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Resumo

Costa PR. Avaliacdo do perfil de ativacdo de células T nas fases recente e
estabelecida de infec¢des por subtipos C e ndo C do virus HIV-1 [Tese]. Sdo
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2017.

A pandemia Hiv/ Aids ja resultou em mais de 34 milhGes de pessoas infectadas pelo
virus no mundo até o0 momento. Causada pelo HIV, de carater cronico que evolui para
um quadro clinico de imunodeficiéncia (Aids), pode tornar o individuo susceptivel a
infeccOes oportunistas potencialmente letais. Diferentes fatores foram identificados por
ativar o sistema imune, incluindo genotipos do hospedeiro (HLAB-27, HLA-B57,
CCR5A32), co-infecgdes (GBV-C) e alguns fatores virais como a capacidade de
replicacdo (fitness) e tropismo celular. O HIV-1 possui diversidade genética extensa e
dindmica. Considerando a variabilidade genética dentro do cenario da epidemia no
Brasil, as clades do HIV-1 predominantes sdo B, F e C, além de formas recombinantes.
Contudo, ainda ndo foi completamente estabelecido se essa diversidade genética possa
influenciar o curso clinico da doenca. O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de
ativacdo celular induzido encontrado em individuos infectados por subtipos virais C e
N&o- C do HIV-1, durante o primeiro ano de infeccdo (analisando as fases recente e
estabelecida). A analise comparativa dos dois grupos (subtipos C vs. Nao-C), identificou
no grupo do subtipo-C uma maior frequéncia de células T CD4+ totais ativadas, como
também uma maior frequéncia e ativacdo nas subpopulacdes de células T CD4+ de
memoria, principalmente memoria efetora e efetora terminal, na fase estabelecida. Em
relacdo as células T CD8+, deparamos na fase estabelecida com uma maior frequéncia
de células T CD8+ de memdria efetora e ativacdo das mesmas no grupo do subtipo-C
em relacdo ao grupo do subtipo Néo-C. Investigamos também a presenca de células T
CD4+ que se diferenciaram em células T reguladoras, e foi encontrada uma frequéncia
diminuida dessas células no grupo do subtipo C em relacdo ao N&o- C tanto na fase
recente como na fase estabelecida. Na analise comparativa das fases recente e
estabelecida, o grupo do subtipo Néo-C apresentou um declinio tanto na quantidade de
células T CD4+ como na frequéncia de células T CD8+ ativadas ap6s um ano de
infeccdo. Com base nos resultados encontrados, os dois grupos apresentaram perfis de
ativacdo e diferenciacdo celular diferentes no primeiro ano de infeccédo pelo HIV-1, o
que aponta para diferentes historias naturais quando comparamos infeccdo por clades

virais distintas.
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Descritores: subtipos do virus HIV-1; linfocitos T CD4 positivos; linfocitos T CD8
positivos; linfocitos T reguladores; ativacédo linfocitaria.



ABSTRACT

Costa PR. Evaluation of the T cell activation profile in the recent and
established stages of HIV-1 virus C and non-C subtype infections [PhD Thesis].
Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2016.

The Hiv/ Aids pandemic has affected more than 34 million people worldwide, reaching
men, women and children. Caused by the HIV virus, a chronic infection that develops
into a clinical picture of immunodeficiency (Aids), it can make the individual
susceptible to opportunistic infections and result in death. Different factors were
identified by activating the immune system, including host genotypes (HLAB-27, HLA-
B57, CCR5A32), co-infections (GBV-C) and some viral factors such as fitness and
cellular tropism. The HIV-1 presents an extensive and dynamic genetic diversity,
favoring the production of variants with molecular differences. Considering the genetic
variability within the scenario of the epidemic in Brazil, the predominant subtypes of
HIV-1 are B, F and C. However, it has not yet been completely established if this
genetic diversity can impact the clinical course of the disease. The objective of this
study was to evaluate the induced cellular activation profile found in HIV-1 C and non-
C viral subtypes groups in the first year of infection (analyzing the recent and
established phases). The comparative analysis of the two groups (subtypes C vs. Non-C)
identified a higher frequency of activated CD4+ T cells in the C-subtype group, as well
as a higher frequency and activation in CD4+ T-cell subsets of memory, mainly effector
memory and terminal effector on the established phase. About CD8+ T cells, we found
in the established phase a higher frequency and activation in the effector memory subset
in the C- subtype group compared to the non- C subtype group. We also investigated the
presence of CD4+ T cells differentiated into regulators T cells, and a decreased
frequency of these cells was found in the subtype C group over non- C in both the
recent and established phases. In the recent and established phase comparative analysis
evidenced that the non-C subtype group presented a decline in both the number of
CD4+ T cells and the CD8+ T-cell activated frequency after 1 year of infection,
however, it presented a positive correlation between the viral load and frequency of
activated CD4+ and CD8+ T cells in both phases. Based on the results found, the two
groups presented different activation and differentiation profiles in the first year of HIV-
1 infection, which points to different natural histories when comparing infection with

different viral clades.



Keywords: subtypes of HIV-1 virus; CD4-positive T lymphocytes; CD8-positive T-
lymphocytes; T- lymphocytes, regulatory; lymphocyte activation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemia HIV/AIDS

A disseminagdo da epidemia Hiv/Aids em todo o mundo fez dessa infecgdo um
dos maiores problemas de saude puablica, destinando milhares de pessoas ao
desenvolvimento de uma Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida que leva a multiplas
infecgBes e a uma faléncia do sistema imune, tendo a morte como sentenga. O virus
causador da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Sida), o HIV (HIV- Human
Imunodeficiency Virus), até o fim de 2013, estimava-se que mais de 35 milhdes (33,2
milhGes - 37,2 milhdes) de pessoas estivessem infectadas com o virus HIV em todo o
mundo, e que neste mesmo ano, 2,1 milhdes (1,9 milhdes - 2,4 milhdes) de novas
infeccdes aconteceram (OMS/UNAIDS, 2013).

Segundo os dados apresentados pelo Ministério da Saude, a epidemia Hiv/Aids
no Brasil no periodo entre 1980 e junho de 2014, 757.042 casos de Aids foram
registrados, sendo a maioria do sexo masculino (65,0%); destes, 278.306 casos
evoluiram para 6Obito até fim de 2013 (casos registrados como causa basica de morte
definida por “doengas pelo virus HIV”). Com a introducdo da terapia antirretroviral
(TARV) a partir de 1996, os individuos infectados puderam ter expectativas de maior
sobrevida apesar dos efeitos colaterais (Boletim epidemioldgico DST/AIDS 2014 ou
PN-DST/AIDS, 2013).

A distribuicdo da epidemia no territério nacional evidencia uma concentracdo
nas regides Sudeste e Sul com 54,4% e 20,0% dos casos, respectivamente, seguidos de
14,3% na Regido Nordeste, 5,8% na Regido Centro-Oeste e 5,4% na Regido Norte do
pais. Os grupos mais vulneraveis a infeccdo pelo HIV-1 continuam sendo o de homens
que fazem sexo com homens (HSH que incluem homossexuais e bissexuais),
profissionais do sexo e o0s usuarios de drogas injetaveis. No Brasil, nos Gltimos 10 anos,
foi identificada uma reducdo nas taxas de incidéncia de casos de Aids, que foi
acompanhada por uma descentralizacdo das macros regifes com consequente aumento
do aparecimento de novos casos nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste, e de um
aumento de cerca de 15% dentro do grupo de risco de comportamento homossexual
(HSH) e de 8% no grupo de heterossexuais (Boletim epidemiolégico DST/AIDS 2014
ou PN-DST/AIDS, 2013).



Em 2013, o estado do Rio Grande do Sul apresentou a maior taxa de detecgédo de
Aids do pais, com 41,3 casos por 100 mil habitantes, e Porto Alegre a maior taxa
registrada em 2013, 96,2 casos por cada 100 mil habitantes Porém, ainda € no estado de
Sdo Paulo que se concentra a maior parte da epidemia do Brasil com 33% dos casos no
pais (Boletim epidemioldgico Hiv/Aids- Séo Paulo 2012).

Muito se tem debatido e investido na criacdo de estratégias para eliminar a
epidemia Hiv/ Aids. Estudos de populagOes infectadas pelo HIV e de vacinas tem
recebido grande importancia, pois fornecem informacdes cruciais sobre 0s niveis e 0s
tipos de resposta imune necessaria para a criacdo de uma vacina preventiva e/ou
terapéutica eficaz, além de permitir a identificacdo de outros fatores envolvidos na
patogénese da doenca. O desafio de eliminacdo da infeccéo pelo HIV tem sido ampliado
pela complexidade e diversidade do virus HIV; entretanto, o estabelecimento de planos
de consenso global até 2020 pelo Programa de Combate a Epidemia Hiv/ Aids das
Nagbes Unidas (UNAIDS) tem direcionado grandes esforcos na tentativa de
diagnosticar 90% das pessoas que vivem com HIV, proporcionar tratamento a 90% dos
individuos infectados a fim de que 90% dessas pessoas infectadas apresentem carga
viral suprimida. Esse proposito conhecido como 90-90-90 sera aplicado em todas as
populagdes, abrangendo adultos e criangas, homens e mulheres, pobres e ricos
(OMS/UNAIDS, 2013).

1.2 O Virus HIV

O virus HIV pertence a familia Retroviridae, género Lentivirinae; trata-se de
uma particula esférica com diametro de 100 a 120 nm, contendo duas fitas de RNA
envolvidas por uma camada protéica, o capsideo ou nucleo-capsideo, seguido de uma
matriz proteica, ou core, e por fim envelopado por uma camada glicolipidica (Fig. 1).
Existem dois tipos de HIV: o HIV-1 e o HIV-2. O genoma do HIV é constituido por
nove genes que sdo segregados de acordo com sua fungédo: genes env, gag e pol
codificam proteinas estruturais do virus envolvidas, respectivamente, na formacéo do
envelope, capsideo e sintese de enzimas; vif, vpr e vpu codificam proteinas acessorias; e
rev, nef e tat codificam proteinas reguladoras (Fig. 2) (Turner e Summers, 1999; Burger
e Poles, 2003).
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Figura 1. Estrutura proteica do virus HIV- 1.
Fonte: Natue Reviews Microbiology.

Nas regides terminais 3’ e 5° existem longas sequéncias repetidas, LTR (Long
terminal repeat sequences). A similaridade entre os genomas dos virus HIV-1 e HIV-2,
é de aproximadamente 50%. As diferencas residem na presenca do gene vpu no HIV-1 e
do vpx no HIV-2. As regides gag e pol do genoma viral apresentam maior homologia
entre os diferentes tipos virais, ao contrario da regido env, que apresenta diferencas
significativas entre HIV-1 e HIV-2 (Turner e Summers, 1999; Burger e Poles, 2003).
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Figura 2. Estrutura do genoma do virus HIV-1. O virus é constituido por
aproximadamente 10.000 pares de base, formado por 9 genes, dos quais alguns se
sobrepdem (Adaptado da criacdo de Thomas Splettstoesser, em www.scistyle.com).



1.3 Diversidade Viral do HIV-1

O virus HIV apresenta uma diversidade genética extensa e alta taxa de
replicacdo, favorecendo a producdo de variantes com diferencas moleculares,
conhecidas como subtipos ou formas recombinantes (Hemelaar et al., 2006). O HIV se
originou durante a passagem do virus causador da Imunodeficiéncia Simia (SIV) de
primatas para os humanos (transmissdo zoondtica). Acredita-se que essa passagem
tenha ocorrido em um total de sete eventos, dos quais quatro dessas passagens deram
origem aos grupos do HIV-2 e os outros trés eventos aos grupos do HIV-1 (Hahn et al.,
2000). Entretanto, a partir da analise da estrutura genémica e construgdo de uma arvore
filogenética, foi possivel identificar, através das semelhancgas genéticas, as cepas dos
virus SIV, de chimpanzés, que originaram cada grupo do virus HIV (Huet et al., 1990;
Hayami et al., 1994).

A variabilidade genética do HIV acomete principalmente o gene env, regido
codificadora das glicoproteinas do envelope. Estima-se que a magnitude da diversidade
seja superior a 10% em um Unico paciente, podendo chegar até 50% entre cepas de
diferentes grupos. E essa diversidade o principal fator que dificulta a geracdo de uma
resposta humoral neutralizante eficiente (Loussert-Ajaka et al., 1995). Antigamente, a
classificacdo dos subtipos era realizada com base na analise dos genes env ou gag;
porém, como a alta taxa de recombinacdo pode levar a uma classificacdo de subtipos
errada, a classificacdo adotada atualmente se baseia na analise do genoma completo de
amostras de HIV-1. Buonaguro et. al. (Buonaguro et al., 2007) sugerem que a
distribuicdo global dos diferentes subtipos virais do HIV é influenciada pela acdo de
fatores genéticos, demograficos, sociais e econdmicos da populacdo. Particularmente, o
HIV-2 ¢é caracterizado pelo baixo potencial de transmissibilidade e patogenicidade
reduzida (Reeves e Doms, 2002), é responsavel por aproximadamente 2% das infec¢des.
O HIV-1 é responsavel pela epidemia Hiv/Aids, 97% das infec¢Bes apresentam quatro
variantes [grupo M (principal), O (atipico), N (ndo M e ndo O) e P] (Kwok et al., 1987,
Gao et al., 1999; Reeves e Doms, 2002). Aproximadamente 7% das infec¢Bes pelo virus
HIV no mundo sdo causadas pelos grupos N, O e P. O grupo M é o principal
responsavel por aproximadamente 90% das infec¢cGes em todo o mundo. Neste grupo
sdo encontrados nove subtipos puros (A a D, F, G, H, J e K), como também as formas
recombinantes circulantes (CRFs, de Circulating Recombinant Forms) e as formas

recombinantes unicas (URFs, de Unique Recombinant Forms), originadas de infeccdes
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com multiplos subtipos virais. Os subtipos A e F sdo subdivididos em Al, A2, A3, Ade
A5 e em F1 e F2, respectivamente. Os subtipo E e | sO existem em formas
recombinantes (Figura 3) (Robertson et al., 2000).

Estudos tém demonstrado, em uma escala global, que as formas genéticas do
HIV mais predominantes sdo os subtipos A, B e C. O subtipo A € responsavel por 12%
das infeccBes pelo HIV e predomina nas regides Central e Leste da Africa, e nos paises
do Leste Europeu. O subtipo B acomete aproximadamente 10% das infecgdes do HIV,
sendo mais predominante nas regides Central e Ocidental da Europa, nas Ameéricas,
Australia e em alguns paises Africanos e Asiaticos. O subtipo C é o mais prevalente e
corresponde a quase 50% das infeccdes, € o responsavel pelos epicentros da epidemia,
pela disseminacdo descontrolada nos paises do Sudoeste Africano, india e China. As
CRFs tem se destacado por serem responsaveis por quase 20% das infec¢es (Hemelaar
etal.; Yuetal., 1998; Osmanov et al., 2002; Hemelaar et al., 2006).

HIV
|
HIV-1 Tipo HIV-2
M N O P Grupo ABCDEFGeH
AB C D F G H | K CRFURF Subtipos/RF
F1 F2
Sub-Subtipos
Al A2 A3 A4 AS

Figura 3. Representacdo esquematica das variantes do virus HIV. Fonte:

Adaptado do Manual de Diagndstico Clinico.

No Brasil, estudos de epidemiologia molecular do HIV-1 relataram a
predominancia do subtipo B, responsavel por 80% dos casos, seguida pelos subtipos F e
formas recombinantes, como B/F1, nas Regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e
Sudeste, e do subtipo C e do CRF31 BC, que apresentam uma alta prevaléncia na
Regido Sul (Sabino et al., 1996; Morgado et al., 2002; Soares et al., 2005; Brigido et
al., 2007; Mufoz-Nieto et al., 2008; Librelotto et al., 2015). Além desses ja foram

relatados alguns casos de infecgdes pelos subtipos A, D, CRF02_AG e genomas
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mosaicos em potencial, envolvendo recombinacdo ou infeccdo dupla entre B/F1, B/C e
F1/D e pelo menos 5 CRFs_BF1 (28, 29, 39, 40 e 46) e o CRF31_BC (Figura 4)
(Morgado et al., 2002).

