as consultas pds randomiza¢do (DO0): Dia
30, Dia 60, Dia 90, Dia 120, Dia 150 (final do tratamento da TB) e Dia 180 (quando o
tratamento da TB ja terminou e o paciente esta sob HAART). Durante essas visitas as
amostras para o presente estudo foram coletadas e as celulas foram armazenadas
Consultas adicionais foram realizadas em caso de eventos adversos (incluindo-se a

IRIS) ou aparecimento de doengas associadas ao HIV/aids.

Ao longo das visitas foram coletadas amostras de sangue para quantificacdo de
linfocitos TCD3*, CD4" e CD8", assim como carga viral. Foram ainda realizadas
genotipagens das amostras colhidas em DO e em D180, neste caso para aquelas com
carga viral >1000 copias (dados ndo incluidos neste estudo). Em cada visita as células

mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram criopreservadas, assim como as
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amostras de plasma e sangue total para realizacdo de experimentos descritos no projeto

(ELISPOT, citometria de fluxo e quantificagdo de citocinas).

4.2 Metodologia dos procedimentos para avaliacdo da resposta imune

4.2.1 Obtencdo de amostras de sangue periférico e células mononucleares

A cada visita do estudo, foram coletados de todos os participantes 27 mL de
sangue heparinizado estéril para obtengdo de células mononucleares, e 12 mL de
sangue-EDTA para os testes de carga viral e citometria de fluxo para as diferentes
populacdes celulares. Aliquotas de sangue total e de plasma foram estocadas a -80°C,

até o momento de uso neste projeto.

4.2.2 Obtencdo e criopreservacdo de células mononucleares do sangue periférico

(PBMC)

As PBMC foram obtidas por gradiente de densidade, como se segue: a amostra

de sangue foi adicionada ao Ficoll-Histopaque 1077 (Sigma—Aldrich, USA) e
centrifugada a 1.500 rpm (438G) por 30 min a temperatura de 22°C. O anel que se
forma contendo os linfocitos foi coletado cuidadosamente e transferido para um tubo e
adicionado solucéo salina, seguindo de centrifugacdo a 1.500 rpm (438G) por 10 min a
22°C. Apés a lavagem fez se a ressuspensdo do sedimento (pellet) celular em 1,0mL de
solucéo salina para contagem das células em corante azul de Tripan (Sigma—Aldrich,
USA).

Para a criopreservacdo, as PBMC obtidas foram centrifugadas e os pellets
ressuspensos em meio para congelamento [10% de DMSO (Sigma—Aldrich, USA) e
90% soro fetal bovino (FBS-Gibco, Invitrogen, USA),] a uma concentragdo de 10’
céls./tubo. Os criotubos contendo as células criopreservadas foram resfriados em um
recipiente contendo isopropanol e levados a temperatura de —80° C overnight para
posterior estocagem em nitrogénio (N) liquido.

Para o descongelamento, as celulas foram colocadas a 37°C em banho-maria,
vertidas em meio com 10% FBS, lavadas por duas vezes em PBS, e os pellets obtidos
ressuspensos em RPMI/10% FBS. A viabilidade das células foram avaliada através de

contagem com corante azul de Tripan.
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4.2.3 Fenotipagem de células T por citometria de fluxo.

Para andlise dos fendtipos envolvidos foram utilizados PBMC e/ou sangue
fresco por citometria de fluxo, usando métodos padrdes, como a avaliacdo das
populacdes CD4" APC, CD8" PE, CD3" FITC e CD45" PerCP (Multitest, Beckton-
Dickson BD, San Diego, USA), e combinacgdes adicionais de anticorpos que permitam
avaliar diferentes populacBes celulares como mostra a tabela 1. As células foram
analisadas em FACScalibur® (BD) equipado com os programas Multiset e CellQuest
(BD) (demais marcacOes). Estas populacdes celulares foram avaliadas nos momentos
DO, D30, D60, D90 e D180 do estudo.

Tabela 1 Caracterizagdo dos fendtipos de acordo com marcador de superficie.

Populagdes Anticorpos
Células TCD4 PeCy5 e CD8 PeCy5 CD45RAFITC | CCR7 PE

Naive + +
Memodria Efetora (ME) - -
Meméria Central (MC) - +
Efetoras Altamente Diferenciadas (TEMRA) + -

Células T CD8 FITC CD38 PE HLA-DR PerCP
Ativadas + +
Ativadas + -

Células T CD3 FITC HLA-DR PE
Ativadas +

4.2.4 Determinacdo da carga viral plasmatica

A quantificacdo do RNA viral foi feita a partir de 1 mL de plasma, em amostras
colhidas em todas as visitas previstas no estudo, através da técnica b-DNA de

amplificagdo de sinal (Versant HIV RNA 3.0 Assay, Siemmens, Milano, Italia).
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4.2.5 Ensaio de ELISPOT para quantificacdo de células secretoras de IFN-y em

resposta a antigenos de Mtb.

Para avaliagdo da resposta imune aos antigenos de Mth e HIV-1, utilizamos o
ensaio de ELISPOT para IFN-y adaptado de (BOURGARIT et al., 2006). Para tal,
utilizamos células mononucleares obtidas dos pacientes em todas as visitas incluidas no
estudo. Como antigenos sdo utilizados a proteina purificada derivada de Mtb (PPD)
(Statens Serum Institut-Denmark), ESAT-6 (Statens Serum Institut-Denmark) e
38KDa/CFP10 (doado pela Dra. Maria Helena Saad do 10C-FIOCRUZ/RJ) e como
controle positivo a fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris (PHA) (Gibco-BRL, Grand
Island, NY, USA). Para a realizagdo destes experimentos foi utilizado PBMC de
pacientes na concentragdo de 10°céls./poco estimulados com os antigenos e seguindo a
técnica recomendada pelo fabricante (Diaclone, France). Os spots foram contados
utilizando um leitor de ELISPOT (CTL Analyzers LLC, Cellular Technology). O
namero especifico de células T respondedoras, expresso como spot-forming cells
(SFC)/10°, foi calculado apés subtracdo dos valores do controle negativo. Foram
considerados respondedores para os antigenos PPD, ESAT-6 e 38KDa/CFP-10, os

individuos com > 50 spots/10° células.

4.2.6 Dosagem de hiomarcadores sollGveis no plasma

A fim de avaliar a resposta de citocinas prd e anti-inflamatérias, as amostras
plasméticas foram dosadas pela técnica de CBA (Cytometric Bead Array). Foram
selecionadas para andlise inicial as citocinas IL-2, IL-12, IFN-y, IL-6, IL-4, IL-10 e
TNF através de kit comercial (CBA, BD™, San Jose.CA) que permitem caracterizar 0s

perfis Th1(pro-inflamatdria) e Th2 (anti-inflamatério).

4.3 Plano de Analise

Os individuos incluidos no estudo foram avaliados ao longo das visitas apés a

introdugdo da HAART. Os mesmos foram distribuidos em dois grupos de acordo com
as contagem de células T CD4" no inicio da HAART, sendo o grupo de pacientes com
contagens de células TCD4 <200 céls/mm? e grupo de pacientes com contagens de
células TCD4 >200 céls/mm?® e, por fim, de acordo com a ocorréncia ou no de IRIS.
As analises foram realizadas utilizando testes paramétricos e ndo paramétricos no

programa estatistico SPSS e os graficos o programa Graphpad prisma 5.0. A avaliacdo
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longitudinal foi analisada utilizando o teste ndo-paramétrico pareado de Wilcoxon,
comparando os valores de cada ponto de acompanhamento com 0 Seu posterior no
estudo. J& o teste de Mann-Whitney foi utilizado na comparagéo entre os grupos. Os
testes paramétricos como testes t, Fisher e chi-quadrado foram também utilizados para
variaveis categoricas. O P valor considerado significante foi de P<0,05. Os valores de P
foram representados com 1-3 asteriscos de acordo com o0 grau de significancia
(*P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001).

4.3.1 Linhas de tendéncia

As trajetorias dos marcadores foram estimadas através de minimos quadrados
ordinarios, utilizando o tempo (nimero da visita) como um spline cubico e ajustando
por diferentes variaveis de interesse, em formato de variaveis dummy. O ajuste foi
replicado 500 vezes com o método bootstrap, tratando tanto as varidveis de interesse
como o tempo como aleatérias. As amostras sdo selecionadas conjuntamente por meio
do tempo, da variavel de interesse e o vetor resposta, para desta forma obter
distribui¢cdes incondicionais.

A amostragem do bootstrap baseou-se em amostras com reposicao retiradas a
partir das variaveis de interesse, ao invés de por individuo, o que garante que esta
mesma amostra estara representada por pelo menos um individuo dentro de cada
categoria da variavel de interesse. Esta amostragem por categoria da variavel de
interesse capta qualquer estrutura de correlacdo que possa haver dentro de cada
categoria, assim os limites de confianga sdo corrigidos pela correlagdo intra-
categorias/grupos. Dentro de determinadas condicGes dos dados, a estimativa de

minimos quadrados ordinarios ira obter resultados robustos e eficientes.