B, B F1, BF1

B, B F1,BF1,C

B, B F1,BF1,C
CRF 28, 29,39, 40, 46BF, CRF02_AG

C. B, B% BC,CRF_31BC

Figura 4. Distribuicdo de subtipos do virus HIV-1 encontrados no
territdrio brasileiro por regides. Fonte: Adaptado de Morgado MG,2002.

1.4 Patogénese do HIV-1

No Brasil, o subtipo viral B € o0 mais comum, embora o subtipo-C apresenta uma
alta prevaléncia na regido sul (Soares, E. A. et al., 2003; Soares, M. A. et al., 2003). Em
2005, um estudo realizado no Rio Grande do Sul constatou que 90% dos pacientes
infectados pelo HIV eram portadores dos subtipos B ou C, e a classificacdo dos dados
clinicos com base no CDC (Centro de Controle de Doencas) revelou que os subtipos
pertenceram a grupos de estagiamento clinico diferentes, embora ndo estatisticamente
significativos (Soares et al., 2005). A associagdo entre os subtipos virais e 0 risco de

transmissdo do HIV-1 e progressdo para Aids ainda ndo esté totalmente definida, pois
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h& mdaltiplos fatores relacionados ao hospedeiro e as condigdes em que vivem (Vlahov
et al., 1998; Alaeus, 2000; Sterling et al., 2001). Entretanto, tem sido demonstrado que
a eficiéncia da replicacdo do HIV-1 (fitness viral) pode fornecer uma forte correlagéo
com a progressdo rapida da doenca (Blaak et al., 1998; Quinones-Mateu et al., 2000).
Segundo Ball et al. (Ball et al., 2003) estudos tem relatado que a eficiéncia de
replicacdo viral pode variar de acordo com o subtipo do HIV. Por exemplo, ja foi
demonstrado que isolado do subtipo-C pode replicar com menor eficiéncia do que o do
subtipo-B, essa diferenca no fitness viral entre os subtipos também pode estar
relacionada com a eficiéncia na entrada da célula envolvendo as moléculas CD4 (CD-
cluster of differentiation) e CCR5 (Chemokine receptor 5). Acredita-se também que
essa diversidade implique no entendimento da transmissdo viral e no surgimento de
resisténcias aos ARVs (Vergne et al., 2000)

O virus HIV-1 possui propriedades cruciais que o levam a usufruir do sistema
imunolégico do hospedeiro, tornando-o o ambiente propicio a sua perpetuacdo e
transmissdo. A infeccdo viral tem inicio com a ligacdo da gpl120, uma glicoproteina
presente no envelope viral, com a molécula CD4 e subsequente interacdo com outra
molécula, o CCR5 ou CXCR4 (receptores de quimiocinas) presentes ha membrana da
célula hospedeira. Ocorre em seguida a fusdo das membranas viral e celular, seguido de
liberacdo do material genético viral no citoplasma e integracdo deste no genoma do
hospedeiro, tornando esta célula um sitio de multiplicacdo viral (Huang et al., 1996)
(Tscherning et al., 1998)

No estagio inicial da infeccdo, as interagdes que ocorrem entre 0 virus e a
mucosa do hospedeiro passam despercebidas na grande maioria dos pacientes e o
quadro sintomatico do paciente € inespecifico, adiando o diagnostico. Nessa fase, 0
virus e as células infectadas pelo HIV cruzam a barreira da mucosa e ali se estabelecem
para infectar as células T CD4+ em repouso (as células mais abundantes da lamina
prépria), como também células T CD4+ ativadas, macrdéfagos e células dendriticas,
gerando uma infecgdo produtiva, persistente e exacerbada que causa a deple¢do massiva
de células T CD4+ CCR5" nos 6rgdos linféides mais amplos, incluindo o tecido linfoide
associado ao intestino (Galt) (Douek et al., 2002; Mehandru et al., 2004). Essa deplecéo
leva a uma translocacao de produtos bacterianos do lumen do trato gastrointestinal para
a circulacdo, contribuindo para uma ativacdo imune sistémica (Cassol et al.;
Nowroozalizadeh et al.), quando atinge o ponto crucial da infec¢cdo aguda, que é

frequentemente acompanhada por sintomas clinicos.



Nessa fase inicial encontra-se também aumento da resposta de linfocitos T
CD8+ citotdxicas (CTL) e uma diminuicdo nos niveis da carga viral, sugerindo um
possivel papel dessas células no controle inicial da replicacdo (Borrow et al., 1994;
Koup et al., 1994; Jin et al., 1999). Individuos que desenvolvem uma resposta celular
imunodominante capaz de reduzir a carga viral na fase inicial da infeccdo tem sido
associada com uma progressao mais lenta da doenga e uma preservacdo nos nimeros de
células T CD4+ circulantes (Streeck et al., 2009). Entretanto, a presenca de células T
CD4+ especificas ao virus com uma resposta proliferativa fraca ou ausente durante a
infeccdo pelo HIV-1 tem sido associada a um progndstico de infeccdo progressiva
(Wahren, Morfeldt-Mansson, et al., 1987; Krowka et al., 1989).

Outros pardmetros imunoldgicos foram identificados e relacionados com o
prognoéstico da infeccdo, incluindo o perfil de ativacdo de células T. Dentre varios
marcadores de ativacdo de células T, um dos que melhor caracteriza esse padrao € a
expressdo da ectoenzima CD38. De fato, a frequéncia elevada de células T CD8+
CD38+ e a densidade molecular elevada dessa proteina tem sido correlacionada com
progressao clinica para Aids (Giorgi et al., 1993; Liu, Z. et al., 1996). Em contrapartida,
células T CD8+ CD38- HLA-DR+ foram correlacionadas com protecdo ou progressao
lenta (Giorgi et al., 1994). Contudo, com base nos achados da literatura consideramos
neste trabalho que a expressao conjunta das moléculas CD38 e HLA-DR nas células T
CD8+ de pacientes infectados com HIV-1 um bom indicador de progressao, por refletir
0 quadro inflamatorio desses individuos.

O perfil de diferenciacdo de células também serve como correlacdo de protecao
imune. Letvin et al. (Letvin et al., 2006) identificaram uma preservacéo nos nimeros de
células T CD4+ de memoria central apds um ensaio vacinal em macacos; essa evidéncia
foi indicativa de que, em humanos, essas células poderiam gerar uma protecdo contra 0s
altos niveis de carga viral nas primeiras semanas pos infec¢do pelo HIV, mediando um
controle da viremia do HIV e sobrevida (Letvin et al., 2006). Os autores ainda
ressaltaram que a quantificacdo dessas celulas poderia predizer a eficacia de uma vacina
anti-HIV (Letvin et al., 2006). Intervengdes terapéuticas durante a fase aguda da
infeccdo tém sido considerada como uma forma de evitar a deplecdo massiva de células
CDA4+ (Picker e Watkins, 2005).

Em outro estudo, Burgers et al. 2009 identificaram um aumento de células
CD8+ de memoria central (CD27" CCR7" CD45R0O") e memodria intermediaria (CD27*
CCR7 CD45R0O") em individuos infectados pelo HIV-1 (subtipo C) ap6s 1 ano de
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infeccdo com baixa carga viral, e um aumento de células T CD8+ de memoria efetora
naqueles com carga viral alta (Burgers et al., 2009).

Mattapallil et al., 2005, ao explorar a patogénese do SIV demonstrou que 30% a
60% do total de células T CD4+ de memdria ja estdo acometidas na fase inicial da
infeccdo, e que a maioria dessas células infectadas desaparece nos quatro dias seguintes
da infeccdo (Mattapallil et al., 2005). Essa perda de células T CD4+ e CD8+ pode ser
consequéncia, entre outros fatores, da ativacao de vias apoptoticas, de modo espontaneo,
consequentes do processo de ativacdo continuo desencadeado nessas células (Ameisen e
Capron, 1991; Kaplan e Sieg, 1998).

Particularmente, a infeccdo pelo subtipo C parece desencadear uma resposta
imunodominante de células T CD8+ ao HIV-1 levando a uma maior diferenciacdo de
células precursoras em células de memoria. De fato, tem sido sugerido que o controle
viral na infec¢do inicial e crénica pelo HIV esta associado com células T CD8+ virus-
especificas com perfil de memoria efetora diferenciada terminalmente (Addo et al.,
2007; Northfield et al., 2007). Assim, os niveis de ativacdo imune podem ser um
dirigente central na geracdo de uma resposta imune eficaz contra o virus.

Estudos sugeriram que diferentes subtipos do HIV-1 podem causar infeccdes
com diversos desfechos clinicos: em Uganda, onde os subtipos A e D co-circulam, as
infeccdes do subtipo A apresentaram progressdo da doenca mais lenta do que infeccoes
mais virulentas do subtipo D (Kaleebu et al., 2001). O subtipo C é responsavel pela
maioria das infec¢des por HIV em todo o mundo e ha evidéncias de crescentes
epidemias de subtipo C no Sul da Asia (Wilkinson et al., 2016) e na América do Sul
(Brigido et al., 2007). Os dados sugerem que, tal como o subtipo D, o subtipo C pode
também ser particularmente virulento. Em um grande estudo de coorte multinacional, os
individuos infectados com subtipo C exibiram significativamente mais rapida perda de
células T CD4+ do que infeccBes com outros HIV-1 subtipos (Touloumi et al., 2013).
Se o subtipo C do HIV-1 estiver se espalhando e for intrinsecamente mais virulento isso
poderia influenciar fortemente o curso da pandemia e exigir novas estratégias de
prevencdo ou combate.

Durante muito tempo, parametros utilizados no acompanhamento clinico
laboratorial dos pacientes como a carga viral plasmatica e a contagem de células T
CD4+ foram utilizados como indicadores de progressao (Mellors et al., 1997).
Entretanto como a ativagéo celular sendo um processo desencadeante da inflamagéo

sistémica, estd implicita na imunodeficiéncia progressiva e no desenvolvimento de
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doencas relacionadas com a infeccdo pelo HIV-1lestando estreitamente relacionada com
0 estagio da doenca (Giorgi et al., 2002; Mahnke et al., 2013).

Diferentes fatores do hospedeiro, principalmente a presenca de moléculas
especificas HLA- B-57 (Gillespie et al., 2002), a presenca do polimorfismo da delegéo
de 32 pares de base no gene da quimiocina CCR5 (Huang et al., 1996) foram
encontrados em pacientes infectados pelo HIV-1 que apresentavam uma histéria de
progressdo mais lenta. A presenca de infecches bacterianas (por exemplo, o
Mycobacterium tuberculosis) e virais (como o virus da Hepatite C- HCV), nos pacientes
infectados pelo HIV-1+ tem sido investigada e uma associacdo com progressdo da
doenca foi encontrada, entretanto outros estudos identificaram que pacientes HIV-1+
co-infectados com GBV-C (conhecido antigamente como virus da Hepatite G)
apresentaram maior sobrevida e menor perfil inflamatorio, sendo associado a protecao,
0S mecanismos exatos envolvidos na interacdo entre os virus e o hospedeiro ainda
parmanece desconhecido (S Rodrigues et al., 2003; Gutiérrez et al., 2004; Massanella et
al., 2010; Giret et al., 2011). O envolvimento desses fatores na progressdo da doenca ja
esta bem definido na literatura.

Durante infec¢des cronicas o sistema imune conta com a participacdo de outra
subpopulacdo de células T CD4+, que tem como fungdo minimizar os danos teciduais
gerados pela ativacdo excessiva, desencadeada pelo processo infeccioso. Por exercer o
papel de regulacédo, suprimindo a ativacdo, essas células receberam o nome de células T
reguladoras (Tregs). A acao supressora das Tregs acontece por contato célula-célula ou
através de fatores supressores soltveis (Yamaguchi et al., 2011). A expressdo de
moléculas como as ectoenzimas CD39 e CD73 na superficie das células Tregs
possibilita observar o status de atividade dessas células, considerando que essas
moléculas exercem papéis estratégicos na magnitude do metabolismo celular, através da
conversdo de moléculas de ADP/ATP (adenoside diphosphate/ adenoside trifosfate,
respectivamente) em moléculas AMP (adenoside monophosphate) e moléculas AMP
em adenosina, considerando que a presenca de ATP no meio extracelular gera um
ambiente inflamatorio e consequente ativacdo celular enquanto as moléculas de
adenosina ao se ligar ao receptor (A2,R- Adenosine 2 alfa receptor) presente nas células
suprime a resposta de células T regulando negativamente a ativacdo celular (Pulte et al.,
2007). Essa via CD39/73 é alterada dinamicamente no contexto de doengas
inflamatorias como HIV. Estudos tem identificado a participacdo das células T regs na

infeccdo cronica por Hiv, um ambiente em que a persisténcia do virus, o excesso de
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ativacdo leva a uma deplecdo de células T CD4+ (Borsellino et al., 2007; Schulze Zur
Wiesch et al., 2011).

No estudo da imunopatogénese do HIV-1 existem lacunas que ainda néo foram
esclarecidas totalmente. A associacdo entre 0s subtipos virais e 0 risco de transmissédo
do HIV-1 e progressdo para Aids ainda ndo estd definida, pois mdultiplos fatores
relacionados ao hospedeiro e as condi¢cdes em que vivem podem estar envolvidos na
patogénese dessa doenca (Vlahov et al., 1998; Alaeus, 2000; Sterling et al., 2001). De
fato, os mecanismos envolvidos na infeccdo pelo HIV-1 podem ser essencialmente
viroldgicos, associados ao tropismo do co-receptor, transmissibilidade, capacidade
replicativa ou relacionados a imunidade do hospedeiro.

Estudos evidenciam diferencas entre subtipos e provavel alteracdo na interacéo
virus- hospedeiro, como € a carcteristica encontrada no subtipo-C ao possuir um sitio
extra de ligacdo no fator NFkB (factor nuclear kappa B) celular. Ja é sabido que a
ativacdo do fator de transcricdo NFkB exerce um dos principais papéis no estimulo da
expressdo génica do HIV-1, porém existem outras vias independentes do NF«xB também
participantes da transcricdo do HIV-1. Demarchi et al., demonstraram que a ativacédo do
fator de transcricdo NFxB pela proteina viral Tat é critica para ativacao transcricional
da regido promotora do LTR do virus HIV-1, sugerindo que alguns dos efeitos
pleiotrépicos dessa proteina viral nas funcdes celulares podem ser mediadas pela
inducdo do fator NFkB (Demarchi et al., 1996).

Na tentativa de investigar se a infec¢do pelo subtipo-C do HIV-1 influencia o
curso da doenca quando comparada com a infecgdo por subtipos Néo-C, avaliamos duas
coortes prospectivas de pacientes com infec¢do aguda pelo Hiv, acompanhados nos
centros de referéncia das regiGes Sul e Sudeste do Brasil, onde o subtipo C e diversos
recombinantes B/C (Santos et al., 2006) estdo em co-circulagdo com o subtipo B
previamente dominante (Brigido et al., 2011). Investigamos os perfis de ativacdo e
diferenciacdo de células T e T reguladoras em pessoas infectadas com virus do subtipo-
C e N&o-C do HIV-1, em estdgios semelhantes de infeccdo. Demonstramos que 0s
individuos infectados com subtipo C progridem de forma diferente que os pacientes
infectados por subtipos N&o-C e esse efeito parece envolver principalmente as células T

CD4+ efetoras e T reguladoras.
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2. JUSTIFICATIVA

A cronicidade da ativacdo do sistema imune do hospedeiro estd intimamente
relacionada com a patogénese do Hiv/Aids. Diversos estudos tém caracterizado a
exaustdo imunologica na fase crbnica da infeccdo que consequentemente leva a um
quadro de Aids (D'souza et al., 2007; Jones et al., 2008). Outros trabalhos reconhecem a
importancia da fase recente na infecgdo pelo Hiv, considerando esta determinante no
curso da infeccdo e progressdo para Aids. De fato, acredita-se que é nessa fase que as
chances de contencdo da infeccdo por intervencdes terapéuticas e/ou pela resposta
imune sejam oOtimas.

Considerando a diversidade viral que o cenario da epidemia do Hiv aborda, ha
uma caréncia de estudos comparando os diferentes subtipos do Hiv para uma melhor
compreensdo da patogénese. Atualmente a maioria dos estudos se concentra no subtipo
B ja que é o subtipo dominante nas infecgdes notificadas nos paises ricos, principais
investidores nas pesquisas mundiais no contecto Hiv/Aids, enquanto que a populagdo
infectada pelo subtipo-C é a mais predominante mundialmente e se concentra na regiao
subsaariana, paises pobres do continente africano.

Além disso, consideramos que a diversidade viral pode ndo sé interferir no
prognostico da doenca como também pode ser um dos fatores causais de progressao
rapida, em que subtipos virais mais patogénicos direcionam o sistema imune a exaustao
e senescéncia. Essa abordagem se faz extremamente necessaria ja que se sabe que a
diversidade viral esta correlacionada com uma susceptibilidade e resisténcia a
antiretrovirais. Assim pretendemos neste estudo investigar se individuos infectados por
subtipos do virus HIV-1 (subtipo C vs N&o-C) na auséncia de trtamento antiretroviral,
apresentam diferencas no perfil de ativacdo das células T CD4+ e T CD8+ e na
diferenciacdo em celulas de memdria sendo acompanhados na fase recente e

estabelecida da infeccdo.
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3. HIPOTESE

A hipoétese deste projeto é que individuos infectados por subtipo-C do HIV-1
apresentam um maior perfil de ativacéo celular, desenvolvendo consequentemente um
cenario de progressdo mais rapida para o quadro de Aids quando comparado com 0s

individuos infectados por subtipos N&o-C.

4. OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de ativagdo celular em individuos infectados por diferentes

subtipos virais do HIV-1, nas fases recente e estabelecida da infeccéo.

4.1 Objetivos especificos:
a) Caracterizar o perfil de ativacdo de células T CD4+ e CD8+ nos
individuos infectados por subtipos C e N&o-C do HIV-1, em uma analise
transversal intergrupos (subtipos C x N&ao-C) tanto na Fase Recente como na
Estabelecida e analise da evolugdo do grupo ao longo do primeiro ano de
infeccdo pelo HIV-1 (Fases Recente x Estabelecida (Vn-V1)).

b) Caracterizar o perfil de diferenciacdo ontogénica das células T CD4+ e
CD8+ nos individuos infectados por subtipo C e Ndo- C do HIV-1, em uma
andlise transversal de intergrupos (subtipos C x N&o-C) tanto na Fase Recente
como na Estabelecida e analise da evolugdo do grupo ao longo do primeiro ano
de infeccdo pelo HIV-1 (Fases Recente x Estabelecida (Vn-V1)).

C) Caracterizar o perfil de células T CD4+ reguladoras em uma analise
transversal intergrupos (subtipos C x N&o-C) tanto na Fase Recente como na
Estabelecida e analise da evolugdo do grupo ao longo do primeiro ano de

infeccdo pelo HIV-1 (Fases Recente x Estabelecida (Vn-V1)).
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5. CASUISTICA E METODOS

5.1. Desenho do estudo e consideracdes éticas

Sessenta e trés individuos HIV-1 positivos foram selecionados dentro de um
grupo de 282 voluntarios derivados de duas coortes (UNESCO, n=253; e AMPLIAR
020, n=29) de acordo com 0s seguintes critérios: 1) diagndstico de infeccdo pelo HIV-1
com sorologia positiva pelo Imunoensaio enzimatico (ELISA, de Enzyme-linked
Imunossorbente Assay) e confirmado por Western Blot; I1) evidéncia de infeccéo
recente utilizando o algoritmo de teste soroldgico para soroconversao recente por HIV-1
(STARHS); I11) genotipagem do virus HIV-1; 1V) auséncia de terapia antiretroviral
(TARV) no primeiro ano de infeccdo; e V) acesso aos dados clinicos e laboratoriais
(contagem absoluta de CD4/CDS8, carga viral (CV), genotipagem do HIV-1 e
disponibilidade de amostras de soro ou plasma, sangue total e de células mononucleares
do sangue periférico (CMSP) obtidas na Fase Recente (V1, visita de entrada no estudo)

e Fase Estabelecida (\Vn, visita de aproximadamente 1 ano de infeccéo apos a V1).

As amostras utilizadas neste estudo pertencem ao projeto de pesquisa aprovado
pelo comité de ética (N° Processo CONEP 12401; N° Processo CAPPesq 0458/08). As
amostras foram devidamente criopreservadas no banco de amostras do Laboratério de
Investigacdo Médica, LIM-60, FMUSP, sob a supervisdo do Prof. Dr. Esper Georges
Kallés. Todos os voluntérios leram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido autorizando o uso das amostras em estudos cientificos. Particularmente, o

presente projeto recebeu aprovacio do Comité de Etica (N° Processo CAPPesq 881.658).

5.2 Métodos
5.2.1 Separacdo de CMSP

As CMSP foram separadas através do processo de diferenca de gradiente de
densidade por solucéo de Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare). Em resumo, amostras de
sangue total coletado em tubos de EDTA, HEPARINA ou ACD foram transferidas para
tubos Falcon de 50 mL e diluidas em solu¢cdo de HANK'S na proporcédo 1: 2. Os
homogeinados foram transferidos para tubos Falcon contendo solucdo de Ficoll na
proporcdo 1:3 de forma lenta e com a inclinagdo do tubo contendo a solugéo de Ficoll
em um angulo de 30° graus. Em seguida, os tubos foram centrifugados por 30 minutos a

1035 g, em temperatura de 18 a 23 °C, com aceleracdo e desaceleracdo 1. Apds a
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centrifugacdo, a fase intermediaria, contendo as CMSP, foi coletada e transferida para
um Unico tubo conico de 50 mL. O conteudo do tubo foi diluido em solugdo de
HANK’'S (g.s.p. 45 mL) e centrifugados por 10 min a 566 g com aceleracdo e
desaceleracdo 9. O sobrenadante foi descartado e o pellet de células ressuspendido em
45 mL de HANK'S para lavagem. Apds centrifugacao, o sobrenadante foi descartado e
o pellet de células foi submetido a lise das hemacias pela adi¢do de 3 mL de solugéo de
ACK, e incubacdo de 2 min a temperatura ambiente. Em seguida, a lise foi bloqueada
pela adicdo de solugdo de HANK'S (g.s.p. 45 mL) e o tubo foi novamente centrifugado.
Apbs o descarte, o pellet de células foi ressuspendido em 5 mL de HANK'S, para a
contagem de células. Uma aliquota de 10 uL da suspensédo celular foi misturada em 90
uL de solucdo de Azul de Tripan 0,4%; 10 uL dessa mistura foi transferida para a
Camara de Neubauer, e 4 quadrantes foram contados. Apos o célculo [(Total de
células/n® quadrantes) x vol. suspenséo x fator de diluicdo (10) x fator de correcdo da
camara (10%)] obteve-se a quantidade de células viaveis. O tubo contendo as células foi
centrifugado novamente, o sobrenadante desprezado e o pellet de células ressuspendido
em solucdo de congelamento em uma concentracdo de 10x10° de células/mL. Cada
aliquota de 1mL foi armazenada no freezer -80°C dentro de um suporte de resfriamento
progressivo (stratacooler) e apds 24 h foram transferidas para o tanque de nitrogénio

liquido.

5.2.2 Extracao de DNA genémico e RNA viral

Extraimos o DNA genémico (&cido desoxirribonucléico) a partir de 300 uL de
sangue total, através do Kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen), de acordo com as
instrugdes do fabricante. O RNA viral foi extraido a partir de 140 uLL de amostras de
plasma utilizando o mini Kit QlAamp Viral RNA (QIAGEN Inc, CA), de acordo com

as instrucdes do fabricante.

5.2.3 Tipagem do HLA (Human Leucocyte Antigen) - locis A, B, Cw

A tipagem do HLA de classe I, nos locis A, B e Cw dos pacientes foi realizada
utilizando o Kit Pel-Freez SSP UniTray (Invitrogen, Life Technologies), de resolugéo

média, no Laboratério de HLA, INCOR. Em resumo, aliquotas de DNA gendmico
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foram transferidas para placas de 96 pocos contendo primers de diversos alelos dos
locis A, B e Cw, bases nucleotidicas e solu¢fes tamponantes. Ap6s a adicdo da enzima
Tag DNA polimerase e agua, as placas foram incubadas em termociclador (GeneAmp@
PCR System 9700, Applied Biosystems) nas seguintes condigdes: 5 ciclos de 96 °C por
25 seg, 70 °C por 50 seq, e 72 °C por 45 seg; 21 ciclos de 96°C por 25 seg, 65 °C por 50
seg, 72 °C por 45 seg; e 4 ciclos de 96 °C por 25 seg, 55 °C por 60 seg, 72 °C por 120
seg. Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%
corado com SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Life Technologies) imerso em
solucdo tampao TBE (0,045 M Tris-Borato; 1 mM EDTA). A visualizacdo dos
fragmentos foi realizada utilizando o Alphalmager HP Imaging System (Alpha
Innotech) sob luz ultravioleta. As bandas amplificados foram comparadas a um padréo
de peso molecular de 50 pb (Invitrogen, Life Technologies) e relacionadas conforme
sua posicdo na placa e sequéncia de primers naquele poco, correspondendo a um alelo

especifico.

5.2.4 Detecgao do polimorfismo da delecdo de 32 pares de base no gene CCR5

Para a deteccdo da mutacdo CCR5A32, as aliquotas de 20ng de DNA gendémico
foram submetidas a PCR, em um mix de reacdo de 20 uL com 0,375 mM de cada um
dos primers, sense ccr5-01 (5’TCAAAAAGAAGGTCTTCATTACACC-3’) e anti
sense ccr5-02 (5’-AGCCCAGAAGAGAAAATAAACAATC-3’), 1U de Amplitaq
Gold (Roche Molecular Systems) e 23,4 mM do mix de dNTP (Roche) e 1.5 mM de
Tampdo MgCL,. As reacgdes foram incubadas em termociclador (Px2 Thermo Cycler,
Thermo Electron) nas seguintes condi¢fes: 95°C por 10 min, e 40 ciclos de 94°C por 45
seg, 58°C por 45 seg, seqguido de uma extensdo final de 72°C por 45 seg. Os produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 3% corado com SYBR
Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Life Technologies) imerso em solugdo tampdo TBE
(0,045 M Tris-Borato; 1 mM EDTA). A visualizagdo dos fragmentos foi realizada
utilizando o Alphalmager HP Imaging System (Alpha Innotech) sob luz ultravioleta. As
dimensbes dos fragmentos amplificados foram comparadas a um padrdo de peso
molecular de 50 pb (Invitrogen, Life Technologies). Os tamanhos dos fragmentos de
241 bp correspondiam ao tipo selvagem e os fragmentos de 209 bp ao alelo
CCR5A32.(Munerato et al., 2003; Maidana-Giret et al., 2009; Giret et al., 2011).
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5.2.5 Detecgdo de co-infeccédo por GBV-C

A infeccdo pelo GBV-C ¢ detectada pela presenca do RNA viral do GBV-C,
logo nesta coorte foi determinada como descrito anteriormente (Maidana-Giret et al.,
2009). Foi utilizado uma quantidade de 5 pL de RNA extraido diluido em um mix
contendo 150 ng de primer randémico (Random Primer, Pharmacia Biotech, Suécia) e
10 mmol/L de desoxirribonucleotideos trifosfato (ANTPs por Invitrogen Inc., Carlsbad,
Califérnia, EUA). A solucdo foi mantida a 65 °C por 5 min. A sintese de DNA
complementar foi realizada pela adicdo de 200 U (unidades) de transcriptase reversa
Super Script 11 (Invitrogen Inc, CA) numa solucdo tampao com 10 U de inibidor de
ribonuclease (Invitrogen Inc, CA) e colocadas no Termociclador para as reacoes, a
25 °C por 5 min, 50 °C por 60 min e 70 °C por 15 min a um volume final de 20 uL. Um
fragmento de 344 pb da regido 5' ndo codificante (5° NCR) foi amplificado por
transcriptase reversa, aninhada utilizando os seguintes primers localizados nas posi¢oes
108 (5'-AGGTGGTGGATGGGTGAT-3,, sentido exterior), 134 (5'-
TGGTAGGTCGTAAATCCCGGT-3,, sentido, interior), 476 (5'-
GGAGCTGGGTGGCCCCATGCAT-3, anti-sentido, interno) e 531 (5-
TGCCACCCGCCCTCACCCGAA-3, anti-sentido, exterior). A amplificacdo consistiu
em 40 ciclos tanto para a primeira como para a segunda rodada de PCR, com o0s
seguintes tempos e temperaturas de incubacgédo: 94 °C por 30 seg, 50 °C por 30 seg e
72 °C por 30 seg para a primeira rodada e 94 °C por 30 seg, 60 °C por 30 seg, e 72 °C
por 30seg para a segunda rodada de PCR. Ap6s a amplificacdo 5 uL do produto de PCR
foi analisado através da eletroforese em gel de agarose a 2%. A visualizacdo dos
fragmentos amplificados foi realizada utilizando o Alphalmager HP Imaging System
(Alpha Innotech) sob luz ultravioleta. Sendo assim foram comparadas a um padrdo de
peso molecular de 50 pb (Invitrogen, Life Technologies) (Tucker et al., 1999; Maidana-
Giret et al., 2009; Giret et al., 2011) e interpretadas de acordo com os controles positivo
e negativo para a presenca do GBV-C.

5.2.6 Carga viral plasmatica do HIV-1

Para a carga viral do HIV-1 foi utilizado RNA viral presente no plasma descrito
no item 5.2.2. Com o RNA foi realizado um ensaio quantitativo em tempo real de RT-
PCR (reverse transcriptase- PCR), para isso foi utilizado primers especificos para a
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regido do gene gag do HIV-1, o teste Amplicor HIV-1 Monitor (Roche) foi utilizado nos
amostras coletadas e submetidas ao teste até janeiro de 2007. Apds esta data, o ensaio
foi substituido por outro mais sensivel, o de ramificagdo do DNA (Versant@)-
branched DNA HIV- 3. 0 RNA Assay, Bayer Health Care LLC).

5.2.7 Genotipagem do HIV-1

Para a genotipagem do HIV-1 foi utilizado RNA viral, descrito no item 5.2.2.
Em seguida foi realizada a sintese complementar de DNA com primers randémicos. A
amplificacdo do material genético viral ocorreu através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), “nested PCR” (PCR realizado em duas etapas), com primers nested
especificos de regides do gene pol codificantes para a protease e transcriptase reversa do
virus HIV-1, estas regides foram amplificadas e sequenciadas (Applied Biosystems,
Foster City, California, USA). Os produtos amplificados foram verificados aravés de
eletroforese em gel de agarose marcada com brometo de etideo, precauces foram
tomadas para evitar riscos de contaminacdo. Ambas as fitas complementares do DNA
foram sequenciadas diretamente do PCR em um fragmento de sobreposicédo de 1,2 kb de
nucleotideos através do uso de primers de sequéncias variadas como previamente
descrito (AB13130; Aplied Biosystems). Os dados dos fragmentos sequenciados foram
editados, agrupados em sequéncias contiguas numa sobreposi¢do minima de 20 pb com
uma similaridade minima de 85-90% e um consenso de ambas as cadeias foi formado
pelo programa Sequencher (Gene Code Corp., Ann Arbor, MI). Tais critérios de
montagem sdo necessarios para evitar que qualquer fragmento se sobreponha se nédo for
derivado da mesma variante. Todas as sequéncias foram verificadas quanto a
contaminacdo através da comparacdo com a base de dados de sequéncias de HIV-1 e
entre si, através da ferramenta de genotipagem do NCBI (National Center for
Biotechnology Information- blast genotyping tool) (BLAST) (Sa-Filho et al., 2007;
Sucupira et al., 2007; Sanabani et al., 2011).
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5.2.8 Contagem de células T CD4+ e CD8+(cels/ mm?®)

A contagem das células T CD4+ e CD8+ periféricas foram obtidas por citometria de
fluxo utilizando amostras de sangue total fresco. Para obetr a contagem em valore
absoluto/mm?® foi necessario a utilizacdo de tubos Trucount (BD Biosciences). Cada
tubo Trucount, especifico para cada paciente, foi adicionado 50 uL de sangue total e 20
uL do coquetel de anticorpos Multitest (Kit BD Biosciences), contendo quantidade
suficiente dos anticorpos monoclonais anti- CD45-PerCP (Clone 2D1- HLe- 1), anti-
CD3-FITC (Clone SK7), Anti- CD4-APC (Clone SK3) e anti- CD8-PE (Clone SK1).
Em seguida, cada tubo contendo as amostras dos pacientes foi incubado por 15 minutos
no escuro em temperatura ambiente, logo apds as amostras foram lisadas com 450ulL de
solucdo de Lise 1x (FACS Lysing- BD Biosciences, solucdo diluida em agua destilada
1: 10) e incubadas por mais 15 minutos. Finalizado o processo de lise as amostras foram
adquiridas no citbmetro BD FACS Calibur (BD) até 2 horas apds a marcacao e
analisadas em software Multiset (BD), onde os valores de células/mm? foram calculados

com base nas beads presentes em cada tubo.