4.3.2 Modelos Longitudinais

Modelos longitudinais sdo aqueles em que as diversas variaveis utilizadas para
explicar determinado fendmeno sdo medidas para os mesmos individuos em, pelo
menos, dois pontos distintos do tempo, permitindo assim analisar a mudanca temporal
de comportamento. Este modelo longitudinal foi adaptado com ajuste na forma
estrutural, transformando a varidvel dependente em log natural (modelo log-linear).
Também foi modelada a estrutura de correlagdo intra-pacientes e a estrutura de

autocorrelagao temporal individualmente, supondo um AR (1). Para encontrar o0 modelo
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mais adequado, foram incluidas simultaneamente as variaveis de interesse: Contagem
de células TCD4" no inicio do tratamento, carga viral, forma clinica, sexo, idade, raca,
dosagem do efavirenz, ativacdo celular (% CD3*/HLA-DR" e % CD8'/CD38"), IFN-y
plasmatico e ocorréncia de IRIS. Em seguida, a medida em que algumas variaveis se
mostraram estatisticamente ndo significativas, foram uma a uma retiradas, até que no

fim deste processo somente restassem variaveis significativas.
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5 - Resultados

Foram recrutados para o estudo um total de 88 pacientes com TB e infectados
por HIV-1, no periodo de 2006 a 2012. A figura 4 apresenta o fluxograma evidenciando
as exclusdes que ocorreram durante o estudo. Ao final, foram analisados 61 pacientes

cujos dados clinicos, demograficos e laboratoriais estdo apresentados na tabela 2.

Figura 4- Fluxograma descritivo dos pacientes recrutados e 0os motivos de
descontinuagéo no estudo

88 pacientes com TB/HIV-1 foram recrutados.

Pacientes excluidos:
18 por terem menos de 3 visitas

9 por baixa adesao ao tratamento
para TB e/ou HIV-1

61 pacientes foram
selecionados para as analises

Foi observado que a maioria dos pacientes era do sexo masculino e a proporgao
de TB disseminada e pulmonar era semelhante (Tabela 2). A mediana de células T
CD4" antes da introducéo da HAART era de 98 céls/mm® e carga viral de 5,14 logo
copias/mL, respectivamente, embora tenha sido observado um maior numero de
pacientes (67%) imunossuprimidos graves (CD4 <200 céls/mm?®). Nesta casuistica, sete
pacientes (11%) vieram a desenvolver IRIS e, a sindrome desenvolveu-se em um tempo
mediano de 59 dias (IQR 27-89) apo6s a introducdo da HAART.

Todos os pacientes deste estudo foram tratados com doses distintas de efavirenz

(600 ou 800mg/dia) e dois analogos do nucleosideo/nucleotideo durante todo o estudo.

35



Resultados

Apesar da diferenca no tratamento, ndo foram observadas diferencas imunologicas e
virologicas nas andlises realizadas, de modo que esses dados foram tratados como um

unico grupo, independente da dose utilizada.

Tabela 2- Dados demogréficos, clinicos imunolégicos e virologicos de pacientes com
diagnostico de TB infectados pelo HIV no IPEC Fiocruz

Caracteristicas Pacientes (n= 61)
Idade (anos), média 37
Sexo, n (%)
Feminino 12 (20)
Masculino 49 (80)
Forma clinica, n (%)
Pulmonar 27 (44)
Disseminada 29 (48)
Extrapulmonar 5(8)

Diagnéstico de tuberculose n (%)

Cultura positiva 39(63)
Critério Histopatolégico 50)
Critério Clinico 17(28)
Dosagens efavirenz, n (%)
600 mg 28 (46)
800 mg 33 (54)
IRIS, n (%)
Sim 7(11)
Nao 54 (89)
CD4 céls/mm?®, n (%)
<200 41 (67)
=200 20 (33)
CD4 céls/mm® (mediana e IQR) 98 (35-235)
<200 51 (30-100,5)
=200 275,5 (234,2-361,7)
Carga Viral (logipcopias/ml), mediana (IQR) 5,14 (4,48-5,51)

n= numero de casos, IRIS= sindrome inflamatéria da reconstituicdo imune,
CD4 céls/mm?®= contagens de linfocitos TCD4 céls/mm®, IQR= interquartil
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5.1 Reconstituicdo imune, ativacdo celular e perfil de citocinas em
pacientes TB/HIV submetidos a terapia para TB e a HAART

A reconstituicdo imunoldgica, caracterizada pela dindmica das populacGes de
células T CD4" e CD8", ativacdo celular e o perfil de citocinas pro- e anti-inflamatorias
em resposta ao tratamento para a TB e a HAART, assim como a comparagdo destes
parametros nos pacientes com células T CD4* <200/mm® e >200/mm® no inicio do
estudo e com ou sem o quadro de IRIS, deram origem ao trabalho: “T cell activation
and cytokine profile of tuberculosis and HIV-positive individuals during antituberculous
treatment and efavirenz based regimens” (Anexo 1).

A andlise dos dados de CD4", carga viral, ativacdo celular e dosagem de
citocinas no inicio do estudo e ao longo do tratamento ndo mostrou diferencas
estatisticamente significativas entre os casos de IRIS e ndo-IRIS. Por conseguinte, 0s
casos de IRIS foram incluidos no conjunto da casuistica analisada.

Os valores medianos dos marcadores imunoldgicos e de carga viral obtidos dos
pacientes selecionados ao longo do tratamento estdo apresentados na tabela 3, onde é
possivel observar um aumento significativo nas contagens de células T CD4" e
diminuicdo da carga viral ap6s 30 dias de HAART, efeito este que se manteve ao longo
do tratamento.

Nestes pacientes foi possivel observar que ocorre um incremento das contagens
de células TCD4" ao final do primeiro més. Esse incremento com 30 dias de HAART
ndo se sustenta nos meses subsequentes, ocorrendo uma redugdo significativa de ganho

apos o intervalo de 30 a 90 dias de terapia (Figura 5).
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Figura 5- Representacdo grafica do ganho de células T CD4" em pacientes infectados por
Mtb e HIV-1 ao longo das terapias. O gréfico box-plot mostra a variagdo (valor de A) de
células TCD4" entre as visitas de acompanhamento. Os valores de A positivos refletem
um incremento e os valores negativos refletem um decréscimo no ganho de células
TCDA4". A linha horizontal marca o valor de A zero. Os box-plots s&o representados pela
mediana e seus interquartis (25-75%).*P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001. Foi utilizado o teste
estatistico Wilcoxon na comparacdo entre as visitas D0-D30, D30-D60, D60-D90 e D90-
D180.

Em relacdo aos linfocitos T CD8" ativados, expressando a moléculas CD38" e 0s
linfocitos T totais CD3" expressando HLA-DR™ verificamos uma alta frequéncia no
sangue periférico nas amostras obtidas no inicio do estudo com uma redugdo ao longo
do tratamento. Quanto as citocinas ndo observamos um perfil predominante entre as de
natureza anti- e pro inflamatorias, com excegdo do IFN-y que apresentou uma reducao

significativa ao longo do tratamento (Tabela 3).
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Tabela 3 Dados imunoldgicos e viroldgicos de pacientes com diagnostico de tuberculose
infectados pelo HIV-1 ao longo dos tratamentos.

Variavel Acompanhamento em dias apés a introdugcédo da HAART

0 30 60 90 180
Céls T CD4" 112 (46-236) 245 (151-452) 264 (151-403) 287 (144-478) 291 (167-439)
Carga viral HIV-1 5,0 (4,4-5,5) 2,2(1,8-2,7) 1,7 (1,7-1,8) 1,7 (1,7-1,7) 1,7 (1,7-1,7)
CD3*/HLA-DR* 39.6 (28-60) 45 (29-62) 42 (28-57) 29 (20-59) 24 (16-38)
CD8*/CD38 90 (79-97) 86 (72-92) 85 (75-94) 77 (62-89) 70 (50-80)
IFN-y (pg/mL) 1,9 (0,0-10,1) 2,0 (0,0-11,8) 1,1 (0,0-7,7) 0,25 (0,0-5,4) 0,01 (0,0-5,3)
TNF (pg/mL) 2,2 (0,0-3,1) 2,3(0,0-3,2) 2,2 (0,0-3,1) 2,2 (0,0-2,9) 2,4 (0,5-3,4)
IL-2 (pg/mL) 10,8 (8,0-12,6) 10,7 (8,3-14,8) 10,8 (8,6-14,3) 10,7 (8,5-12,2) 10,8 (9,0-13,5)
IL-6 (pg/mL) 4,3 (1,5-9,4) 5,2 (2,6-12,7) 3,6 (1,7-6,5) 2,5(0,8-5,0) 3 (1,3-5,0)
IL-10 (pg/mL) 2,6 (0,3-6,0) 2,9 (0,5-7,0) 2,4 (0,8-4,9) 2,0 (0,4-3,7) 2,5(1,4-3,9)
IL-4 (pg/mL) 4,3 (1,4-8,5) 5,1 (2,1-9,0) 5,9 (1,6-8,0) 4,8 (0,7-8,7) 3,3(0,3-8,9)

Valores sdo expressos em mediana e seus Interquartis (IQR); contagens de linfécitos TCD4" célsimm? (céls T CD4"); Carga viral HIV-1 -
logiecopias/ml (Carga viral HIV-1); % de molécula de HLA-DR" em células T CD3" ({CD3"/HLA-DR™); % de moléculas de CD38" em células
TCD8"{CD8'/ CD38"); IFN-y: Interferon-gamma; TNF: Tumor necrosis factor-alpha; IL:Interleucina.
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Os dados obtidos dos pacientes foram analisados ao longo do tratamento para
TB e HAART através de curvas de tendéncia, onde as trajetdrias dos marcadores
bioldgicos e imunoldgicos estdo representadas na Figura 6.

A curva de tendéncia de células TCD4" apresenta um aumento exponencial,
enguanto que a de carga viral um decréscimo nos primeiros trinta dias de tratamento,
que se mantém ao longo do tempo (Figura 6A-B). Para os marcadores de ativacgao
CD3'/HLA-DR" e CD8'/CD38" é possivel observar um decréscimo mais discreto ao
longo do tempo (Figura 6C-D). Ja as dosagens de citocinas apresentam perfis variados,
onde aparentemente as curvas mostram uma reducdo de IFN-y, IL-6 e IL-10, aumento
de IL-4 e auséncia de alteracdo para TNF e IL-2 plasmaticos ao longo do tratamento
(Figura 6E-J).
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Figura 6- Gréafico representativo da trajetéria de marcadores imunoldgicos e viroldégicos em
pacientes com TB/HIV ao longo do tratamento para TB e HAART. (A) Contagem de células TCD4;
(B) Carga viral; (C) % de molécula de HLA-DR" em células T CD3"; (D) % de moléculas de CD38"
em células TCD8"; (E) IFN-y; (F) TNF, (G) IL-2, (H) IL-6, (I) IL-10 e (J) IL-4.
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Para uma avaliacdo mais acurada do perfil de ativacdo celular, usamos
adicionalmente a concomitancia de marcagdo das moléculas CD38" e HLA-DR" na
superficie dos linfécitos T CD8" para analise de um subconjunto de pacientes incluidos
no estudo. Nestes, verificamos que os niveis de ativacdo séo elevados reduzindo apos a
introducdo da HAART (Figura 7), conforme observado quando as populacGes celulares

expressando isoladamente estes marcadores foram analisadas.
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Figura 7- Perfil de ativacao de células T CD8+ em pacientes TB/HIV. As linhas
horizontais representam os valores medianos*P<0,05 e **P<0,01. Wilcoxon foi
usado como teste estatistico entre as visitas D0-D30, D30-D60, D60-D90, D90-
D180 e D0-180.
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A fim de avaliar se o estado de imunossupressao antes da introducédo da HAART
teria impacto sobre o perfil de ativacdo imune e de citocinas plasmaéticas, 0s pacientes
foram divididos de acordo com a contagem de células T CD4" antes da introdugéo da
HAART: <200 céls/mm® e¢ >200 céls/mm’. A analise comparativa dos dados
demogréficos, clinicos e laboratoriais entre 0s dois grupos esta apresentada na Tabela 4.
Exceto para as contagens de células T CD4", carga viral e IFN-y plasmatico, nenhum

outro parametro apresentou diferenca estatisticamente significativa.
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Tabela 4 Caracteristicas demogréficas, clinicas, imunoldgicas e viroldgicas de pacientes
com diagndstico de tuberculose infectados por HIV distribuidas de acordo com as

contagens de células T CD4+ no inicio do estudo.

CD4<200 céls/mm?®

CD42200 céls/mm?®

Caracteristicas (N=33) (N=21) P valor*
Idade (anos), mediana (IQR) 38 (32-43) 35 (31-40) 0,43%
Sexo, n (%)
Masculino 26 (79) 16 (76) 0,54°
Feminino 7 (21) 5 (24)
Forma clinica, n (%)
Pulmonar 14 (43) 10 (48) 0,78°
Disseminada 17 (51) 9 (43)
Extrapulmonar 2 (6) 2(9
Diagnéstico de tuberculose n (%)
Cultura positiva 22 (67) 13 (62) 0,47°
Critério Histopatolégico 4 (12) 1(5)
Critério Clinico 7 (21) 7 (33)
IRIS, n (%)
Sim 5 (15) 1(4) 0,24°
N&o 28 (85) 20 (96)
Dosagens efavirenz, n (%)
600mg 16 (48) 11 (52) 0,46°
800mg 17 (52) 10 (48)
CD4 céls/mm® (mediana e IQR) 55 (33-104) 262 (231-389) 0,00%
Carga Viral (logiocopias/ml), mediana
(IQR) 5,2 (4,8-5,7) 4,8 (4,1-5,2) 0,012
HLA-DR'/CD3"* mediana (IQR) 39,6 (29,7-62,8) 38,5 (21,1-55) 0,332
CD38°/CD8" mediana (IQR) 89,3 (79-97,8) 87,7 (70,5-90,4) 0,092
IFN-y mediana (IQR) 2,4 (0-16) 0(0-5,2) 0,012
TNF mediana (IQR) 1,4 (0-3,1) 2,5(1,9-3) 0,222
IL-2 mediana (IQR) 10,9 (7,9-17,9) 10,6 (10-11) 0,752
IL-6 mediana (IQR) 5,7 (0-12,3) 3,8 (2,5-5,3) 0,292
IL-10 mediana (IQR) 3,8(0-11,7) 2,2 (1,8-4,9) 0,662
IL-4 mediana (IQR) 4,3 (2,3-7,8) 6,1 (0,2-9,2) 0,782

N=n0mero de casos; IQR= Interquartis; IRIS= Sindrome Inflamatéria da Reconstituicio Imune; CD4*céls/mm’
=contagens de linfécitos TCD4"céls/mm?®, HLA-DR'/CD3" = % de molécula de HLA-DR" em células T CD3";
CD38'/CD8" = % de moléculas de CD38" em células TCD8"; IFN-y= Interferon-gama; TNF = Fator de Necrose

Tumoral -alpha; IL:Interleucina

Testes de Mann Whitney?, exato de Fisher's ®e Chi-quadrado °.
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Foi observado que apos a introducdo da HAART o0s pacientes apresentam um
aumento nas contagens de células TCD4" na visita de 30 dias de acompanhamento, mas
que a mesma propor¢do de ganho ndo se mantém ao longo do tratamento. Entretanto,
quando analisado o ganho destas células entre os grupos de pacientes com contagens de
células TCD4" < ou > 200 céls/mm? é possivel observar que o grupo de pacientes com
contagens de células TCD4* <200 céls/mm? reduz significativamente o ganho de células
apos 30 dias de HAART, enquanto que o grupo de pacientes com contagens de células
TCD4" >200 céls/mm?® incrementa significativamente este ganho até 60 dias de HAART
(Figura 8 A-B).
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Figura 8- Representa(;ao gréfica do ganho de células TCD4+ em pacientes com contagens
inicias de células TCD4" < e 2 200 céls/mm?® acompanhados ao Iongo dos tratamentos. Os
gréficos box-plot mostram a variagdo (valor de A) das células TCD4" entre as visitas de
acompanhamento nos pacientes com células TCD4" <200 céls/mm?® (A) e 2200 céls/mm?®
(B). Os valores de A positivos refletem um incremento e os valores negativos refletem um
decréscimo no ganho de células T CD4". A linha horizontal marca o valor de A zero. Os
box-plots séo representados pela mediana e seus interquartis (25-75%).*P<0,05, **P<0,01
e ***P<0,001. Foi utilizado o teste estatistico Wilcoxon na comparacéo entre as visitas DO-
D30, D30-D60, D60-D90 e D90-D180.
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Os perfis de ativacdo celular e de citocinas plasmaticas foram analisados ao
longo do tempo para os grupos de pacientes com contagens de células TCD4" < ou
>200 céls/mm? através das curvas de trajetéria. Como é possivel observar na figura 9,
tanto a populacio de linfocitos TCD3" expressando a molécula de HLA-DR®, como a de
linfocitos T CD8'/CD38" apresentam diferencas entres os grupos de pacientes com
contagens de células TCD4* < ou >200 céls/mm? com 30 dias de uso da HAART, se
igualando ao longo do tempo (Figura 9 A-B).
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Figura 9- Representacdo gréfica da trajetéria do perfil ativagdo imune em células T de
pacientes com TB/HIV ao longo da terapia para TB e HAART, distribuidos de acordo com
as contagens de células TCD4+ (< e = 200 céls/mms). (A) % de da populagdo de células
TCD3+ expressando HLA-DR"; (B) % de células TCD8" expressando a molécula CD38". As
trajetérias sdo representadas pela linha pontilhada vermelha para o grupo de pacientes
com contagens de células TCD4 <200 céls/mm? e linhas tracejadas em verde para o grupo
de pacientes com contagens de células TCD4 2200 célsimm®. As linhas mais finas
representam o intervalo de confianca de 95%.
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A populacio avaliada de células T CD8" ativadas que apresentam na superficie
as moléculas CD38" e HLA-DR", o grupo de pacientes com contagens de células
TCD4" <200céls/mm?® mostra uma tendéncia geral de redugdo ao longo do tratamento
[mediana 36,8 (IQR- 17-83,6) DO vs mediana 18,1 (IQR- 8,9-68,4) D180; p 0,009], o
mesmo néo é observado para o grupo de pacientes com contagens de células TCD4"
>200 céls/mm® [mediana 60,4 (IQR-30-70,7) DO vs mediana 30,7 (IQR-4,9-68,8) D180;
p 0,078] (Figura 10).
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Figura 10- Perfil de ativacdo de células T CD8" marcadas com HLA-DR" e
CD38" em grupo de pacientes com CD4" (<200 e 22000éls/mm3) no inicio
do estudo, acompanhados ao longo da terapia para tuberculose e HAART.
Os pacientes com CD4" <200 céls/mm?® sdo representados pelas bolas
verdes e os com CD4" 2200 céls/mm® pelas bolas laranja. As linhas
horizontais representam os valores medianos. *P<0,05 e **P<0,01. Mann
Whitney e Wilcoxon foram usados como teste.
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As curvas de trajetdria que ilustram o comportamento das citocinas plasmaticas
ndo apontam de modo geral uma diferenciacdo entre os padrdes anti ou pro-inflamatério
entre 0s pacientes com contagens de células TCD4" < e >200 céls/mm®. Maiores
concentracdes plasmaticas de IFN-y, IL-2, IL-6 e IL-10 sdo observadas no grupo de
pacientes com contagens de células TCD4* <200 céls/mm?® no inicio do estudo até pelo
menos 30 dias apds a introducdo da HAART, tendo uma reducdo e se igualando ao
grupo de pacientes com contagens de células TCD4" céls/mm?® ao longo do tempo. O