5.2.9 Imunofenotipagem de células T CD4+ , CD8+ e celulas T reguladoras

Para garantir a qualidade e reprodutibilidade dos experimentos, cada lote de
experimento foi composto de amostras das duas coortes englobando os dois periodos de
analise (V1 e Vn), evitando também o surgimento de varidveis entre as amostras. Os
paineis de anticorpos utilizados nestas andlises foram definidos considerando as
propriedades de cada molécula de anticorpo (Tabela 1). O perfil de ativacdo celular foi
caracterizado com base na expressdo das moléculas CD3, CD4 e CD8, para identificar a
populacédo de linfécitos T, a ativacdo foi definida com base na expressdo das moléculas
CD38 e HLA-DR na superficie celular dos linfocitos T CD4 e CD8 e o perfil
ontogénico pela presenca ou auséncia das moléculas CD27, CD45RA e CCR7 e (ver
estratégia na Figura 5 A, B e C; Tabela 2).

A caracterizacdo de linfécitos T reguladores (Tregs) se baseou na expressdo da
molécula CD3 e CD4, combinada com a expressdo aumentada (++) de CD25, auséncia
de expressdo da molécula CD127(-) e expressdo do fator de transcricdo FoxP3, essa
populacdo consideramos como Tregs. Em seguida foi também avaliada a presenca ou

auséncia da molécula CD39 na superficie celular (Figura 5 D, Tabela 3).
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Tabela 1. Informac@es descrevendo a funcgéo e a finalidade de cada molécula caracterizada através dos painéis de citometria de fluxo.

Moléculas Funcbes Finalidade no projeto
CD3 Proteina formando um complexo em 3 formas diferentes, estdo associadas ao receptor de células T Caracterizagdo da populagdo de linfocitos T.
(TCR); auxilia na transducdo de sinais.
CD4 Proteina que participa da sinalizagéo e adeséo celular sendo um co-receptor de MHC de classe II. Caracterizagdo da populagdo de linfocitos T CD4
auxiliares.
CD8 Proteina que participa da sinaliza¢do e adesao celular sendo um co-receptor de MHC de classe I; Caracterizagdo da populacéo de linfécitos T CD8
citotoxicos.
CD27 Proteina ligante do CD70, atua como co- estimulador para ativagdo de células T e B. Diferenciagdo ontogénica*
CD45 RA Isoforma de CD45 contem o exon A, que é uma Tirosina fosfatase que participa do processo de Diferenciagédo ontogénica*
sinalizagdo celular.
CCRY7 (CD197) Receptor das quimiocinas CCL19 e CCL21, participando no processo de migracéo das células para Diferenciacao ontogénica*
orgdos linfoides secundarios.
CD38 Ectoenzima multifuncional, Glico-hidrolase NAD onde catalisa a nicotinamida-adenina-dinucleotideo  Ativagé&o celular
(NAD), participa no processo de adesdo celular, transdugdo de sinais e vias de sinalizagao.
HLA-DR Molécula do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe 11; Se liga a peptideos Ativacao celular
antigénicos de forma estavel e apresenta-os na superficie de celular.
CD25 Receptor da cadeia o da Interleucina-2 (IL-2). Ativacdo celular
CD39 Ectonucleotidase, enzima envolvida na producéo de adenosina. Ativacao celular
CD127 Receptor da Interleucina -7 (IL-7), envolvida no processo de proliferacéo celular. Potencial proliferativo
FoxP3 (Forkhead box P3)- proteina scurfina, é um fator de transcri¢do que participa no desenvolvimento e Caracterizacdo da populagédo de células Tregs.

na funcéo das células T reguladoras.

*A expressdo combinada desses marcadores permite classificar os estagios de maturacéo de uma célula naive até se desenvolver em uma célula de memoria.(Janeway et a. 2002)
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5.2.10 Marcacéo de Superficie celular

As CMSP criopreservadas em nitrogénio liquido foram descongeladas
rapidamente em banho-maria a 37 ‘C e transferidas para tubos de 15 mL contendo 9 mL
de meio RPMI enriquecido (10% de Soro Fetal Bovino, 2 mM de L-glutamina, 1ImM de
piruvato de sodio, ImM de penicilina/estreptomicina, 55uM de 2-Mercaptoetanol, e 10mM da
solucdo de HEPES), estes foram centrifugados a 600g por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e as celulas foram suspensas em 2 mL de RPMI enriquecido para contagem
em azul de tripan 0,4% (10uL de amostra + 10uL do reagente). Apds a contagem,
foram separadas 1x10° células de cada paciente para cada painel de imunofenotipagem
(painéis de ativacdo celular e células T regs), cada painel de imunofenotipagem foi
realizado em uma placa.

Aliguotas de 100uL (1x10° cels) foram distribuidas nas respectivas placas de 96
pocos com fundo “V” (um paciente por poco). Seguida do processo de lavagem pela
adicdo de 100uL de solucdo Tampdo MACS [solucdo de PBS 1x contendo Albumina do
soro bovino (0,5%) e EDTA (2mM)] em cada poco, cada placa foi centrifugada em 6009
por 5 minutos. Ap6s o descarte do sobrenadante, o pellet de células foi submetido a
nova rodada de lavagem e centrifugacdo. Em seguida, em cada poco foi adicionado
100uL da mistura de anticorpos monoclonais referente ao painel de ativacdo celular
(Tabela 2) na respectiva placa, e referente ao painel de células Tregs (Tabela 3), o pellet
de células foi homogeneizado e as células foram incubadas a 4°C por 30 minutos,
protegidas da luz. Apds incubagdo, foram realizadas duas etapas de lavagem com
solucdo Tampdo MACS, conforme descrito anteriormente. As amostras do painel de
ativacdo celular foram fixadas com 200 pL de paraformaldeido (PFA) 1% e
armazenadas no escuro a 4°C protegidas da luz até a aquisicdo no citometro. As
amostras do painel de células Tregs também foram fixadas, porém com 200 pL do
Tampédo A 1x (BD Biosciences), por 10 min, no escuro em temperatura ambiente e

seguiram para a marcacéo intranuclear do fator de transcricdo FoxP3.
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Tabela2. Informacbes dos anticorpos e reagentes utilizados no painel de ativacédo

celular.

Anticorpo Fluorocromo Catalogo Clone Empresa
CD3 PE-CF594 562280 UCHT1 BD
CD4 Pacific Blue 558116 RPA-T4 BD
CD8 AmCyan 339188 SK1 BD
CD27 PE 340425 L128 BD
CD38 PerCP-Cy-5.5 551400 HIT2 BD

CD45RA FITC 555488 HI1100 BD
CCR7 PECy-7 557648 3D12 BD

HLA-DR ALEXA 700 560743 G46-6 BD

Viabilidade uv L23105 - Invitrogen

Tabela 3. Informacg6es dos anticorpos e reagentes utilizados no painel de superficie de

células T reguladoras.

Anticorpo Fluorocromo Catélogo Clone Empresa
CD3 PE-CF594 562280 UCHT1 BD
CD4 Pacific Blue 558116 RPA-T4 BD
CD25 PE-Cy7 335807 2A3 BD

CD127 APC 558598 HIL-7R-M21 BD
CD39 FITC 561444 TUG6 BD
Viabilidade uv L23105 - Invitrogen

5.2.11 Marcacdo Intranuclear para FoxP3

Apoés a fixacdo das células com o Tampdo A, a placa foi submetida a
centrifugacdo a 600g por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet de células
lavado com 200 uL de Tampao MACS e repetido a centrifugacdo. Apds o descarte do
sobrenadante, para a permeabilizacdo da membrana citoplasmatica e da membrana
intranuclear, as células foram incubadas com 200 uL de Tampéao C (o tampéao B (50x)
diluido 1: 50 no tampé&o A), protegidas da luz , em temperatura ambiente durante 30 min.
Apbs esse tempo, a placa foi centrifugada, o sobrenadante descartado e o pellet de
células lavado com 200 uL de Tampdo MACS. Em seguida, procedeu-se a marcagéo
intracelular adicionando 100uL da solugdo contendo o anticorpo anti-FoxP3 PE e o
Tampdo MACS (Tabela 4) durante 1h, em temperatura ambiente. Por fim, as células

foram novamente submetidas a lavagem com 100 pL de Tampdo MACS, e,
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posteriormente, fixadas com 200 uL de PFA a 1%. As células marcadas e fixadas foram
transferidas para microtubos e armazenadas a 4°C, devidamente protegidas da luz, para

posterior aquisicdo em citdometro de fluxo.

Tabela 4. Informacdes dos reagentes utilizados no painel intranuclear de células T regs.

Anticorpo Fluorocromo Catalogo Clone Empresa
FoxP3 PE 560046 259D/C7 BD
FoxP3 Tampéo comp A (10x) - 51-9005451 - BD
FoxP3 Tampao comp B (50x) - 51-9005450 - BD

As amostras foram adquiridas no citémetro de fluxo BD LSRII Fortessa (Becton
Dickinson Immunodiagnostic Systems, San Jose, CA, EUA). A compensacao foi
realizada com compbeads (positivas- cobertas com anti-lg-k e negativas- cobertas com
soro fetal bovino- BD Biosciences). Tubos especificos para cada fluorocromo foi
preparado contendo uma mistua de compbeads positivas e negativas marcadas com

anticorpos conjugados aos fluorocromos especificos a cada tubo.

5.3 Estratégias de analise dos dados de citometria de fluxo

Os dados gerados da aquisicdo no citometro de fluxo foram analisados no
programa Flowjo (TreeStar, San Carlos, California, USA). A definicdo dos gates para
analise do painel de ativacdo foi baseada na analise dos tubos FMO (Fluorescence
Minus One), onde foram utilizados 6 tubos de FMO (CD27, CD38, CD45RA, HLA-DR,
CCR5 e CCRY7) e para o painel de células T regs foi utilizado 1 tubo marcado com todos
os anticorpos do painel de Treg, porém no lugar do anti-FoxP3-PE foi realizada
marcacdo com isotipo. As estratégias de analise utilizadas para o painel de ativagdo e

diferenciacdo ontogénica estdo apresentadas na Figura 5.
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Figura 5. Estratégia de analise para a caracterizacdo do perfil de ativacdo celular e de T CD4+
reguladoras. Os dados foram analisados em gréaficos de counter plot (A-C) e pseudocolor plot (D),
seguindo os critérios de q ualidade da analise baseados nos seguintes parametros: A) Time x PE, para
checar o status do laser; FSC-H x FSC-A, para excluir células duplicadas na aquisi¢éo (Singlets); SSC-A
x FSC-A, para identificacdo da populagdo de linfocitos; Live/Dead, marcador de viabilidade celular, para
excluir as células mortas; o gate CD3, para linfocitos T; CD4 x CD8, para identicacdo das populacdes de
células T CD4+ e CD8+; B) Com base no FMO, os gates foram aplicados para identificagdo da expresséo
de CD27, CD45RA e CCRY7, através da combinacdo booleana desses marcadores foi possivel ientificar a
seguintes subpopulagdes: naive (NV=CD45RA+CD27+CCR7+); Memdria Central (M C=CD45RA-CD27+CCR7+);
Meméria Transitéria (M Tr=CD45RA-CD27+CCR7-); Memdria Intermedidria (M Int=CD45RA+CD27+CCR7-);
Memoéria efetora (M Ef=CD45RA-CD27-CCR7-) e Efetora terminal (T Ef=CD45RA+CD27-CCR7-); C) CD38 X
HLA-DR- para analisar as possiveis combinacfes de ativacdo; D) o gate CD4 x CD25, para definir
células T CD4+ CD25++; CD127- x FoxP3+, para identificar células T reguladoras e CD39 x SSC-A,

para identificar o estado de ativagdo das células T reguladoras.
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5.4Analise estatistica

Para avaliar o efeito da infec¢do por subtipos do HIV-1 (subtipo C x Né&o-C)
sobre os pardmetros imunoldgicos ao longo do primeiro ano de infecgdo, as
caracteristicas da fase recente (V1) foram comparadas entre os grupos utilizando o teste
t de Student ou o teste do qui-quadrado de Pearson para variaveis categoéricas. A analise
pareada e ndo pareada entre os grupos foi realizada considerando a diferenciagéo celular,
a expressdo individual e co-expressdo de CD38 e HLA-DR e populagdo de células T
reguladoras total e expressando a molécula CD39 entre os grupos, utilizando os testes
de Wilcoxon e Mann Whitney, bicaudal. Para identificar o efeito causado pelo subtipo
Né&o- C na ativagéo celular comparado com o efeito causado pelo subtipo C, foi criado
um modelo de regressdo univariada (Tabela 7), considerando o perfil de ativacéo celular,
caracterizado pela co- expressdo de CD38+ e HLA-DR+ nas células T CD4+ totais e
subpopulac@es de naive/ memoria. Outro modelo estimou o efeito do subtipo viral nas
células T CD4 + reguladoras total (células T CD4+CD25++ CD127- expressando
FoxP3 +) e expressando a molécula CD39. Para cada modelo foi também avaliado o
delta ou a diferenca apresentada ao longo do tempo, definido como marcador de
evolugéo (resultados da AVn-V1).

Os marcadores com distribuicGes fortemente distorcidas em cada visita e todos
os valores maiores do que zero foram transformados (escala logaritima) para utilizacdo
nos modelos de regressao, os coeficientes do modelo e os intervalos de confianga foram
convertidos para exponenciais. Com o intuito de identificar diferengas na ativagéo
celular decorrente apenas da diversidade genética dos virus presente nos grupos, foi
criado um modelo de regressdo linear multivariado, de modo a eliminar a influéncia de
alguns fatores na ativacdo celular, previamente descritos. A constru¢cdo de modelos
multivariados decorreu a partir de modelos com covariaveis a priori adicionados
individualmente a um modelo completo para cada resultado, além da categoria de
subtipo viral as covariaveis fixadas na visita basal foram: carga viral do HIV-1, género
(masculino x feminino), Fator de risco sexual (homens que fazem sexo com homens
versus outros), gendtipo CCR5 delta 32, presenca ou auséncia do virus GBV-C e
contagem de células T CD4+. As diferencas intra- e intergrupos foram consideradas
estatisticamente significantes quando apresentaram um valor de p<0,05. As analises
foram realizadas nos programas Stata versao 12 (StataCorp, College Station, TX, EUA)
e Graph Pad Prism 6.0, SPSS e SPICE.
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6. RESULTADOS

6.1 Coorte do estudo

Dos 282 pacientes arrolados nos projetos de pesquisa de Sdo Paulo (n=253) e
Porto Alegre (n=29), 63 foram selecionados para a investigacdo do perfil de
diferenciacdo ontogénica e ativacdo de células T CD4+ e CD8+, juntamente com as
células T reguladoras, com o objetivo de encontrar diferengas nos pacientes infectados
por diferentes subtipos virais tanto na fase recente (V1) como apds ~1 ano de infecgéo,
fase estabelecida (\n), pelo virus HIV-1.