TNF e IL-4 ndo apresentam alteracdo entre os grupos (Figura 11 A-F).
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Figura 11- Representacdo grafica da trajetéria das citocinas anti e pré-inflamatérias em
pacientes com TB/HIV ao longo da terapia para TB e HAART, distribuidas de acordo com
as contagens de células TCD4" (< e = 200 céls/mm?®). (A) IFN-y, (B) TNF-a, (C) IL-2, (D) IL-
6, (E) IL-10 e (F) IL-4. As amostras de plasma foram testadas pelo teste Cytometric Bead-
Array (CBA). A trajetoria geral é representada pela linha pontilhada vermelha para o grupo
de pacientes com contagens de células TCD4" <200 céls/mm® e linhas tracejadas em
verde para o grupo de pacientes com contagens de células TCD4" 2200 céls/mm?®. As
linhas finas representam o intervalo de confianca de 95%.
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5.2 Avaliacdo da resposta imune aos antigenos de Mtb na reconstituicéo

imune de pacientes TB/HIV submetidos a terapia para TB e HAART

No ambito da avaliacdo da reconstituicdo imunoldgica dos pacientes TB/HIV em
resposta ao tratamento aos dois agravos, foi possivel analisar a resposta especifica a
antigenos do Mtb em 56 pacientes de nossa casuistica, incluindo sete casos de IRIS.
Para esta abordagem avaliamos a producédo de IFN-y frente aos antigenos PPD, ESAT-6
e 38KDa/CFP-10 do Mtb pelo teste de ELISPOT tanto para a magnitude de resposta
como em relacdo a percentual de respondedores ao longo do tratamento.

No geral, verificamos que a producdo de IFN-y apresenta aumento significativo
frente aos antigenos PPD, ESAT-6 e 38KDa/CFP10 e a maior magnitude de resposta é
observada nos primeiros 30 dias apds a introducdo da HAART. Observamos também
uma reducéo significativa da resposta frente ao PPD e o ESAT-6 na visita de 180 dias
p6s HAART quando o tratamento da TB havia terminado (Figura 12 A-C).
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Figura 12- Células produtoras de IFN-y em resposta aos antigenos de Mtb pelo
ensaio de ELISPOT em pacientes TB/HIV ao longo da terapia para TB e HAART. (A)
PPD, (B) ESAT-6 e (C) 38KDa/CFP-10. O resultado é expresso em células
formadoras de spots (CFS), foram considerados respondedores para 0s antigeno
individuos com = 50 spots/10° células. O grafico é representado em log onde os
circulos coloridos representam a magnitude da resposta e os circulos cinza os néo
respondedores. As linhas horizontais representam os valores medianos. Wilcoxon foi
usado como teste estatistico.
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Quando avaliamos o percentual de individuos respondedores aos diferentes
antigenos no inicio do estudo, antes da introducdo da HAART, observamos que cerca de
59%, 13% e 21% eram capazes de responder, respectivamente, aos antigenos PPD,
ESAT-6 e 38KDa/CFP-10. Apesar destas diferencas, verificamos um aumento
significativo no numero de individuos respondedores ao PPD e ao 38KDa/CFP-10 (p=
0.0001) 30 dias apbés a introducdo da HAART (Figura 13). O percentual de
respondedores ao PPD se manteve mais elevado do que aos demais antigenos ao longo

do acompanhamento.

PPD ESAT-6 38KDa/CFP-10

80
15 20 25

40 60
20 30 40 50

10

20
5
10

[e)
DO D30 D60 D90 D180 DO D30 D60 D90 D180 DO D30 D60 D90 D180

Figura 13- Ensaio de ELISPOT realizado em pacientes TB/HIV ao longo da terapia para TB e
HAART. O resultado é expresso em percentual de individuos respondedores aos antigenos, PPD,
ESAT-6 e 38KDa/CFP-10 e foram considerados respondedores aqueles individuos com = 50
spots/10° células.
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Resultados

Com intuito de avaliar se o estado de imunossupresséo inicial teria impacto
sobre a resposta imune aos antigenos de Mth, os pacientes foram distribuidos de acordo
com a contagem basal absoluta de células T CD4" <200 céls/mm? e >200 céls/mm? e os
resultados da resposta de producdo de IFN-y por ELISPOT frente aos trés antigenos
foram avaliados ao longo do tempo através das curvas de trajetoria (Figura 14). Com
base nesta analise foi possivel observar que ndo houve diferenca entre as trajetorias de
resposta aos antigenos PPD, ESAT-6 e 38KDa/CFP-10 entre os dois grupos, embora a
curva correspondente ao grupo <200 céls/mm? apresente um incremento mais acentuado
de resposta aos antigenos pés a introducdo da HAART e consequente aumento de
células TCD4".
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Figura 14- Células produtoras de IFN-y em resposta aos antigenos PPD, ESAT-6 e
38KDa/CFP-10 pelo ensaio de ELISPOT em pacientes com TB/HIV ao longo das terapias,
distribuidas de acordo com as contagens de células TCD4" (< e 2 200 céls/mm®) no inicio
do estudo. Os resultados sdo expressos em células formadoras de spots (CFS) e
distribuidos por log. A trajetéria geral esta representada pela linha vermelha para o grupo
de pacientes com contagens de células TCD4" <200 céls/mm?® e linhas em verde para o
grupo de pacientes com contagens de células TCD4" =200 céls/mm?. As linhas tracejadas
representam o intervalo de confianga de 95%.

Da mesma forma, os pacientes que apresentaram um quadro de IRIS ao longo do
tratamento e os sem ocorréncia de IRIS foram avaliados quanto a producdo de IFN-y
frente aos antigenos de Mtb no inicio do tratamento e ao longo do acompanhamento.
Entre os sete pacientes classificados como IRIS, observamos resposta para o PPD (n=5),
ESAT-6 (n=1) e 38KDa/CFP10 (n=1) antes da introducdo da HAART. Enquanto que

para o0 PPD e 0 38KDa/CFP10 observamos um incremento para 7 e 6 , respectivamente,
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no numero de respondedores ao longo do tempo, o nimero de pacientes respondedores

ao ESAT-6 ndo foi alterado em fungdo da melhora no status imunoldgico deste

pacientes. A Figura 15 apresenta as curvas de trajetoria de resposta aos antigenos PPD e

38KDa/CFP10 comparando o grupo de IRIS com n&o-IRIS. N&o houve diferenca

qguanto a resposta a estes antigenos entre 0s dois grupos no inicio do tratamento,

entretanto é observado que as curvas deixam de se sobrepor ao longo do tratamento,

indicando uma maior frequéncia de células produtoras de IFN-y nos pacientes com IRIS

ao longo da terapia. N&o foi possivel avaliar a resposta dos pacientes frente ao antigeno

ESAT-6 posto que apenas um paciente dos que desenvolveram IRIS respondeu a este

antigeno.

PPD

CFS/10%(log)

IRIS
NIRIS

0 40 80 120 160 200
Diasapos HAART

CFS/10° (log)

40

38KDa,/CFP-10

80 120
Diasapos HAART

160

RIS
MNIRIS

200

Figura 15- Células produtoras de IFN-y em resposta aos antigenos PPD e 38KDa/CFP-10
pelo ensaio de ELISPOT em pacientes com TB/HIV ao longo das terapias, distribuidas de
acordo com IRIS e N&o IRIS. Os resultados sao expressos em células formadoras de spots
(CFS) e distribuidos por log. A trajetéria geral esta representada pela linha vermelha para o
grupo IRIS e linhas em verde para o grupo nao IRIS. As linhas tracejadas representam o

intervalo de confianca de 95%.
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Para determinar os fatores que poderiam estar associados a resposta de producao
de IFN-y frente aos estimulos antigénicos (PPD e 38KDa/CFP-10) ao longo do tempo
foi realizada uma analise multivariada incluindo as variaveis; contagem de células
TCD4" no inicio do tratamento, carga viral, forma clinica, sexo, idade, raca, dosagem
do efavirenz, ativacéo celular (% CD3*/HLA-DR" e % CD8'/CD38"), IFN-y plasmatico
e ocorréncia de IRIS. O modelo mostrou que as contagens de células T CD4" <200
céls/mm?, a carga viral e o percentual das moléculas CD8"/CD38" influenciam a
producdo de IFN-y frente ao antigeno 38KDa/CFP-10 (Tabela 5). Entretanto, nenhuma
variavel se mostrou associada & produgédo de IFN-y frente ao antigeno PPD (dados ndo
mostrados). N&o foi possivel realizar estas anélises com o antigeno ESAT-6 devido ao

pequeno namero de respondedores.