Os 63 pacientes apresentaram idade média de 34 anos (intervalo de 18 a 65
anos), 81,0% eram homens e destes 71,4% pertenciam ao grupo de homens que fazem
sexo com homens (HSH). Com base nas informac@es contidas nas fichas dos pacientes
foi possivel estimar a data da infeccéo pelo virus HIV-1 de 55 dos 63 participantes, com
essa informacdo foi calculado que a primeira visita dos pacientes aconteceu em uma
mediana de 3,4 meses apos infeccdo pelo HIV-1. Consequentemente os pacientes foram
analisados imunologicamente em dois periodos distintos que compreenderam intervalos
de 2,4 a 10,9 meses de infeccdo, os quais foram definidos como fase recente (V1- <3-6
meses apds infeccdo pelo virus) e fase estabelecida (Vn- aproximadamente seis meses

depois do set point viroldgico).

6.2 Distribuicéo dos subtipos virais

De acordo com os critérios de inclusdo, o teste de genotipagem do virus HIV-1
foi realizado nas amostras de sangue coletadas na primeira visita (fase recente-V1).
Com base nos resultados, as sequéncias das regides da polimerase e da transcriptase
reversa do HIV-1 encontradas nas amostras dos 63 individuos, foram analisadas e dois
grupos foram entdo definidos: a) grupo “Subtipo-C” (n=19), compreendeu individuos
infectados por virus HIV-1 do subtipo C e de formas recombinantes com o subtipo C
(foram incluidos os subtipos C, BC, CU, CK, CRF31-like e um subtipo C-complexo); e
b) o grupo “Subtipo N&o-C” (n=44), incluiu individuos infectados por subtipos que ndo
fossem o C e que também ndo possuisse recombinacdo com o mesmo (incluidos os
subtipos B, BF, BF1, F1, CRF02 AG e CRF40-like). A distribui¢do dos subtipos dentro
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de cada grupo apresentou dominancia de 55% do subtipo C no Grupo Subtipo-C e
81,39% do subtipo B no Grupo N&o-C (Tabela 5 e Fig. 6).

Tabela 5. Frequéncia dos diversos subtipos do HIV-1 encontrado nas coortes e

distribuicdo dos subtipos nos dois grupos estabelecidos (Subtipo-Nao-C x C).

% (n/N)

Grupo Subtipo-C

C 57,89 (11/19)
BC 10,53 (2/19)
CuU 5,26 (1/19)
CK 5,26(1/19)
CRF31-like 10,53 (2/19)
Complexo 10,53 (2/19)
Grupo Subtipo N&o-C
B 79,54 (35/44)
BF 9,09 (4/44)
BF1 4,54 (2/44)
F1 2,27 (1/44)
CRF02 AG-like 2,27 (1/44)
CRF40-like 2,27 (1/44)
A Grupo Subtipo- C Grupo Subtipo Ndo-C

Complexo
11%

CRF31-like
11%
CK

5%

cu
5%

BC
10%

CRF02 AG-like
2%

CRFA40-like
2%

Figura 6. Distribuicdo de subtipos nos grupos Subtipo-C (A) e Nao-C (B).

A andlise da distribuicdo dos subtipos virais encontrados nas duas coortes

revelou um padréo distinto no quadro de infeccdo nas cidades de S&o Paulo e Porto

Alegre, com relacdo a subtipo viral circulante e comportamento sexual de carater

homossexual (Tabela 6). A categorizagdo dos pacientes pelo gendtipo demonstrou uma

clara concentragdo genotipica do virus HIV-1 por regido, em que 84,21 % (16/19) dos

pacientes selecionados da coorte de Porto Alegre foram infectados pelo virus do subtipo
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C ou por recombinantes com o subtipo C. Enquanto que 93,18% (41/44) dos pacientes

selecionados da coorte de S&o Paulo foram infectados por subtipos N&o-C (Fig. 7).

A S3o Paulo B Rio Grande do Sul
(n=44) (N=19)

Subtipo
-C Subtipo
7% N3ao-C
16%

Subtipo
Subtipo -C
N&o-C 84%

93%

Figura 7. Concentracdo genotipica de subtipos C e ndo-C na
coorte de S&o Paulo (A) e Rio Grande do Sul (B).

6.3 Analise dos dados demograficos

De acordo com a literatura sabe-se que alguns fatores podem contribuir para um
melhor ou pior progndstico nos pacientes infectados pelo HIV-1. Dados laboratoriais
como a contagem de células T CD4+, T CD8+ e carga viral, foram analisados incluindo
o diagndstico da infeccdo por sifilis. Outros fatores também foram analisados durante a
realizacdo do projeto, como a tipagem de HLA e a presen¢a da mutacdo de 32 pares de
base no gene do receptor de quimiocina CCR5 (CCR5432, fator genético do hospedeiro)
e a presenca de co-infeccdo pelo virus GBV-C. Estes ensaios foram realizados nas
amostras da visita V1, os resultados constataram que dos 63 pacientes 23,8% (15/63)
apresentaram teste positivo para sifilis, 17,5 % (11/63) apresentavam co-infecgdo com o
virus GBV-C, e 11,1% (7/63) eram portadores da delecdo heterozigética de 32 pares de
base (CCR5A32+). Com relacdo a tipagem de HLA, foi verificado que 21,7% (13/60)
apresentaram alelos do gene HLA-B associados em outros estudos com progressao mais
lenta do HIV-1, incluindo HLA-B*14, B*27, ou B*57. A maioria das caracteristicas
demogréficas e da frequéncia de sifilis, co-infeccdo por GBV-C, gendtipos da delecédo
CCR5A32 e dos HLAs foram semelhantes nos grupos Subtipo-C e Nao-C, embora uma
diferenca estatisticamente significativa tenha sido observada no grupo subtipo Né&o-C
por apresentar maior nimero de pessoas do género masculino e com comportamento
sexual de carater homossexual (HSH) comparado com o grupo Subtipo-C (Tabela 6).

Os pacientes infectados pelo HIV-1 sdo periodicamente avaliados através de

pardmetros como a quantidade de células T CD4+ e CD8+/ mm?’de sangue e carga
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viral/mL de plasma. Esses parametros sdo utilizados como critérios para
acompanhamento clinico e durante muito tempo de indicacdo a terapia antiretroviral.
Considerando os 63 pacientes avaliados neste estudo, a contagem de células T CD4+ e
T CD8+/ mm’ em média geométrica na fase recente da infeccdo foi de 573 e 915 células
respectivamente, e a meédia geométrica da carga viral do HIV-1 apresentada foi de
10,074/ mL. Na fase estabelecida foi encontrado médias geométricas de 522 e 850 para

células T CD4+ e T CD8+/ mm?®, respectivamente, e carga viral de 7594/ mL.

Tabela 6. Dados demograficos dos pacientes categorizados pelo subtipo viral do HIV-1
(Subtipo Néo-C x C).

Dados Epidemioldgicos  Subtipo Nao-C Subtipo-C Valor de p
(n=44) (n=19) (p<0,05)
Idade (anos)
(média geom. (95% IC)) 32,2 (30,6 a 36,4) 32,53 (28,9 a 40,0) 0,74
Sexo *
(9% de homens (n/N) 90,91 (40/44) 63,15 (11/19) 0,002
e sHomossexual) 81,81 (36/44) 52,63 (10/19) 0,01*
Sifilis
(% (N)) 29,54 (13/44) 15,79 (3/19) 0,27
GBV-C (Fase Recente)
(% de positivos (/N)) 15,90 (7/44) 21,05 (4/19) 0,28
CCR5A32
(% de heterozigotos (n/N)) 6,82 (3/44) 21,05 (4/19) 0,13
:;)I?rﬁ\l)l? (14, 27 ou 57) 19,04 (8/43) 29.41 (5/17) 057
Células T CD4
(média geom. (95% IC))
Fase Recente 603 (533 a 683) 509 (414 a 625) 0,06
Fase Estabelecida 539 (474 a 613) 485 (348 a 678) 0,34
Carga Viral
(média geom. (95% IC))
Fase Recente 11627 (6365 a21239) 7228 (3109 a 16807) 0,44
Fase Estabelecida 10626 (5825 a 19387) 3551 (1313 a 9599) 0,008*

*P<0,05; HSH, Homens que fazem sexo com homens; IC, intervalo de confianca.

A diferenga encontrada entre as fases recente e estabelecida da infecgéo foi
melhor evidenciada com a analise desses parametros por subtipo. Ndo foi encontrado
diferenca estatisticamente significante em relacdo aos valores de células T CD4+ e
CD8+, porém foi observada uma diferenca significativa entre os dois grupos na fase
estabelecida, em que o grupo subtipo-C (p=0,008) apresentou uma diminui¢cdo no
namero de copias/mL do HIV-1 comparado com o grupo subtipo N&o-C, tanto

utilizando valores de média geométrica como escala logaritmica (Fig. 8 C, Tabela 6).
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Figura 8. Analise de dados clinicos dos pacientes infectados pelo HIV-1. Contagem de células T CD4+/ mm?® (A) e T CD8+/ mm?* (B) do

sangue periférico e a carga viral do HIV- 1 log/ mL de plasma (C), analisados nas fases recente e estabelecida da infecgdo, nos grupos Subtipo N&o-C e
C. Todos os gréficos utilizados foram scatter plot antes e depois. Na analise foi utilizado o teste estatistico Mann Whitney (Teste Wilcoxon: sum- rank test).
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6.4 Perfil de diferenciacdo ontogénica das células T CD4+ e CD8+.

Durante uma resposta imune, o processo de geracdo de células efetoras é
essencial para combater um patdégeno e/ou reestabelecer um ambiente homeostético.
Neste processo, ap6s o reconhecimento antigénico, a célula sofre diferentes estagios de
maturacdo. Neste estudo, os diferentes estagios de maturacdo das células T CD4+ foram
caracterizados, através de imunofenotipagem de superficie (ver estratégia, Fig. 5A e B),
nas fases recente e estabelecida da infeccdo pelo HIV-1 em amostras de individuos
infectados por subtipos-C e Nao-C.

Na fase recente observamos que os pacientes infectados pelo subtipo-C
apresentaram uma menor frequéncia de células T CD4+ de memoria efetora (p=0,004,
Fig. 9E), e um maior percentual de células com fen6tipo de memdria intermediaria
(p=0,013, Fig. 9D) quando comparado com 0s pacientes infectados por subtipos Néo-C.
Na fase estabelecida, foi encontrado um aumento estatisticamente significante tanto na
frequéncia de células T CD4+ com fendtipo de memdria efetora (p=0,016) como nas
células terminal efetora (p=0,049) no grupo do subtipo-C comparado com Né&o-C (Fig.
9F). Outra analise foi realizada calculando a diferenca dos resultados encontrados nas
duas fases, (AVn-V1), nessa estratégia evidenciamos de forma clara a evolucdo de cada
grupo durante o primeiro ano de infeccdo. O grupo subtipo-C apresentou um aumento
na diferenciacdo celular apds o primeiro ano de infecgdo, pois encontramos uma maior
frequéncia de células com fendtipo de memoria efetora e terminal efetora (ambos
p<0,0001), e um declinio concomitante na frequéncia de células naive (p=0,01) e

memoria intermediaria (p<0,0001) comparado com o grupo subtipo Ndo-C (Fig. 10A).
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Figura 9. Caracterizacao fenotipica dos estagios de diferenciacdo ontogénica das células T
CD4+. Através da imunofenotipagem por citometria de fluxo foi possivel identificar 6
subpopulagdes de células T CD4: Naive (CD45RA+CD27+CCR7+) (A); Memdria Central
(CD45RA-CD27+CCR7+) (B); Memdria Transitéria (CD45RA-CD27+CCR7-) (C); Memoria
Intermediéria (CD45RA+CD27+CCR7-), (D); Memoria Efetora (CD45RA-CD27-CCR7-), (E);
e Efetora Terminal (CD45RA+CD27-CCR7-), (F). Os resultados foram analisados nas fases
recente e estabelecida da infeccdo entre os grupos Subtipo N&o-C e C. Todos os graficos
utilizados foram scatter plot antes e depois. Na analise foi utilizado o teste estatistico Mann
Whitney (Teste Wilcoxon: sum- rank test).
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Figura 10. Dindmica da diferenciacdo ontogénica das células T CD4+. As diferencas (A
Vn-V1) encontradas nas frequéncias das subpopulag¢fes naive/ memoria foram analisadas entre
0s grupos Subtipo N&do-C e C. O gréafico em barras apresentou linhas referentes aos valores de
mediana e interquartil (25% e 75%). Na analise foi utilizado o teste estatistico Mann Whitney
(Teste Wilcoxon: sum- rank test).

O perfil de diferenciacdo das células T CD8+ apresentado por ambos 0s grupos
foi semelhante na fase recente da infeccdo pelo HIV-1. Entretanto na fase estabelecida o
grupo subtipo C mostrou uma menor frequéncia de células T CD8+ com fenétipos de
memoria transitoria (p=0,004) e intermediaria (p=0,01). Em contra partida uma maior
frequéncia de células T CD8+ de memoria efetora (p=0,003) foi encontrada quando
comparado com o grupo subtipo Nao-C (Fig.9). A anélise da variacdo encontrada ao
longo do tempo pelo grupo subtipo C evidenciou uma maior perda na frequéncia de
células naive e memdria intermediaria (Vn-V1, p=0,02 e p<0,0001, respectivamente) do
que o grupo N&ao-C e um grande aumento na frequéncia de células T CD8+ de memdria
central (p=0,01) e memoria efetora (p=0,004) (Fig. 10A).

37



204 NS 154 NS
g 164 124 §
: g :
= S
o 12 ’ g
8 = S
g = 3
= 8| a
= o] )
= = 8
2, 2 -
&) = 2
5 =
0 v g
V1 Vn V1 Vn
Subtipo Nao -C Subtipo- C Subtipo Ndo- C  Subtipo- C Subtipo Nao- C Subtipo- C
° E =0.003 F
p=0.011 . s0-
= 80 - —_— 100 3
"5 g E 25
804
§ 60 b S
E % g 20
— 60 =
oo = & — 15
=& 0 2 =2
a 8 = 40 3 ~ 104
6 o 3
- w
P 0 = 20 = 5]
2 z S
= 0 ] % 0
U A 0 T T T T Q T T T T
V1 Vn V1 Vn V1 Vn V1 Vn
Subtipo Nao- C Subtipo- C Subtipo Niio- C  Subtipo- C Subtipo Nag- C  Subtipe-C

Figura 11. Caracterizagdo fenotipica dos estagios de diferenciacao ontogénica das células T CD8+. Através da imunofenotipagem por citometria de fluxo
foi possivel identificar 6 subpopulacfes de células T CD8: Naive (CD45RA+CD27+CCR7+) (A); Memodria Central (CD45RA-CD27+CCR7+) (B); Memoria
Transitoria (CD45RA-CD27+CCR7-) (C); Memoéria Intermediaria (CD45RA+CD27+CCR7-) (D); Meméria Efetora (CD45RA-CD27-CCR7-) (E); e Efetora Terminal
(CD45RA+CD27-CCR7-) (F). Os resultados foram analisados nas fases recente e estabelecida da infeccdo entre os grupos Subtipo N&o-C e C. Todos os gréficos
utilizados foram scatter plot antes e depois. Na analise foi utilizado o teste estatistico Mann Whitney (Teste Wilcoxon: sum- rank test).
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Na analise das diferencas foram observadas frequéncias de células T CD8+ com
fendtipo naive e de memoria intermediaria (Vn-V1, p=0,02 e p<0,0001,
respectivamente) no grupo do subtipo-C comparado com Nao-C, seguido por um
aumento na frequéncia de células T CD8+ de memdria central e efetora (Vn-V1,
p=0,016 e p=0,004, respectivamente) (Fig. 12). As medianas e os intervalos interquartis

de cada andlise comparativa estdo apresentados em detalhes no Anexo E.
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Figura 12. Analise da variacdo (A Vn-V1) da frequéncia de subpopulacdes de células T
CD8+. Os resultados foram analisados nas fases recente e estabelecida da infec¢do, nos grupos
Subtipo Ndo-C e C. O gréfico em barras apresentou linhas referentes aos valores de mediana e
interquartil (25% e 75%). Na analise foi utilizado o teste estatistico Mann Whitney (Teste
Wilcoxon: sum- rank test).
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6.5 Perfil de ativacdo celular através da expressdo das moléculas CD38+ e HLA-
DR+ sobre as células T CD4+ e CD8+.