Tabela 5 Andlise multivariada de fatores associados com a resposta de producéo de
IFN-y frente a estimula¢do antigénica em pacientes com TB/HIV ao longo do

tratamento.
Producéo de IFN-y frente a estimulagéo antigénica
38KDa/CFP10
Variaveis Expon(_er_lual do
coeficiente P
Contagens de céls T CD4 (<200 céls/mm?) 4,021 0,013
Carga viral HIV-1 (log;qcopias/ml) 0,439 0,004
% Células T CD8"/38" 1,019 0,050
Nao IRIS 1
IRIS 4,056 0,107

% células TCD8'/CD38"= % de moléculas de CD38" em células TCD8"; IRIS=
sindrome inflamatdria da reconstituicdo imune
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5.3 Avaliagdo fenotipica das subpopulagdes de células T CD4" e CD8" na

reconstituicdo imune de pacientes TB/HIV submetidos a terapia para TB e a
HAART

No ambito da avaliacdo da reconstituicdo imunoldgica dos pacientes TB/HIV em
resposta ao tratamento aos dois agravos, foi possivel avaliar o perfil funcional de
subpopulacdes naive, memoria central, memoria efetora e memoria efetora altamente
diferenciada (TEMRA), com base na expressdo das moléculas CD45RA e CCR7 em
linfocitos TCD4" e CD8", em amostras de PBMC de 22 pacientes incluidos no estudo.
Um exemplo do tipo de anélise realizada para as populacdes de células T CD4" e CD8"

é apresentado na Figura 16.
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Figura 16- Dot Plots representativo das analises realizadas para determinagdo das
populacdes de células naive, MC, ME e TEMRA expressando as moléculas CCR7 e CD45
em células T CD4+ e CD8+. A regido 1 (R1) representa a populagdo de linfécitos totais e a
regido 2 (R2) representa a populacéo de linfocitos TCD4" ou TCD8". A partir da regido 2
(R2) foram definidos os fenétipos celulares.
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O perfil funcional das populagdes de linfocitos TCD4" e CD8" (naive, memoria
e TEMRA) em PBMC de pacientes coinfectados TB- /HIV-1 foi avaliado no inicio do
estudo e nas visitas ao longo das terapias. A fim de avaliar se o estado de
imunossupressao antes da introducdo da HAART teria impacto sobre os fenotipos
celulares, os pacientes foram divididos em dois grupos de acordo com a contagem de
células T CD4" antes da introducdo da HAART, pacientes com contagens de células
TCD4" < e >200 céls/mm®.

Apesar da inversdo CD4/CD8 (mediana-0,11; IQR 0,05-0,30), o fenotipo de
células naive na populacéo de células T CD4" foi mais elevada do que na populagio de
células TCD8" (11,5 [IQR-2-28] vs 2,8 [IQR-0,4-10]; p= 0,04). Verificou-se, ainda,
uma reducdo significativa na populacido de células TCD8" naive apds 30 dias da
HAART, enquanto que ndo houve alteragdo nos percentis das células TCD4" naive ao
longo dos tratamentos (Tabela 6). Comparando os dois grupos de acordo com o estado
de imunossupressdo, verificamos que o grupo de pacientes com contagens de células
TCD4" <200céls/mm?® apresentou porcentagens significativamente inferiores de células
TCD4" naive, quando comparado ao grupo de pacientes com contagens de células
TCD4" >200céls/mm?>. No entanto o mesmo perfil ndo é observado para as células
TCD8" naive (Tabela 6).

A populagdo de células de memoria central apresenta perfil similar as células
naive, sendo observado maior frequéncia de células T CD4" comparadas com as células
T CD8", sem variacdo ao longo da HAART, assim como entre os grupos de pacientes
com contagens de células TCD4" < ¢ >200céls/mm?>. O uso da HAART no geral, ndo
parece alterar a dindmica desta subpopulagdo de linfécitos T CD4" ou CD8" (Tabela 6).

O perfil fenotipico das células TCD4" e CD8" que se diferenciam em células de
memoria efetora apresentam porcentagens de expressdo proximas, embora as células T
CD4" apresentem um aumento significativo apos a introdugdo da HAART, que
aparentemente se mantém ao longo do acompanhamento. Analisando de acordo com o
grau de imunossupressao no inicio do estudo, observamos que o grupo de pacientes com
contagens de células TCD4* <200céls/mm? apresentam porcentagens maiores de células
de memoria efetora (ME) CD4" do que o grupo de pacientes com contagens de células
TCD4* >200céls/mm?. Sendo que com 60 dias de HAART os grupos de pacientes com
contagens de células TCD4" < e >200céls/mm?® apresentam diferencas estatisticamente

significativas dentro da populagio de linfocitos T CD4" e este perfil se mantém ao

54



Resultados

longo do estudo. Para os linfocitos TCD8" ME observamos flutuagdo entre os grupos e
ao longo do tratamento (Tabela 6).

A populacéo de células efetoras altamente diferenciadas (TEMRA) apresenta-se
em porcentagens maiores nas células TCD8" do que nas células TCD4", porém apds a
introducdo da HAART nenhuma diferenca foi observada para ambas as populaces.
Entretanto, 0 grupo de pacientes com contagens de células TCD4* <200céls/mm?
apresenta percentual menor do que o grupo de pacientes com contagens de células
TCD4" >200céls/mm?® para os linfécitos T CD4* TEMRA, sendo observada uma
diferenca significante apds a introducdo da HAART entre os grupos. Nao foi possivel
observar nenhuma alteragdo evidente de linfocitos T CD8" com o fendtipo TEMRA

entre os grupos (Tabela 6).
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ME MC Naive

TEMRA

Analise fenotipica de pacientes com diagndstico de TB infectados pelo HIV-1 ao longo das terapia e de acordo com seu

status de imunossupressao (contagens de células T CD4+ no inicio do estudo)

Células T CD4*

Células T CD8*

DO D30 D60 D90 D180 DO D30 D60 D90 D180
Total” 12,2(3,9-31,0) 15,1 (51-22,8) 12,3 (0,9-31) 7,2 (1,2-19.4) 10,9 (4,0-21,3) |2,5(0,5-6,3) 090339  08(03-31)° 09(0,216)  05(0,2-35)
<200 8,8(1,9-19,7)  14,6(27-21,2) 3,9(0,8-22,9  3,6(0,6-11,4)  7(3,3-16,1) 1,2 (0,3-7,4) 0,9(0,2-24)  0,5(0,3-2) 04(0,2-13)  0,4(0,2-4,9)
2200 37,4 (11,8-49,1)° 23,7 (11,6-39,4)" 31,7 (15,6-42,3)° 19,4 (13,6-44,4) 22,8 (16,9-49,2)° | 4,1 (2-6,4) 0,9 (0,5-6,3) 1,2 (0,6-4,1) 1,5 (0,6-3) 1,4 (0,3-2,9)
Total* 154 (6,8-28,4) 13,4 (9,3-21,3) 9,7 (6-17,8) 9,9 (4,7-15,8) 10,2 (5,9-20,4) |0,2(0,1-1,7) 0,1(0,1-05)  0,1(0,1-1) 0,1(0.1-1) 0,1(0,1-1)
<200 11,1(53-28,8) 13,2(10,5-24,8) 9,7(55-19,8)  9,5(3,1-156)  12,1(5,2-20,2) |0,2(0,1-1,1) 0,1(0,1-05)  0,1(0,1-0,7) 0,1(0,0-05)  0,2(0,1-0,8)
2200 19,1(8,9-36,9) 13,4 (8,1-154) 11,9 (6,6-16,9) 9,9 (7-16,5) 9,9 (7,3-24,4) |0,5(0,2-2,9) 0,1(0,1-05)  0,1(0,1-1,2) 0,1(0,0-02)  0,1(0,1-0,5)
Total 51,7(29,8-65,3) 51,8 (40,2-68,3)® 59,1 (36,8-84)  65,7(42-85,5)" 62,5 (42,3-77,8) |37,8 (19,9-51,3) 38,8 (19,2-54,3) 43,2 (21,9-62,5) 42,7 (19,7-53,5) 38,7 (24,2-54,4)
<200 60 (46,8-86,3) 58,9 (44,8-72,1) 70 (53,8-89,7)  77,1(51,2-91,4) 68,5 (43,6-81,2) | 36,5 (20,6-46,8) 34,7 (17,3-48,8) 40,6 (21,8-61,7) 41,5 (11-52) 36,4 (19,8-53,5)
2200 30 (16,5-47,3) 48,7 (33,2-60,3) 37 (30-57,7)° 42 (26,9-59,4)" 45,1 (41,9-60,8)° | 45,4 (19,8-53,9) 52,6 (33,8-56,2) 44,8 (23,3-64) 43,9 (20,3-62,3) 48,0 (27,6-72,7)
Total” 5,6 (2,2-17) 7,4 (2-16,3) 8,9 (2,5-16,4)  6,5(1,9-16) 9,3(3,6-18,7)  |53,7(35,9-74,6) 55,9 (42,7-77,6) 51 (34,8-75,5) 55,8 (39,8-75,4) 55,7 (38,5-71)
<200 5(2,1-17,8) 4,1 (1-16,3) 56(1,1-13,6)  4,1(1,7-146) 66 (2,7-12,3) |53,9(21,7-75,8) 61,1 (46,4-81,8) 55,7 (33,4-77,6) 56,3 (41-75,5) 55,9 (41,7-72,1)
2200 8,8 (2-19,3) 10,9 (6,4-19,4)° 12,1 (8-22,1)° 15,4 (9,8-30) 18,0 (10,7-22,2)° | 46,2 (39,9-74,7) 46,4 (39,6-65,2) 49,41(35,9-74,5) 54,4 (37,5-76,8) 47,2 (27,2-7)

Os valores apresentados na tabela sdo mediana e interquartis (IQR) da porcentagem de moléculas expressas nas subpopulacgdes de linfécitos T.

Os fenétipos celulares foram classificadas em naive, memdria efetora (ME), meméria central (MC) e células efetoras altamente diferenciadas (TEMRA).
Os grupos foram divididos de acordo com as contagens de células T CD4" no inicio da HAART, com células T CD4 abaixo de 200 céls/mm?® (<200) e acima de 200 céls/mm? (2200).
dSignificancia estatistica entre as visitas D0-30, pelo teste estatistico wilcoxon com p valor <0,05.

® Significancia estatistica entre as visitas D30-60, pelo teste estatistico wilcoxon com p valor <0,05.

° Significancia estatistica entre os grupos <200 e 2200 na visita DO, pelo teste estatistico Mann Whitney com p valor <0,05.

¢ Significancia estatistica entre os grupos <200 e 2200 na visita D30, pelo teste estatistico Mann Whitney com p valor <0,05.

¢ Significancia estatistica entre os grupos <200 e 2200 na visita D60, pelo teste estatistico Mann Whitney com p valor <0,05.

" Significancia estatistica entre os grupos <200 e 2200 na visita D90, pelo teste estatistico Mann Whitney com p valor <0,05.

9Significancia estatistica entre os grupos <200 e 2200 na visita D180, pelo teste estatistico Mann Whitney com p valor <0,05.

?’Significéncia estatistica entre as células T CD4" e CD8" na visita de D90, pelo teste estatistico Mann Whitney com p valor 0,05

' Significancia estatistica entre as células T CD4" e CD8" na visita de D180, pelo teste estatistico Mann Whitney com p valor <0,05

* Significancia estatistica entre as células T CD4" e CD8" em todas as visitas com p valor <0,05

* Significancia estatistica entre as células T CD4" e CD8" para todas as vistas DO, 30, D60 e D180 com p valor <0,05.
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6 - Discussao

Neste estudo foi avaliado o perfil de reconstituicdo imunoldgica de pacientes
com TB/HIV em resposta a HAART e ao tratamento da TB, bem como a possivel
influéncia do estado imunoldgico no inicio do tratamento na reconstituicao
imunolodgica. Os pacientes foram divididos em grupos de acordo com (1) o grau de
imunossupressdo— baseando-se nas contagens de linfécitos T CD4" (< 200 e > 200
céls/mm?) no inicio do estudo — e (2) o desenvolvimento ou ndo da “Sindrome
Inflamatoria da Reconstituicao Imune” (IRIS).

Nossos resultados mostram uma satisfatoria recuperacdo da resposta imune
celular apds a introducdo da HAART, onde as células T CD4" apresentam um
incremento, enquanto a carga viral declina ao longo do tempo de tratamento,
independente do grau de imunossupressdo no inicio do tratamento, ou da ocorréncia de
IRIS, 0 que estd de acordo com dados descritos na literatura (SEDDIKI et al., 2009
;ANTONELLI et al., 2010).

Observamos também a diminuicdo da ativacdo celular em resposta as terapias
administradas, através da reducio da expressdo das moléculas de CD38", HLA-DR" e
CD38'/HLA-DR* na superficie das populacbes de linfocitos T totais e CD8,
corroborando com outros estudos (LAWN; BUTERA, 2001; SAVARINO et al., 2000).
Ja é sabido que apenas a terapia para TB ja induz uma grande reducdo na expressdo de
CD38" e/lou HLA-DR" em células T CD8", embora a reducio da expressdo nas células
T CD4" nio tenha sido tdo intensa, sendo similar ao observado quando os pacientes s3o
tratados para os dois agravos (MAHAN et al., 2010; LANCIONI et al., 2011). Em
outras coinfecgdes como, por exemplo, em Leishmania/HIV, também é possivel
observar altos niveis de ativacao celular em pacientes com quadros de imunossupressao
grave mesmo sem haver correlagdo com a carga viral, pois, nesse estudo a mesma ja
tinha sido controlada sob HAART (SANTOS-OLIVEIRA et al., 2010). Uma das
hipdteses para a manutencdo destes altos niveis de ativagdo em pacientes TB/HIV com
niveis indetectaveis de carga viral é a possivel presenca de antigenos de Mtb circulantes,
mas o papel que eles desempenham nesta ativagdo é uma questdo em aberto.

As citocinas sdo importantes agentes imunomoduladores do sistema imune. O
TNF e o IFN-y sdo produzidos por uma variedade de células exercendo fungdes tanto no
sistema imune inato como no adaptativo. Sabe-se que o IFN-y e TNF apresentam

importante atuacdo na infecgdo por Mtb/HIV-1 e estdo associados com a organizacgdo do
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granuloma, a protecdo contra micobactérias intracelulares e a imunidade mediada por
celulas (FLYNN et al., 1993; CASTRO CUNHA et al., 2005 e revisto por KWAN;
ERNST, 2011). Nossos resultados mostram uma reducdo significativa nas
concentracdes plasmaticas de IFN-y ao longo do periodo de uso das terapias, embora
ndo tenha sido observada nenhuma alteracdo nas concentracfes plasmaticas de TNF.
Diante destes dados, podemos especular que a reconstituicdo imune ocasionada pelo
emprego conjunto das terapias leva a uma reducdo da resposta inflamatdria causada
pelas doencas.

As citocinas como IL-6, IL-10, IL-2, entre outras, tém sido descritas como
possiveis marcadores para a progressdo da aids (HADDOW et al., 2011; SILVEIRA et
al., 1997), assim como possiveis marcadores no desenvolvimento de IRIS (STONE et
al., 2002). O perfil das citocinas durante a infeccdo por HIV é algo que suscita ainda
varios debates. Com base em estudos de estimulo celular ex vivo, KLEIN e
colaboradores (1997) sugerem que ocorra uma mudanga do perfil pro-inflamatério para
anti-inflamatorio durante a infeccdo por HIV. No entanto, nossos dados, ndo mostram
um perfil predominante nas citocinas pré e anti-inflamatorias. Nossos resultados
mostram um sutil aumento nos niveis de IL-6 plasmaticos no periodo de 30 dias ap6s
HAART e diminuicdo ao longo do tratamento, dados que estdo de acordo com 0s ja
descritos na literatura (LAWN et al., 2005). A citocina IL-6 vem sendo destacada pelo
seu papel no desenvolvimento da resposta inflamatoria durante a restauracdo imune e
como um possivel marcador para ativacdo imune persistente (STONE et al., 2002;
MORLESE et al., 2003). Em nosso estudo ndo foi observado uma modulacdo
significativa de IL-6 que possa ser correlacionada com a reducdo da carga viral
plasmatica e da carga bacilar da TB. Uma outra citocina avaliada foi a IL-2, que
apresenta um comportamento quase que linear ao longo do tratamento. N0SS0S
resultados ndo apontam para um balanco entre as citocinas pro e anti-inflamatdrias,
como sugerido na literatura (FAKOYA et al., 1997; BAL et al., 2005). As diferencas
observadas podem ter ocorrido devido a uma possivel degradacdo da amostra, por
diferengas na sensibilidade dos métodos empregados na literatura e pelo uso de
diferentes fontes de material bioldgico (plasma e sobrenadantes de cultura).

A IRIS pode estar associada com uma resposta Thl contra antigenos
micobacterianos, seguida pela desregulacdo da secrecdo de citocinas e da migracao das
células T para o local inflamatério (PAWLOWSKI et al., 2012). No presente trabalho,
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encontramos uma prevaléncia de IRIS préxima ao descrito na literatura (TIEU et al.,
2009). Apesar de nossa casuistica ser constituida, em sua maioria, por pacientes com
Imunossupressdo grave, os relatos de literatura mostram uma imunossupressao ainda
mais grave que a observada em nossos casos (PEAN et al., 2012). ANTONELLI e
colaboradores (2010) observaram que pacientes com IRIS apresentam uma maior
frequéncia de células T CD4" que expressam HLA-DR" do que os pacientes sem IRIS,
mas nenhuma alteracdo na frequéncia das moléculas HLA-DR" e CD38" em células T
CD8" foi observada (ANTONELLI et al., 2010). Entretanto, no presente estudo, ndo
observamos alteracdes significativas nos resultados de CD4, CV, ativacdo celular e
dosagem de citocinas ao longo das terapias nos casos de IRIS quando comparado aos
pacientes que ndo desenvolveram IRIS. Uma possivel hipotese para esta ndo diferenga
entre os pacientes que apresentaram IRIS e 0s que nao apresentaram pode ser dada pelo
tamanho amostral que, apesar da frequéncia de IRIS em nossa casuistica ser proxima a
descrita na literatura, o nimero de casos é pequeno, limitando analises estatisticas mais
robustas.

Dados na literatura apontam para a equivaléncia da capacidade de recuperacao
imunoldgica dos pacientes com TB/HIV, apresentando contagens de células T CD4" <
50 ou < 200 céls/ul, quando comparados aqueles com contagens de células T CD4"
mais elevadas, independentemente do tempo de HAART (SHRIHARI et al., 2011;
LAWN et al., 2006). Em nosso estudo encontramos o mesmo potencial de ganho de
células TCD4 para ambos os grupos, embora o grupo de pacientes com >200 céls/mm®
apresente ganho maior ap6s 30 dias de HAART comparado com o grupo <200 céls/mm?®
se igualando ao longo do tempo. Dados estes esperados, uma vez que 0s pacientes com
imunossupressao menos severa apresentam um repertorio celular mais conservado,
possibilitando uma restauracdo melhor a curto prazo. J& 0s com imunossupressdo mais
grave apresentam esta condicdo de restauracao ao longo do tempo, apos a introdugéo da
HAART.