A expressdo de CD38 tem sido hd muito tempo correlacionada com um
prognostico ruim na infeccdo pelo HIV-1 (Giorgi et al., 1993), principalmente quando
associada a expressdao de HLA-DR (ver estratégia, Fig. 5C). Para um maior
entendimento analisamos a expressdo total de CD38 e HLA-DR nas células T CD4+ e
CD8+ e subpopulacdes de naive e memdria. Resultados da fase recente mostraram que
0 grupo subtipo C apresentou um maior percentual de células T CD4+ totais (p=0,044) e
com fenédtipo de memdria intermediaria expressando CD38+ (p=0,048), comparado com
os valores encontrados no grupo subtipo N&o-C (Fig. 13A e B, respectivamente). No
entanto na fase estabelecida o grupo subtipo-C mostrou maior percentual de células T
CD4+ de memodria efetora (p=0,025) e efetora terminal (p=0,019) expressando CD38+
comparado com o grupo subtipo N&o-C (Fig. 13B). Avaliando a diferenca (Vn-V1), foi
encontrado no grupo subtipo-C uma maior frequéncia de células T CD4+ CD38+ com
fendtipos naive (p=0,005), memoria intermediaria (p<0,0001), efetora (p<0,0001) e
efetora terminal expressando CD38+ (p=0,001) comparado com grupo subtipo N&o-C
(Fig. 13D).

Em relacdo a expressdo da molécula HLA-DR+ o grupo subtipo C comparado
com o Nao-C, apresentou uma maior frequéncia de células T CD4+ com fendtipos naive,
memoria central, efetora e efetora terminal expressando HLA-DR+ comparado com o
grupo subtipo N&o-C (todos p<0,005, Fig. 13C). Quanto a variacdo da frequéncia de
células expressando HLA-DR+, o grupo subtipo C apresentou uma maior frequéncia de
células T CD4+ HLA-DR+ com fendtipos naive (p=0,001), memdria central (p=0,001),
transitdria (p=0,001) efetora (p<0,0001) e efetora terminal (p<0,0001) comparado com
grupo subtipo N&o-C (Fig. 13E).
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Figura 13. Analise do perfil de expressdo total das moléculas CD38+ e HLA-DR+ nas
células T CD4+ totais e subpopulagdes naive/ memoria. A andlise da frequéncia de células T
CD4+ total e subopulagbes CD38+ estdo contidas nos gréaficos scatter plot (A e B,
respectivamente), para a anélise da diferenca (AVn-V1) foi utilizado um gréfico de barras (C). A
analise da expressao da molécula HLA-DR+ sobre as subpopulagdes de células T CD4+ e da
diferenca encontradas na fase estabelecida foram apresentadas nos grafico scatter plot D e
grafico de barra E, respectivamente. Todos os graficos apresentaram linhas referentes aos
valores de mediana e interquartil (25% e 75%). Na anélise foi utilizado o teste estatistico Mann
Whitney (Teste Wilcoxon: sum- rank test).
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A analise de células T CD8+ revelou na fase recente, um perfil de expressédo
total de CD38+ e HLA-DR semelhante tanto nos pacientes infectados por subtipo C
como por N&o-C. Na fase estabelecida o grupo infectado pelo subtipo C apresentou uma
maior frequéncia de células T CD8+ de memoria central HLA-DR+ (p=0,009, Fig. 14A).
Ao longo do tempo (Vn-V1), as variagBes encontradas mostraram que o grupo subtipo
C apresentou um maior percentual de células T CD8+ de memodria intermediaria CD38+
(p<0,0001) e maior frequéncia de células T CD8+ de memdria central e efetora
expressando HLA-DR+ (p=0,03 e p=0,009, respectivamente) (Fig. 14B).
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Figura 14. Andlise do perfil de expressédo total das moléculas CD38+ e HLA-DR+ nas
células T CD8+ totais e subpopulagdes naive/ memdria. Os resultados foram analisados nas
fases recente e estabelecida da infec¢do, nos grupos Subtipo Nao-C e C. A analise da frequéncia
de células T CD8+ total HLA-DR+ esta contida no grafico scatter plot (A); a analise da
diferenca (AVn-V1) da frequéncia de subopulacdes de células T CD8+ CD38+ e T CD8+HLA-
DR+ no grafico em barras (B). Todos os graficos apresentaram linhas representando valores de
mediana e interquartil (25% e 75%). Na analise de amostras independentes (V1xV1, VnxVn e
(AVn-V1)) utilizou-se o teste estatistico Mann Whitney (Teste Wilcoxon: sum- rank test).

A expressdo combinada e alternada desses marcadores estdo associadas as
alteracdes metabolicas nas células T causada pela infeccao HIV-1. Analisando o perfil
da expressao das moléculas CD38 e HLA-DR nas células T CD4+ e CD8+ encontramos
diferencas estatisticamente significantes entre o perfil global de expresséo (pizza inteira)
observado no grupo subtipo-C comparado com o grupo subtipo N&o-C na fase recente
(pizza inteira,V1, p=0,002, Fig. 15A, em cinza) e ainda dentro do grupo subtipo-C entre

as fases recente e estabelecida (Vn x V1, p<0,0001, Fig. 15B, em cinza). Ao
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explorarmos cada conjunto de combinacdes, vimos que as células T CD4+ com fenotipo
CD38- HLA-DR+ ndo apresentou alteracOes estatisticamente significantes na
frequéncia entre os grupos de subtipos na fase recente, porém na analise da fase
estabelecida e da diferenca observamos que o grupo subtipo-C apresentou uma maior
frequéncia dessas células (Vn, p<0,0001, Fig. 15A; Vn-V1, p<0,0001, Fig. 15B, em
preto) comparado com o grupo subtipo Né&o-C.

O grupo subtipo-C apresentou um aumento estatisticamente significante quando
analisamos a diferenca da frequéncia de células T CD8+ CD38- HLA-DR+ (Vn-V1,
p=0,001, Fig. 15B) comparado com os valores encontrados no grupo subtipo N&o-C.

Uma maior frequéncia de células T CD4+ CD38+HLA-DR- foi encontrada no
grupo subtipo-C na fase recente (V1, p=0,04, Fig. 15A) quando comparado com 0 grupo
subtipo N&o-C. Entretanto observamos que na fase estabelecida e na analise da
diferenca o0 grupo subtipo C apresentou menor frequéncia de células T CD4+
CD38+HLA-DR- comparado com o grupo subtipo Nao-C (Vn, p<0,0001, Fig. 15A e
Vn-V1, p<0,0001, Fig. 15B). Ao analisar a diferenca (VVn-V1) da frequéncia de células
T CD8+ CD38+ HLA-DR- apresentada pelos grupos, observmos que o grupo subtipo
N&o-C apresentou um aumento estatisticamente significante quando comparado com o
encontrado no grupo subtipo-C (Vn-V1, p=0,039, Fig. 15B).
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Figura 15. Analise do perfil de expressdo das moléculas CD38 e HLA-DR nas células T
CD4+ e CD8+. Os resultados foram analisados nas fases recente e estabelecida da infeccéo
entre 0s grupos Subtipo Ndo-C e C. Analise da expressdo combinada dessas moléculas foi
apresentada em graficos em forma de pizza (A), cada fatia recebeu uma cor especifica e
correspondeu a um padrdo de expressao diferenciado. Fatia com a coloracdo: () representou as
células T CD4+ CD38+HLA-DR+ (Vn, Ndo-C x C p<0,0001); (@) CDCD38+HLA-DR- (V1,
Né&o-C x C p=0,04); @) CD38-HLA-DR+, (Vn, Ndo-C x p<0,0001); (@) CD38-HLA-DR- (NS).
A andlise da diferenga (A Vn-V1) da frequéncia de células TCD4+ e CD8+ com fendtipos
CD38-HLA-DR+ e CD38+HLA-DR- foram apresentados em um gréafico de barras (B). Todos
os graficos apresentaram linhas referentes aos valores de mediana e interquartil (50%; 25% e
75%). Na analise foi utilizado o teste estatistico Mann Whitney (Teste Wilcoxon: sum- rank test).
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6.6 Analise da co-expressdo de CD38+HLA-DR+ nas células T CD4+ e CD8+

Com o objetivo de se encontrar diferencas entre os perfis apresentados por
ambos 0s grupos durante o primeiro ano de infec¢do (V1, Vn e Vn-V1) foram realizadas
andlises de regressdo linear através de dois modelos, univariado (ndo ajustado) e
multivariado (ajustado). Consideramos principalmente a analise da co- expressao das
moléculas CD38+HLA-DR+ em células T CD4+ e CD8+ e nas subpopulacdes de naive
e memoria. No modelo univariado ndo ajustado, foi calculado o tamanho do efeito de
um grupo, o do subtipo N&o-C na ativagéo celular comparado com o grupo do subtipo-C.
No modelo ajustado, a anélise multivariada considerou dados demogréficos (sexo e
comportamento sexual) e laboratoriais (incluindo carga viral, contagem de células T
CD4/ mm?, infeccdo pelo GBV-C) como também fatores genéticos (presenca de
polimorfismo de CCR5A32) obtidos na fase recente como uma Unica varidvel. Em
ambos 0os modelos ndo houve diferenca estatistica significante na ativacao de células T
CD4+ entre os grupos de subtipos virais na visita de fase recente. Entretanto na fase
estabelecida no modelo ndo ajustado, o grupo subtipo C apresentou uma maior
frequéncia e quantidade de células T CD4+ ativadas (%, p<0.0001, Fig. 16A, e cels/
mm?® p=0,001, Fig. 16B, respectivamente), além de maior frequéncia das subpopulacdes
de naive (p=0,005), memédria central (p=0,003), efetora (p=0,005) e efetora terminal
(p=0,002) co-expressando CD38+HLA-DR+ comparado com os achados no grupo
subtipo Nao-C (Tabela 7 e Fig. 17 A-F).

P<0,0001 B p=0,001
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Figura 16. Caracterizacdo fenotipica do perfil de ativacdo de Células T CD4+. Os
resultados foram analisados nas fases recente e rstabelecida da infeccdo, nos grupos Subtipo
N&o-C e C. (A) % de células T CD4+ CD38+HLA-DR+ e (B) quantidade de células T
CD4+CD38+HLA-DR+ (cels/ mm®) foi obtida apds a conversdo dos percentuais em valores
absolutos. Todos os graficos scatter plot antes e depois apresentaram linhas referentes aos
valores de mediana e interquartil (50%; 25% e 75%). Na andlise foi utilizado o teste estatistico
Mann Whitney (Teste Wilcoxon: sum- rank test).
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Figura 17. Caracterizagdo fenotipica do perfil de ativagdo nas subpopulacdes Naive/
memoria das Células T CD4+. Os resultados foram analisados nas fases recente e estabelecida
da infeccdo, nos grupos Subtipo N&o-C e C. A co- expressdo de CD38+HLA-DR+ foi
caracterizada em cada uma das 6 subopulacGes de células T CD4+: Naive (A); Memdria Central
(B); Memoria Transitoria (C); Memoria Intermediaria (D); Memoria Efetora (E) e Efetora
Terminal (F). Todos os graficos scatter plot antes e depois apresentaram linhas referentes aos
valores de mediana e interquartil (50%; 25% e 75%). Na andlise foi utilizado o teste estatistico

Mann Whitney (Teste Wilcoxon: sum- rank test).
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Na fase estabelecida, a analise de regressao multivariada identificou que o perfil
de ativacdo (CD38+ HLA-DR+) das células T CD4+ apresentado pelo grupo Néo-C foi
0,375 vezes menor do que o apresentado pelo grupo do subtipo-C (95% IC: 0,237 a
0,594; p<0,0001). Ainda na fase estabelecida, as frequéncias das células T CD4+ naive
e de memoria central CD38+HLA-DR+ foram, respectivamente, 0,724 (95% IC: -1,211
a -0,237; p=0,004) e 0,541 (95% IC: -0,844 a -0,239; p=0,001) vezes menor no grupo
N&o-C do que no grupo do subtipo-C, ou seja, evidenciando um aumento no perfil de
ativacdo dessas subpopulac6es no grupo subtipo-C. A frequéncia das células T CD4+ de
memoria efetora e efetora terminal ativadas foi respectivamente de 0,357 (95% IC:
0,195 a 0,655; p=0,001) e 0,217 vezes menor no grupo Nao-C (95% CI: 0,087 a 0,543;
p=0,002) (Tabela 7 e Fig. 17).

Particularmente, na subpopulacdo de células T CD4+ de memdria transitéria, a
ativacdo entre os grupos na fase estabelecida apresentou uma diferenca estatistica de
significancia borderline (0,693; 95% IC: 0,478 a 1,005; p=0,053, Tabela 7), porém na
analise da variacéo (Vn-V1) da ativagdo encontrada entre os grupos foi encontrada uma
reducdo 0,578 vezes de células T CD4+de memoria transitoria ativadas no grupo Néo-C
(95% IC: 0,400 a 0,833; p=0,004) (Tabela 7) em ambos os modelos de analise. Além
das diferencas entre os grupos C e N&o-C encontradas na visita de fase estabelecida,
foram também observadas diferencas significativas na evolugdo do quadro de ativacao
(Vn-V1, Tabela 7 e Fig.18).
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Figura 18. Analise da diferenca (A Vn-V1) do perfil de co-expressao CD38+HLA-DR+ nas
células T CD4+. Os resultados foram analisados nas fases recente e estabelecida da infecgéo,
nos grupos Subtipo N&o-C e C. O graficos em barra apresentou linhas referentes aos valores de
mediana e interquartil (50%; 25% e 75%). Na analise foi utilizado o teste estatistico Mann
Whitney (Teste Wilcoxon: sum- rank test).
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Ao contrario dos achados nas células T CD4+, as diferencas entre os grupos de
subtipos C e Ndo-C na ativacdo de células T CD8+ totais ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (Fig. 19A e B). A auséncia de uma associagdo entre
ativacdo celular e os grupos de subtipos virais foi observada nas células T CD8+ naive,
efetora terminal e memdria transitoria (Fig. 20 e 21). Nas células T CD8+ de memdria
central e efetora, entretanto, o percentual de ativacéo foi, respectivamente, 0,311 (95%
IC: -5,84 a -0,039; p=0,026) e 0,564 (95% IC: 0,337 a 0,947; 0.031) vezes menor no
grupo subtipo Nao-C comparada com o grupo subtipo-C na fase estabelecida (Fig. 21).
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Figura 19. Caracterizacdo fenotipica do perfil de ativacdo de Células T CD8+. Os
resultados foram analisados nas fases recente e estabelecida da infec¢do, nos grupos Subtipo
N&do-C e C. (A) % de células T CD8+ CD38+HLA-DR+ e (B) quantidade de células T
CD8+CD38+HLA-DR+/mm?® obtida apds a conversdo dos percentuais em valores absolutos.
Todos os gréficos scatter plot antes e depois apresentaram linhas referentes aos valores de
mediana e interquartil (50%; 25% e 75%). Na analise foi utilizado o teste estatistico Mann
Whitney (Teste Wilcoxon: sum- rank test).
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Figura 20. Caracterizacdo fenotipica do perfil de ativacdo nas subpopulagdes Naive/
memoria das Células T CD8+. A co- expressdao de CD38+HLA-DR+ foi caracterizada em
cada uma das 6 subopulacBes de células T CD8+: Naive (A); Memoria Central (B); Memoria
Transitoria (C); Memdria Intermediéria (D); Memdria Efetora (E) e Efetora Terminal (F). Os
resultados foram analisados nas fases recente e estabelecida da infec¢do, nos grupos Subtipo
N&o-C e C. Todos os gréficos scatter plot apresentaram linhas referentes aos valores de mediana
e interquartil (50%; 25% e 75%). Na andlise foi utilizado o teste estatistico Mann Whitney
(Teste Wilcoxon: sum- rank test).
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Figura 21. Andlise da variacdo (A Vn-V1) do perfil de co-expressdo das moléculas
CD38+HLA-DR+ nas células T CD8+. Os resultados foram analisados nas fases recente e
estabelecida da infeccdo, nos grupos Subtipo Ndo-C e C. O grafico em barras apresentou linhas
referentes aos valores de mediana e interquartil (50%; 25% e 75%). Na analise foi utilizado o
teste estatistico Mann Whitney (Teste Wilcoxon: sum- rank test).