Em relagdo a ativacdo celular, estudos com outras coinfeccBes, tais como
Hanseniase/HIV e Leishmaniose/HIV, onde em geral os pacientes apresentam quadro
de imunossupressdo com contagens de células T CD4" < 350 céls/ul, é possivel
observar uma proporcdo de células ativadas maior que nos pacientes com somente um
agravo (GIACOIA-GRIPP et al., 2011; SANTOS-OLIVEIRA et al., 2010). Na nossa

casuistica observamos uma diminui¢do nos niveis de ativacdo independente do perfil
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imunoldgico observado no inicio do tratamento, no entanto, os pacientes com
Imunossupressao mais grave apresentaram uma ativacdo celular inicial mais intensa que
0S menos imunossuprimidos. Esta ativagdo inicial no grupo mais imunossuprimido
poderia vir a propiciar o fendmeno da IRIS. Corroborando com esta hipdtese, 6 dos 7
casos de IRIS descritos ocorreram no grupo com <200 céls/mm?®. Entretanto, ndo
observamos correlacdo entre a ocorréncia de IRIS e ativacdo celular (dados néo
mostrados).

O padréo de citocinas produzidas por linfécitos T tem um importante papel na
infeccdo por HIV e na suscetibilidade a TB, onde a ativacao de linfocitos Thl, producéo
de IFN-y e ativacdo de macrofagos sdao cruciais para defesa contra estes patdgenos
(BARNES; MODLIN, 1996; PERREAU et al., 2013). Verificamos baixos niveis
plasméaticos de IFN-y se comparados com outros estudos com pacientes TB/HIV
(SUBRAMANYAM et al., 2004). Estes apresentaram-se maiores no grupo de pacientes
com contagens de células TCD4* <200 céls/mm® no periodo até 60 dias de HAART, se
igualando ao grupo de pacientes com contagens de células TCD4* >200 céls/mm® ao
longo das terapias. BENJAMIN e colaboradores (2013) encontram niveis plasmaticos
de IFN-y iguais entre os grupos com contagens de células T CD4" < e >200 céls/ul em
estudo longitudinal (BENJAMIN et al., 2013). Ndo houve diferencas entre 0os grupos
com relacdo as dosagens plasmaticas de TNF em nosso estudo, diferindo de
BENJAMIN e colaboradores (2013), que observaram niveis mais altos de TNF nos
grupos com contagens de células T CD4" < 200 céls/pl comparados com os individuos
com T CD4" > 200 céls/ul. N&o existe um padrdo nos perfis de IFN-y e TNF observados
na literatura, que podem ocorrer devido a diferencas no padrdo imune, no uso de células
T estimuladas e nas metodologias utilizadas (OH et al., 2005; BAL et al., 2005).
Embora, esperassemos que nOsSsOs pacientes com imunossupressdo mais severa
tivessem niveis plasmaticos de IFN-y e TNF mais elevados que os outros pacientes
menos imunossuprimidos.

Para o conjunto de citocinas plasmaticas analisadas em nosso estudo foi possivel
observar niveis mais altos de IL-2, IL-6 e IL-10 no grupo de pacientes com contagens
de células TCD4* <200 célss/mm?® do que no grupo de pacientes com contagens de
células TCD4" >200 céls/mm® no inicio do tratamento. Dados estes que corroboram
com SUBRAMANY AM e colaboradores (2004) que mostram niveis plasmaticos de IL-

10 e IL-2 superiores no grupo de pacientes com CD4" < 200 céls/pl comparados com o
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grupo CD4 >200 céls/ul. Nossos resultados indicam que mesmo 0S pacientes com
imunossupressdao grave acometido com os dois agravos nao apresentam uma
predominante resposta Thl antes da introducdo da HAART, sugerindo um possivel
controle da exacerbacdo de resposta pré-inflamatoria.

As citocinas I1L-6 e IFN-y, que vém se destacando pelo seu papel na patogénese
da sindrome, podendo ser possiveis marcadores para a IRIS (STONE et al., 2002;
WORSLEY et al.,, 2010). No entanto, nossos dados ndo apontaram diferencas na
expressao de nenhuma das citocinas avaliadas e nem mesmo justificam o uso de alguma
delas como biomarcador para o desenvolvimento de IRIS.

No intuito de avaliarmos a resposta imune frente a antigenos especificos de Mtb,
utilizamos o teste de ELISpot. Nossos resultados mostram uma maior magnitude de
resposta para todos os antigenos usados, assim como o aumento de individuos
respondedores ap6s 30 dias de HAART. Verificou-se que os antigenos PPD e
38KDa/CFP10 possuem uma melhor resposta em magnitude e em proporgdo de
individuos respondedores do que o ESAT-6. Estes dados estdo de acordo com a
literatura, uma vez que descrevem que a resposta ao antigeno PPD é melhor do que os
antigenos ESAT-6 e/ou CFP-10 em pacientes com TB sem HIV (MARIN et al., 2010;
GIDEON et al., 2013). Apesar de serem poucos os trabalhos descrevendo os efeitos
destes antigenos na populacdo de pacientes com TB coinfectados com HIV, estes
apontam para uma melhor resposta ao PPD (PAI et al., 2004; VINCENTI et al., 2003;
BOURGARIT et al., 2006). Uma hipotese para a melhor resposta apresentada pelo
antigeno PPD, pode ser a sua composi¢do, pois ndo contém somente antigenos
especificos ao Mtb e sim de outras micobacterias, podendo assim sua resposta ser
melhor, mas ndo necessariamente especifica para individuos infectados com Mtb.

A resposta celular especifica frente aos antigenos de Mtb, foi avaliada em
pacientes de acordo com as contagens absolutas de células TCD4" no inicio do estudo.
Observamos que entre os grupos com contagens de células TCD4" <200 e >200
céls/mm? as curvas de tendéncia se sobrepdem para todos os antigenos, ndo sendo
possivel observar diferenga na magnitude de resposta entre os dois grupos.
HAMMOND e colaboradores (2008) avaliaram grupos de individuos com contagens de
células CD4" <200, 200-500 e >500 frente aos antigenos PPD, ESAT-6 e CFP-10, e
observaram que o grupo com CD4" <200 apresentou uma melhor resposta que 0s outros

grupos avaliados. Tal achado esta de acordo com o observado em nossos resultados para
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grupo de pacientes com contagens de células TCD4" <200 céls/mm?, onde a analise da
curva aponta para um incremento mais acentuado apos a introducédo da HAART.

Embora seja reconhecido que a IRIS ocorra como uma consequéncia da
restauracdo da resposta imune contra antigenos de micobactérias, ndo estd claro o
porqué deste fendmeno afetar apenas alguns pacientes com TB/HIV. Nossas anélises
mostram que a resposta frente aos antigenos PPD e 38KDa/CFP-10 entre os paciente de
IRIS e ndo-IRIS s&o inicialmente semelhantes, com magnitude aparentemente maior nos
casos de IRIS ao longo do tratamento. A literatura aponta para um aumento da producgéo
de IFN-y frente a estimulacdo com o antigeno PPD em pacientes com IRIS apds 6
semanas de terapia antirretroviral, dados que estdo de acordo com nossos achados
(VIGNESH et al., 2013; TIEU et al., 2009; ELLIOTT et al., 2009). Entretanto, no nosso
trabalho, ndo foi possivel avaliar a resposta frente ao antigeno ESAT-6 devido ao
pequeno nimero de pacientes respondedores. Estes dados apontam para uma satisfatoria
recuperacdo imune apos a introducdo da HAART, onde as células Thl passam produzir
IFN-y em resposta mais exacerbada aos antigenos de Mtb apds os eventos associados
com a IRIS.

A andlise multivariada visando avaliar os fatores associados a producdo de IFN-y
pelas células T frente a estimulos antigénicos ao longo do tempo ndo apontou para a
associacdao entre as variaveis analisadas e a resposta ao PPD. Realizamos anélise
multivariada. Dentre as variaveis selecionadas, incluimos contagem de células TCD4"
no inicio do tratamento, carga viral, forma clinica, sexo, idade, raca, dosagem do
efavirenz, ativacdo celular (% CD3"/HLA-DR" e % CD8'/CD38"), IFN-y plasmético e
ocorréncia de IRIS como variaveis de interesse da nossa casuistica. Embora seja
observado na literatura que pacientes que desenvolvem IRIS e 0s com baixas contagens
de células TCD4" apresentam alta producéo de IFN-y em resposta ao PPD (ELLIOTT et
al., 2009; TIEU et al., 2009), nesta analise, verificamos que a contagem de células
TCD4" <200 célssmm®, a carga viral e a populagdo de células TCD8*/CD38*
(marcadores de ativagdo) tém influéncia na producdo de IFN-y por células T
estimuladas frente ao antigeno 38KDa/CFP-10.

Nossa hipotese era que 0s pacientes mais imunossuprimidos, com seu repertorio
de células T ativadas e com presenca de carga viral produzissem maiores quantidades de
IFN-y, entretanto, estes fatores influenciaram células T especificas para TB a

produzirem IFN-y frente ao PPD, mas ndo para 38KDa/CFP-10, que tiveram menor
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frequéncia e magnitude de resposta. Trabalhos anteriores descrevem os antigenos CFP-
10 e 0 ESAT-6 separadamente como sendo correlacionados com a infecgdo de Mtb,
embora ndo exista um consenso quando utilizado em individuos imunocomprometidos
(MAZUREK et al., 2010). O mais comum na literatura € o uso da combinacédo dos dois
antigenos, mostrando sua influéncia na expressdo/producdo de IFN-y em pacientes
TB*/HIV® com baixas contagens de células TCD4", assim como, baixa expressdo de
IFN-y em pacientes TB*/HIV® comparados com os TB*/HIV" (HAMMOND et al.,
2008; KASSA et al., 2013; KARAM et al., 2008). Podemos entdo especular que embora
a resposta ao antigeno PPD seja maior na magnitude e no numero de respondedores,
comparado com o 38KDa/CFP-10, esta ndo foi correlacionada as variaveis que
influenciam o quadro de imunossupressdo em pacientes TB*/HIV™.