As andlises de regressdo linear tanto a univariada como a multivariada
confirmaram o resultado do perfil de ativagdo celular mais pronunciado no grupo do
subtipo-C. Todas as andlises realizadas com o0s percentuais encontrados foram

reproduzidas com os valores absolutos (ver anexo A-F).
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6.7 Perfil de células T CD4+ Reguladoras (Treg)

Células T reguladoras tém sido amplamente exploradas em diversos ambientes
de doenca, principalmente pelo fato de possuir um papel essencial na regulagcdo da
resposta imune suprimindo a ativagdo celular em um ambiente de infec¢do/doenca. Ao
analisar a frequéncia das células T CD4+ reguladoras (T regs- células T CD4+
CD25""CD127- expressando FoxP3+) em ambas visitas, observamos que na analise
univariada, a frequéncia dessas células no grupo do subtipo N&o-C foi 11,3 vezes maior
do que no grupo do subtipo-C na fase estabelecida (Vn, 95%IC: 2.940 a 19.598;
p=0.009, Tabela 8, Fig. 22A), sendo que na andlise multivariada essa significancia é
perdida, (95% IC: -1,053 a 18,491; p=0,08). A andlise da frequéncia de células Tregs
expressando a molécula CD39+ (Treg supressora) mostrou-se similar entre os grupos
mesmo apds o primeiro ano de infeccdo. (Fig. 22 B). As medianas e os intervalos
interquartis de cada analise comparativa estdo apresentados em detalhes no Anexo G.

A

p=0.009 B
P T 1
~ &
s £ 100 S 1004
a 'ga; g
] w
b 5 204 2 - 80
2 = -

+
g % 50 E'?" 80
ie o9
= a0
o _g 404 t [ ]
B g =
e % 204 ] 20+
R g
]
&} E‘ 0 . " Vll VI 0
Vi Vn - n
Subipo Nae C Subtipo- C

Subtipo Nio- C Subtipe- C

Figura 22. Caracterizagdo fenotipica de outras subpopulacdes de Células T CD4+. A
frequéncia de células T CD4+ reguladoras- Treg (CD4+CD25" CD127 FoxP3+) (A) e % das células
T Reguladoras supressoras definidas através da expressdo de CD39 nas células T regs (B).
Todos os gréficos scatter plot antes e depois apresentaram linhas referentes aos valores de
mediana e interquartil (50%; 25% e 75%). Na andlise foi utilizado o teste estatistico Mann
Whitney (Teste Wilcoxon: sum- rank test).
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Tabela 7. Modelo de Regressdo Linear para o efeito do grupo do subtipo N&o- C (comparado com o grupo do subtipo- C) na ativacéo de células
T CDA4+ total e nas subpopulacdes naive e memoria. Os coeficientes ou efeito dobrado (foram exponenciados apos utilizar a escala logaritmica)
sdo apresentados com 95 %, Intervalo de Confianga e valor de p.

Tamanho do Efeito Nao- C Univariado

Tamanho do Efeito Nao- C Ajustado

Multivariado®

Variavel Periodo® Escala® — . .
Coeficiente ou I(E\;‘:;(t)? Slatlvo (95%I1C) Coeficiente ou Efeito relativo (95%IC) (valor p)
% Células T CD4+ CD38+ HLA-DR+

Fase Recente Log 0.952 (0.609 a 1.488) (p=0.83) 0.924 (0.563 a 1.516) (p=0.75)
Fase Estabelecida Log 0.422 (0.264 a 0.674) (p<0.001) 0.375 (0.237 a 0.594) (p<0.0001)
Variacdo (Vn- V1) Log 0.443 (0.313 2 0.628) (p<0.0001) 0.406 (0.266 a 0.618) (p<0.0001)

% Células T CD4+ Naive CD38+ HLA-DR+

Fase Recente Linear -0.060 (-0.292 2 0.172) (p=0.61) -0.009 (-0.281 a 0.263) (p=0.95)
Fase Estabelecida Linear -0.656 (-1.108 a -0.195) (p=0.005) -0.724 (-1.211 a -0.237) (p=0.004)
Variacao (Vn- V1) Linear -0.596 (-0.943 a -0.249) (p=0.001) -0.715 (-1.072 a -0.358) (p<0.001)

% Células T CD4+ Memdria Central CD38+ HLA-DR+

Fase Recente Linear 0.004 (-0.087 a 0.094) (p=0.93) 0.019 (-0.084 a 0.125) (p=0.70)
Fase Estabelecida Linear -0.460 (-0.753 a -0.168) (p=0.003) -0.541 (-0.844 a -0.239) (p=0.001)
Variacdo (Vn- V1) Linear -0.464 (-0.735a-0.193) (p=0.001) -0.562 (-0.835 a -0.288) (p<0.001)

% Celulas T CD4+ Memoria Transitoria CD38+ HLA-DR+

Fase Recente Log 1.136 (0.829 a 1.558) (p=0.42) 1.190 (0.862 a 1.670) (p=0.27)
Fase Estabelecida Log 0.758 (0.519a1.105) (p=0.15) 0.693 (0.478 a 1.005) (p=0.053)
Variacdo (Vn- V1) Log 0.667 (0.475a0.935) (p=0.02) 0.578 (0.400 a 0.833) (p=0.004)

% Células T CD4+ Memoria Intermediaria CD38+ HLA-DR+

Fase Recente Log 0.773 (0.487 a 1.227) (p=0.27) 0.717 (0.424a1.213) (p=0.21)

Fase Estabelecida Log 0.584 (0.3192a1.067) (p=0.08) 0.529 (0.263 a 1.065) (p=0.07)

Variagdo (Vn- V1) Log 0.756 (0.496 a 1.150) (p=0.19) 0.738 (0.441a1.235) (p=0.24)

% Células T CD4+ Memoéria Efetora CD38+ HLA-DR+

Fase Recente Log 1.125 (0.645 a 1.964) (p=0.67) 1.129 (0.613a2.077) (p=0.69)
Fase Estabelecida Log 0.419 (0.233a0.759) (p=0.005) 0.357 (0.195 a 0.655) (p=0.001)
Variacdo (Vn- V1) Log 0.374 (0.241 a 0.580) (p<0.0001) 0.316 (0.185 a 0.542) (p<0.0001)
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% Células T CD4+ Efetora Terminal CD38+ HLA-DR+

Fase Recente Log 1.119 (0.486 a 2.576) (p=0.79) 0.982 (0.371a2.597) (p=0.97)
Fase Estabelecida Log 0.276 (0.122 a 0.621) (p=0.002) 0.217 (0.087 a 0.543) (p=0.002)
Variagdo (Vn- V1) Log 0.246 (0.137 a 0.442) (p<0.0001) 0.221 (0.109 a 0.450) (p<0.0001)

! Modelos multivariados incluiram as co- variaveis: Carga viral do HIV-1, contagem de CD4+/ mm>L e infecgdo por GBV-C na Fase Recente, sexo (macho x fémea), fator de risco sexual (HSH)
e CCR5A32.

2 perfodo: Amostras foram linearizadas nas visitas de fase recente e estabelecida. A variagdo foi calculada com base nos resultados da fase estabelecida (Vn) menos da recente (V1).

% Escala: a transformagao dos dados em log foi necessario para suavizar uma distribuicéo enviesada, os coeficientes encontrados foram depois exponenciados para recuperar o efeito dobrado do
grupo do subtipo Nao-C no desfecho comparado com o grupo do subtipo-C. Por outro lado a escala linear onde os dados ndo transformados foram modelados e os coeficientes apresentados
foram interpretados como diferengas lineares no desfecho do grupo do subtipo N&do-C comparado com o Subtipo-C.
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Tabela 8. Modelo de Regressdo Linear para o efeito do grupo do subtipo Nao-C (comparado com o grupo do subtipo-C) nas células T reguladoras totais e
supressoras. Os coeficientes ou Efeito dobrado (foram exponenciados ap6s utilizar a escala logaritmica) sdo apresentados com 95 %, Intervalo de Confianga e
valor de p.

Tamanho do Efeito Ndo- C Ajustado

Tamanho do Efeito Nao- C Univariado Multivariado®

Variavel Perfodo? Escala®
Coeficiente ou Efeito relativo (95%IC) Coeficiente ou Efeito relativo (95%IC)
(valor p) (valor p)
% Células T reguladoras (CD4+ CD25"+CD127 expressando FoxP3+ )
Fase Recente log 5.241 (-0.878 a 11.360) (p=0.09) 5.770 (-2.292 2 13.832) (p=0.16)
Fase Estabelecida log 11.269 (2.940 a 19.598) (p=0.009) 8.719 (-1.053 a 18.491) (p=0.08)
Variagdo (Vn- V1) log 6.485 (-1.814 a 14.785) (p=0.12) 2.819 (-7.168 a 12.806) (p=0.57)
% Células Treg supressoras (Treg expressando CD39+)
Fase Recente Linear  0.685 (-12.271 a 13.642) (p=0.92) 5.165  (-11.113a21.442)  (p=0.53)
Fase Estabelecida Linear  .6538 (-21.181 a 8.105) (p=0.38)  -12.854  (-28.919a3.210)  (p=0.11)
Variagéo (Vn- V1) Linear  _2.500 (-13.677 a 8.678) (p=0.66) -11.338  (-25.323 a 2.646) (p=0.11)

! Modelos multivariados incluiram as co- variaveis: Carga viral do HIV-1, contagem de CD4/mm?® e infecgdo por GBV-C na fase recente, sexo (macho x fémea), fator de risco sexual (HSH) e
CCR5A32.

2 periodo: Amostras foram linearizadas nas visitas de fase recente e estabelecida. A variagdo foi calculada com base nos resultados da fase estabelecida (Vn) menos da recente (V1).

% Escala: a transformagéo dos dados em log foi necessario para suavizar uma distribuicéo enviesada, os coeficientes encontrados foram depois exponenciados para recuperar o efeito dobrado do
grupo do subtipo Nao-C no desfecho comparado com o grupo do subtipo-C. Por outro lado a escala linear onde os dados ndo transformados foram modelados e os coeficientes apresentados
foram interpretados como diferencas lineares no desfecho do grupo do subtipo Ndo-C comparado com o Subtipo-C.
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7.DISCUSSAO

A ativacdo immune presente na infecgdo pelo HIV-1 pode ser considerada uma das
principais forgas propulsoras para a progressao e faléncia da resposta immune gerando um
quadro de imunodeficiéncia (Klatt et al., 2013). Essa ativacdo celular é caracteristica chave da
inflamacéo sistémica que altera de forma permanente a dindmica das células T CD4+ e CD8+
na infeccdo pelo HIV-1. Muitos trabalhos identificaram e validaram a mensuragdo da
expressdo de moléculas CD38 e HLA-DR nas células T CD8+ como uma forma de avaliacéo
do perfil de ativacdo immune dos individuos infectados, a co-expressao desses parametros
tem sido utilizado como marcador preditivo para a progressdo da Aids e morte (Giorgi et al.,
1994; Ganesan et al., 2010). Diferentes fatores incluindo a genética do hospedeiro (presenca
de alelos HLA-B27, -B57 e/ou CCR5 A32) e co-infeccdo (GBV-C) (Meyerhans et al., 1991;
Huang et al., 1996; Klein et al., 1998; Tillmann et al., 2001; Xiang et al., 2001; Den Uyl et
al., 2004; Leszczyszyn-Pynka et al., 2015) tem sido associados com progressao mais lenta a
Aids, influenciando favoravelmente a resposta imune. Entretanto, fatores virais como o
tropismo do virus para células expressando quimioreceptor CCR5 e /ou CXCR4 foram
associados com progressao mais lenta ou mais rapida para AIDS, respectivamente. Uma
analise comparativa entre os dois tipos de virus HIV-1 e 2 encontrou um perfil de ativacdo
celular e inflamacdo maior e mais sisttémica na infeccdo causada pelo virus HIV-1 comparado
com o HIV-2 (Marlink et al., 1994; Koblavi-Deme et al., 2004; Machuca et al., 2004).
Embora poucos estudos considerem que diferentes subtipos do HIV-1 possam desencadear
diferentes cursos clinicos, somente uma analise longitudinal pode revelar se isso é verdade.
Neste estudo avaliamos o perfil de diferenciacdo e expressdao dos marcadores de ativacao
apresentados pelos pacientes infectados por subtipos virais dos clades C e ndo-C do HIV-1.

Considerando o desenvolvimento dos compartimentos de células naive e memdria ao
longo do tempo, individuos infectados por subtipo-C apresentaram um rapido aumento na
geracdo de subpopulacdes de memoria de células T CD4+ e CD8+ com elevada expressdo de
marcadores de ativagdo em células T CD4+ quando comparado com o grupo subtipo Néo-C.
A diferenca entre a infecgdo por subtipos N&o-C vs C nédo foi evidente durante a infecgédo
aguda mas se desenvolveu ao longo do primeiro ano de infecgdo, com um efeito independente
da quantidade de células T CD4+, carga viral do HIV-1, genéro e via de transmissdo. Nés
também observamos um percentual aumentado de células T CD8+ CD38+HLA-DR+ de
memoria efetora ao longo do tempo e maior ativagdo de células T CD4+ nos individuos

infectados com subtipo-C, também caracterizado por uma troca para um fenétipo de
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proliferacdo rapida e frequéncia diminuida de células T reguladoras. Essas células tem sido
extensivamente exploradas em muitos ambientes de doenga primeiramente por exercer um
papel chave na regulacdo da resposta immune através da supressédo da ativacao celular em um
ambiente de infeccdo/doenca (Belkaid e Rouse, 2005).

Um dos maiores obstaculos na luta contra a epidemia HIV/Aids continua sendo a
diversidade genética do virus HIV-1, sendo que o aumento de formas recombinantes
circulantes do virus tem agravado ainda mais o problema. Estudos tém encontrado diferencas
nos perfis de resisténcia e resposta a esquemas de TARV de individuos infectados por
diferentes subtipos e submetidos a mesmo esquema antiretroviral. Entretanto a diversidade
viral ou subtipo especifico ainda ndo é considerado fator de associacdo a progressdo para a
Aids. Em 2005, um estudo realizado no Brasil e Rio Grande do Sul, constatou que 90 % dos
pacientes infectados pelo HIV portavam virus dos subtipos B ou C, e observou que, ao
classificar os dados clinicos com base no Centro de Controle de Doencas (CDC), os subtipos
pertenceram a grupos de estagiamento clinico diferentes, mas ndo foram estatisticamente
significantes (Soares et al., 2005). Os resultados encontrados neste trabalho também apontam
para a mesma conclus&o.

O cenario da epidemia HIV/AIDS no mundo tem o subtipo C como responsavel por
mais de 45% da infeccdo e o subtipo B mais de 10% (Buonaguro et al., 2007). Nos ultimos
tempos o Brasil tem sofrido alteracBes no cenario da epidemia, Santos et al. (Santos et al.,
2006) observaram que a regido sul, principalmente o estado do Rio Grande do Sul tem sido
considerado sitio endémico do subtipo-C, juntamente com algumas formas recombinantes do
virus HIV-1. Nas outras regifes do pais encontra-se uma maior concentracao de subtipos B e
BF, seqguido de outras formas recombinantes (Sanabani et al., 2006; Stefani et al., 2007).
Acredita-se que apesar das diferencas iniciais nas taxas de crescimento de algumas variantes
na epidemia do HIV-1, os subtipos C e CRF31_BC na regido sul do Brasil parecem seguir a
mesma logistica de crescimento do subtipo B e F1 na regido sudeste (Bello et al., 2009).