Cabe ressaltar a importancia de estudar as populacdes celulares envolvidas nos
mecanismos de resposta imune devido a capacidade que elas tém de se modificar e
sobreviver as desordens existentes no sistema imune (SALLUSTO et al., 2004). Sabe-se
que em pacientes HIV" ocorre uma deplecéo de células T CD4" e que as células T CD8"
podem desempenhar papel na resposta especifica mesmo na auséncia de TCD4"
(ESPINOSA et al., 2013). Em nosso estudo investigamos as subpopulacdes de células T
naive, memoria central (MC), memodria efetora (ME) e efetoras altamente diferenciadas
(TEMRA) em linfécitos T CD4" e CD8" de PBMC de pacientes com TB/HIV.

Verificamos que as células TCD4" naive encontram-se em maior quantidade do
que as células T CD8", dados que estio de acordo com a literatura (LEDERMAN et al.,
1998), embora as células T CD8" naive apresentem reducgdo discreta nos percentuais
apo6s a introducdo da HAART. Em pacientes coinfectados com HIV-1 e outras
enfermidades, no entanto, ndo foi verificada esta reducdo nos percentis de células
TCD8" naive ao longo do tratamento (ESPINOSA et al., 2013; LEDERMAN et al.,
1998).

Os fendtipos de células de memoria MC, ME e TEMRA diferem pela funcéo e o
tipo de molécula expressa na superficie dos linfécitos. Em nosso estudo observamos
uma prevaléncia de células T CD4" MC quando comparada as células TCD8" MC
Apesar de termos evidenciado nestes pacientes um incremento dos linfécitos TCD4+,
caracteristico da reconstituicdo imune, os linfocitos T CD4" MC apresentaram uma sutil
reducdo no percentual ao longo da HAART. Dados na literatura, analisando 0s

fendtipos de células MC e ME, evidenciaram um aumento nos percentis de células de
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TCD4" MC e uma reducdo de ME em individuos HIV* ap6s a HAART (WILKINSON
et al., 2009). A populacéo de células TCD8" TEMRA foi descrita por CHAMPAGNE e
colaboradores (2001), onde o mesmo quantificou a porcentagem das populacbes de
células T de memoria em pacientes infectados por HIV-1, sendo observado que a
populacdo de TEMRA representava um percentual de distribuicdo muito pequeno (5%)
dentro das células T de memodria. Em nossas andlises as populagcdes de TEMRA
encontram-se mais elevadas em linfocitos T CD8" que nos linfocitos T CD4" e as
mesmas apresentam uma distribuicdo dentro dos fenotipos analisados de 57% e 6,1%,
respectivamente.

Nossos dados sugerem que ocorra um consideravel impacto do Mtb na
diferenciacdo dos fendétipos celulares durante a coinfeccdo com HIV-1, uma vez que
ocorre uma melhor resposta de linfécitos T CD8" com predominio de células de
memoria efetora (40%) e TEMRA (57%), entretanto as células T CD4" apresentam uma
variacdo na distribuicdo dos fenotipos celulares, embora ocorra um predominio de
células de ME (57%). Quando avaliado se o controle da carga viral em nossos pacientes
influenciava a restauracdo dos fendtipos celulares, observamos que mesmo apds a carga
viral estar em niveis indetectaveis (ap6s 60 dias de HAART) ndo ocorre diferencas para
nenhum dos fendtipos nas populagdes de linfocitos TCD4™ e CD8', embora
ROSIGNOLLI e colaboradores (2009) tenham observado que a porcentagem de células T
CD4" e CD8" ME tenha sofrido impacto da viremia quando comparados com 0s nio
virémicos (ROSIGNOLLI et al., 2009). Podemos concluir que o controle da carga viral
em nossos pacientes nao apresenta impacto direto na restauracdo fenotipica dos
linfocitos T CD4" e CD8".

Foi possivel observar que os pacientes com contagens de células TCD4" <200
céls/mm? apresentaram contagens de células TCD4* ME maiores e as células TCD4*
naive e TEMRA menores quando comparados com o grupo de pacientes com contagens
de células TCD4" >200 céls/mm?® nas populacdes de linfocitos T CD4". Ja os linfécitos
T CD8" apresentam flutuagdo entre os grupos de pacientes com contagens de células
TCD4" < ¢ >200 céls/mm® ao longo do acompanhamento para todos os fen6tipos
celulares avaliados.

Com estes dados podemos especular que a populacdo de pacientes
imunossuprimidos graves (com contagens de células TCD4" <200 céls/mm®) deve ter

uma resposta mais voltada para os linfocitos T CD8", uma vez que o grupo de pacientes
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com contagens de células TCD4" >200 céls/mm® apresentou uma satisfatoria
recuperacéo celular de linfécitos T CD4" com perfis naive e MC, o que ja era esperado,
uma vez que estas células estdo associadas as duas ondas descritas de reconstituicdo
imune, sendo via redistribui¢do dos clones periféricos de células T (MC) e repopulacéo
a partir de emigrantes timicos (GUIHOT et al., 2011).

O perfil fenotipico dos linfocitos TCD4" e CD8" classificados como naive, ME,
MC e TEMRA foram avaliados em nossos pacientes de acordo com as formas clinicas
da tuberculose: pulmonar e disseminada, ao longo do tempo de tratamento. N&o foi
observado predominio fenotipico para nenhuma das formas da doenca (dados néo
mostrados).

No decorrer de nosso estudo foram encontradas algumas limitagdes na condugéo
do mesmo, tais como: 1- numero limitado de casos de IRIS, possivelmente em funcgéo
do tamanho da casuistica analisada, 2- perda de pacientes por falta de acompanhamento,
3- uso limitado de células criopreservadas, 4- demora na aquisicdo do antigeno
38KDa/CFP-10 e 5- falta pontual no acompanhamento de alguns pacientes no decorrer
da tese.

Como conclusdo, observamos em nosso estudo, que a infeccdo por HIV-1 em
associacao com a TB leva a uma profunda alteracdo nos perfis fenotipicos e funcionais
de linfécitos T. Além disso, a introducdo da HAART associada & terapia para a TB
aponta para um papel positivo na recuperacdo das populacdes de linfocitos T CD4" e
CD8", independentemente do quadro de imunossupressdo no inicio do tratamento. Com
a reducdo da carga viral plasmatica, esperava-se a modulacdo de um perfil de citocinas
pré-inflamatério para anti-inflamatdrio, assim como a reducdo da ativacdo celular. No
entanto, possivelmente por conta de curto espaco de tempo de acompanhamento destes
pacientes, ndo foi possivel evidenciar claramente estes fendmenos. A ocorréncia de
IRIS em nossa casuistica foi restrita, quando comparada a dados da literatura
(BOURGARIT et al., 2006; PEAN et al., 2012), possivelmente em func¢éo dos niveis
mais aumentados de linfocitos T CD4" encontrados em nossos pacientes e do tamanho

da casuistica analisada.
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7- Conclusoes

- A introducdo da HAART em pacientes TB/HIV em tratamento para a
tuberculose levou a reducéo da carga viral, incremento da populacio de células TCD4"
e reducdo da ativacao celular;

- Néo foi observada uma modulacdo no perfil de citocinas pré e anti-
inflamatorias em resposta ao controle viral;

- Os grupos de pacientes avaliados quanto ao status de imunossupressdo no
inicio da HAART (TCD4" < ¢ > 200 céls/mm?®) apresentaram perfis diferentes quanto
ao ganho de células TCD4", os niveis de ativagéo celular e os perfis das citocinas IFN-y,
IL-2, IL-6 e IL-10 no primeiro més de terapia antirretroviral apresentando, porém, perfis
similares ao longo das terapias para tuberculose e aids;

- A resposta celular especifica frente aos antigenos de Mtb foi avaliada usando os
antigenos PPD, ESAT-6 e 38KDa/CFP-10, onde foi observado uma melhor magnitude
de resposta e de frequéncia de respondedores para o antigeno PPD. Entretanto a resposta
ao antigeno 38KDa/CFP-10 apresentou uma associa¢gdo com a carga viral, contagens de
células TCD4* <200 céls/mm? e ativacdo celular em uma analise multivariada;

- Os fendtipos de subpopulag@es de células TCD4" e CD8" avaliados em nossa
casuistica apontam para um predominio de células TCD4" de memoria efetora,
enquanto as células TCD8 apresentam um perfil mas de memdria efetora e efetora
altamente diferenciada (TEMRA) ao longo das terapias;

- Os pacientes que vieram a desenvolver IRIS em nossa casuistica nao
apresentaram diferencas no perfil de ativacdo celular e de citocinas, embora tenha sido
observada uma diferenca na resposta celular especifica aos antigenos PPD e
38KDa/CFP-10 ao fim do tratamento para tuberculose e seis meses de HAART quando
comparados aos demais pacientes.

Possivelmente por conta do tamanho amostral e da frequéncia de pacientes
TB/HIV com CD4 <200mm?®, foram evidenciados poucos casos de IRIS em nosso

estudo, o que limitou uma analise mais aprofundada deste grupo.
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