N&o se sabe ainda se existe uma correlacdo entre a diversidade viral e as vias de
transmissdo, no entanto o aumento de doencas sexualmente transmissiveis (DSTs) em
pacientes infectados com HIV tem sido explicado principalmente pelo comportamento de
risco, destacando-se a préatica do sexo desprotegido aumentando o risco de contrair outras
infeccdes, como Sifilis, Gonorreia, Clamidia e outras DSTs, consequentemente podendo
impactar na evolucdo clinica dos pacientes. Analisando outras caracteristicas dos pacientes
avaliados neste trabalho, encontramos que 23,8 % dos 63 pacientes infectados apresentavam

co-infeccdo por Sifilis, sendo 80% destes pertencentes ao grupo infectado por subtipo Néo-C.
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e todos os 23,8% foram em homens pertencentes ao grupo de risco HSH, sendo a maioria
deles residentes em Sdo Paulo. Provavelmente esse perfil de resultados esteja relacionado com
o perfil de comportamento de risco de cada regido, considerando que na regido Sul alguns
estudos identificaram que na populacdo infectada pelo HIV-1 existe um predominio de
comportamento heterossexual e aumento de infecgdo em mulheres (Soares et al., 2005; Santos
et al., 2006; Librelotto et al., 2015).

Sabe-se que a distribuicdo do HIV é amplamente determinada pelo comportamento
sexual, e que a taxa de co- infeccao HIV/Sifilis varia de acordo com a comunidade analisada.
A presenca de co- infecgdo HIV/Sifilis tem sido descrita interferindo na resposta imune dos
individuos levando a reducdo do nimero de células T CD4+ e ao aumento da carga viral
(Kotsafti et al., 2015). Essa influéncia, entretanto, parece ser eliminada logo apds o
tratamento da sifilis quando os niveis de células T CD4+ tendem a voltar ao quadro anterior a
sifilis ou a se restaurar em presenca adicional de tratamento com TARV (Kotsafti et al., 2015).
Outro estudo relatou que a co-infeccdo com virus herpes simples 2, HIV/HSV2, em
individuos naive de tratamento apresentou uma maior quantidade de células T CD4+ e um
efeito independente da carga viral sugerindo um possivel efeito modulador benéfico nas
células T CD4+ durante a fase inicial da infeccdo pelo HIV-1 (Barbour et al., 2007). Vérios
outros modelos de infeccdo ja foram investigados na co-infeccdo por HIV, porém a co-
infeccdo HIV/GBVC tem sido bem explorada por estar associada com uma progressdo mais
lenta para AIDS, uma vez que individuos co-infectados apresentaram uma menor ativacao
celular comparado com os ndo infectados, particularmente, a frequéncia da co-infeccdo com o
virus GBV-C encontrada no presente estudo foi um pouco menor em relagdo a populacéo de
homossexuais nos Estados Unidos que apresentou entre 24 e 37 % (Lau et al., 1999) e
também em relacdo ao encontrado no estudo realizado na mesma coorte (UNESCO-Séo
Paulo) utilizada neste trabalho (Giret et al., 2011). A diferenca encontrada provavelmente
tenha sido influenciada pelo reduzido tamanho amostral.

Os fatores genéticos analisados neste estudo como a frequéncia do polimorfismo do
CCR5A32 obteve resultados semelhantes aqueles encontrados na literatura em individuos
saudaveis, porém com valores um pouco mais elevados em relagdo aos individuos infectados
por HIV-1, embora nenhum resultado fora estatisticamente significante. Considerando que as
coortes comparadas séo bastante heterogéneas, é possivel que essa diferenca seja pelo menos
em parte, um reflexo do fato dessa mutacgdo estar associada a grupos étnicos (Liu, R. et al.,
1996; Martinson et al., 1997; Xiang et al., 2001; Mikawa et al., 2002; Sathar et al., 2004;
Supapol et al., 2008; Giret et al., 2011). Com relacdo as moléculas de HLA, estudos
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observaram que individuos que possuem locis HLA B*14, B*27 e B*57, possuem células T
CD8+ restritas a essas moléculas de HLAs mais responsivas, gerando respostas mais
imunodominantes que as células restritas a outras moléculas de HLA e capazes de induzir
resposta a proteina Gag do HIV-1, auxiliando no controle imune da infec¢do (Goulder et al.,
1997; Klein et al., 1998; Gillespie et al., 2002; Pereyra et al., 2010). Em 2007 Fellay et al e
Frahm et al. afirmaram que a influéncia dessas moléculas de HLA na resposta imune antiviral
tende a ser impactada pela possibilidade de epitopos virais se ligarem de forma promiscua a
diferentes alelos de HLA de classe | e em 2009 Kawashima et al. confirmaram essa influéncia,
ao correlacionar a frequéncia de mutacdes de escape do virus na presenga de alguns alelos
relevantes de HLA, demonstrando uma forte evidéncia da adaptacdo do virus HIV ao HLA
populacional (Kawashima et al., 2009). Embora nenhuma diferenca quanto a frequéncia dos
gendtipos de HLA tenha sido encontrada nos pacientes do presente trabalho, ndo podemos
descartar a possibilidade desses fatores influenciarem conjuntamente em algum momento o
curso da infeccdo.

Quanto aos parametros clinicos, foi encontrada diferenca estatisticamente entre 0s
grupos de subtipos com relacdo a carga viral na fase estabelecida da infeccdo, em que o grupo
de subtipos N&o-C (ou seja, individuos infectados por subtipos B, BF, BF1, F1, CR40-like e
CRF02 AG) apresentaram valores de carga viral maiores que o grupo de subtipo-C. Sabe-se
que na fase aguda (2 a 4 semanas ap0s infeccdo) acontece o pico de explosdo de carga viral,
fendmeno esse seguido por um declinio até atingir niveis estaveis de um pouco mais de 10-
20.000 copias /mL (Rich et al., 1999; Goujard et al., 2006).

A viremia apresentada em média geométrica pelos grupos de subtipos N&o-C e C na
fase recente e pelo grupo N&o-C na fase estabelecida estio de acordo com esses valores. E
provavel que a diminuicdo da carga viral encontrada na fase estabelecida no grupo de subtipo-
C esteja sendo influenciada pela presenca de 40% de individuos do sexo feminino, visto que
foi demonstrado por Sterling et al., (2001) que individuos do sexo feminino apresentam
menor viremia do que individuos do sexo masculino apds soroconversao do HIV-1, embora
nenhuma associa¢do do genéro com a progressdo para AIDS tenha sido observada (Sterling et
al., 2001). Nos nossos resultados encontramos que no grupo do subtipo-C as mulheres
apresentaram menor ativacao celular (baseado no perfil global de expressdo combinada de
CD38+ e HLA-DR+) do que os homens. Contudo a ativagdo celular observada apds o
primeiro ano no grupo do subtipo-C (resultados da Vn e dadifeenga (AVn-V1)) permaneceu

maior e estatisticamente significativa quando comparada com a ativacgdo celular apresentada
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pelo grupo subtipo N&o-C, tanto na anélise univariada como na multivariada (onde se elimina
a influéncia do género no desfecho, ativacao celular, (dados ndo mostrados)).

Particularmente, no presente estudo, individuos infectados por subtipo N&o-C, apesar
de apresentar carga viral estavel em ambas visitas (fase recente e estabelecida) no primeiro
ano de infeccdo, esse grupo de pacientes apresentou uma diminui¢do significativa na
contagem de células T CD4+. Tarosso et al, (2014), identificou individuos infectados pelo
subtipo BF apresentando reducéo mais rapida de células T CD4/ mm® em comparacéo com 0s
pacientes infectados pelo subtipo B (Tarosso et al., 2014). Touloumi et al., (2013), ao analisar
varias coortes europeéias observaram que o grupo de individuos infectados com o subtipo B do
HIV-1 apresentou maior contagem de células T CD4+ na soroconversao quando comparado
com o grupo infectado pelo subtipo C, porém ao acompanhar esses individuos, constatou que
a perda de células T CD4+ no grupo de subtipo-C foi marginalmente menor quando
comparado com o grupo do subtipo B, e que a carga viral foi menor no subtipo-C em relagéo
ao grupo do subtipo-B (Touloumi et al., 2013). Juntamente, esses achados sugerem que a
introducdo de diferentes subtipos virais dentro de uma populacdo pode levar a diferentes
resolucdes da infeccdo.

Referente ao perfil de ativagdo celular encontrado (CD38+HLA-DR+), a analise de
regressdo revelou nitidamente uma associagdo do subtipo viral com a ativacdo celular
apresentada pelo grupo subtipo-C comparado com o encontrado no grupo subtipo N&o-C. As
diferencas entre os subtipos se expressaram mais na fase estabelecida, sendo mais perceptiveis
ao analisar as diferencas que aconteceram em cada grupo ao longo de um ano de infeccéo.

Com a analise de regressdo linear, em um modelo ajustado multivariado, considerando
a influéncia de algumas variaveis como carga viral do HIV-1, contagem de CD4/ mm?® e
infeccdo por GBV-C na fase recente, género (macho x fémea), fator de risco sexual (HSH) e
CCR5A32, ainda assim identificamos uma diferenca significativa ainda maior na ativacao
celular na populacdo de células T CD4+ induzida no grupo subtipo-C em relacdo ao Néao-C.
Ao contrario do aumento do perfil de ativacdo celular encontrado no grupo subtipo-C,
identificamos uma diminuic¢éo na quantidade de células T CD4+ totais e ativadas e também na
frequéncia e na quantidade de células T CD8+ CD38+HLA-DR+/ mm® no grupo subtipo N&o-
C ao longo de um ano de infeccdo. A frequéncia das células T CD4 e T CD8 ativadas
encontrados neste trabalho correspondem em meédia os valores encontrados na literatura
(Kestens et al., 1994; Cossarizza et al., 2012).

De acordo com alguns estudos, o nivel de expressdao de CD38 nas células T CD8+ se

correlaciona melhor com a progressdao da doenga quando comparado com a contagem de
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células T CD4+ e viremia plasmética (Bofill et al., 1996; Mocroft et al., 1997). Considerando
que o ciclo replicativo do virus HIV-1 esta intimamente relacionado com o estado de ativaco
celular, ja que o virus, apds adentrar a célula do hospedeiro, precisa da maquinaria da célula
ativada para se replicar, porém nossos resultados encontraram uma relacdo inversa no grupo
do subtipo N&o-C e C, provavelmente outros fatores estejam envolvidos na indugdo da
ativacgdo celular independente de viremia.

De fato, Giorgi J.V., et al., 1993, mostraram que o nivel de ativacdo de células T
CD4+ e CD8+ durante a fase aguda da infeccdo é capaz de influenciar os niveis de viremia do
HIV-1 e que os niveis de celulas T CD8+ CD38+ pode predizer a perda de células T CD4+
(Giorgi et al., 1993). Além disso, acredita-se que parte dessas células sejam especificas a
epitopos do HIV-1, e que essas células especificas possuem um papel importante na resposta
imune contra o virus. Com efeito, Wilson, J. et al., 2000 observaram que, em individuos HIV
positivos, a queda dos niveis de viremia ocorre logo apds o pico de células T especificas ao
HIV, sugerindo a relevancia dessas células no controle da infeccdo (Wilson et al., 2000). Em
adicdo, Cossariza, et al., 2012, demonstraram que individuos com menor frequéncia de
células T CD4+ e CD8+ ativadas nos primeiros meses de infeccdo podiam permanecer mais
tempo sem terapia antirretroviral (Cossarizza et al., 2012). Com base na literatura a ativagéo
celular especifica ao virus é essencial na resposta antiviral, porém uma ativacdo exacerbada se
torna prejudicial ao paciente.

Explorando o fenétipo das células T CD4+ ativadas encontramos um aumento na
frequéncia de células T CD4+ de memdria efetora e efetora terminal em detrimento de uma
diminuicdo na frequéncia de células T CD4+ de memoria intermediaria ap0s o primeiro ano
de infeccdo por subtipo-C. Enquanto que no grupo subtipo N&o-C uma pequena e significativa
diminuicdo foi encontrada na frequéncia de células T CD4+ de memoria transitoria e um
aumento na frequéncia de células de memoria intermedidria. O potencial preditivo da
frequéncia de células T CD8+ ativadas (CD38+) pode ser aumentado pela andlise desse
marcador nas subpopulacdes de memoria (Bofill et al., 1996). A anélise das células T CD8+
identificou que o grupo subtipo-C apresentou um aumento na frequéncia de células T CD8+
de memoria efetora, e também uma diminuicdo de células naive e memoria transitoria.
Enquanto que no grupo subtipo N&o-C, obteve uma diminui¢do na frequéncia de células T
CD8+ de memodria central e transitéria seguida de um aumento de células memdria efetora e
efetora terminal.

Com a andlise da frequéncia das subpopula¢bes percebe-se que o grupo subtipo-C

apresenta um nivel de maturacdo e expansao celular das celulas T CD4+ e T CD8+ mais
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desenvolvido, desencadeado precocemente no primeiro ano da infecgdo, comparado com 0
grupo do subtipo Nao-C. Essas alteracGes nas frequéncias podem estar relacionadas com o
perfil distinto de ativacdo encontrado em cada subpopulacdo celular uma vez que a ativacéao
celular é responsavel pelo processo de maturacdo das células em efetoras no combate a
infeccdo. Assim, é provavel que o perfil de ativacdo elevado encontrado no grupo do subtipo-
C esteja associado ao aumento da frequéncia de subpopulagdes de células T CD4+ ativadas
com fendtipo naive, memoria central, memoria efetora e efetora terminal, e & diminuicdo nas
células T de memoria intermediaria. Considerando o grupo do subtipo N&o-C, ndo houve
diferenga na ativacdo celular das subpopulaces de células T CD4+ mesmo apresentando
alteracdes na frequéncia dessas subpopulacfes. A diferenca da ativacdo apresentada pelo
subtipo-C foi constatada na frequéncia de células T CD4+ ativadas de memdria central,
memoria efetora e efetora terminal, quando comparada com o Nao-C.

Apesar de acreditarmos que uma maior e mais rapida indugdo da resposta imune nao
seja um bom cenério para os paicentes com doencas inflamatdrias de carater crénico como a
infeccdo pelo HIV-1, os resultados observados no grupo do subtipo-C podem receber outra
interpretacdo. Podemos considerar que a ativacao celular encontrada e o perfil de expanséo e
ativagdo das celulas T CD4+ e T CD8+ de memoria efetora podem estar envolvidas na
geracdo de uma resposta imune eficiente e, por isso, uma consequente reducéo na carga viral.
Particularmente, as alteracfes nas frequéncias das células T de memdria podem ser devido a
uma redistribuicdo de células T CD4+ de memoria que podem estar retidas nos tecidos
criticos onde a replicacdo acontece (Kestens et al., 1994). Esses dados de viremia encontrados
apontam também para propriedades especificas do virus subtipo-C, como a capacidade de
fitness viral, ou infectividade do virus, que por sua vez se sabe que é menor que a do grupo
subtipo Ndo-C. Como ndo investigamos a especificidade da expansdo e ativacdo celular
encontrada ndo podemos inferir que a ativacdo encontrada no subtipo-C é benéfica ou nédo
para o individuo.

Segundo a literatura, a persisténcia de antigenos do HIV-1 mantém a expansao de
células T em niveis altos, mas na auséncia de antigenos essas células tendem a sofrer apoptose.
Pode ser esse fenbmeno que esteja acontecendo com as células do grupo subtipo Né&o-C.
Alguns estudos relataram que o nuimero aumentado de celulas T CD8+ observados na
infeccdo aguda do HIV-1 implica em uma expanséo inicial massiva de células T CD8 virus-
especificas, embora ja tenha sido observado que em modelos animais a frequéncia dessas
células declina rapidamente quando o virus € eliminado (Butz e Bevan, 1998; Kuroda et al.,

1999). Relatos anteriores apresentaram resultados semelhantes, auséncia de correlacdo da

63



carga viral, com declinio da contagem de linfécitos T CD4 + e a ativacdo generalizada e
expansao de células T CD8+ relacionada com o declinio da contagem de linfocitos T CD4 +,
esta ativacdo tem sido associada a maior declinio de células T CD4+ e progressao clinica
independente dos niveis plasmaticos de carga viral do HIV (Giorgi et al., 1993; Mellors et al.,
1997; Leng et al., 2001).

A frequéncia de células T CD8+ ativadas na auséncia de TARV excede em muito a
frequéncia de células T especificas ao HIV-1 sendo que a ativacdo e expansao de células T
ndo especificas tem sido documentada claramente durante a infeccdo aguda pelo HIV-1.
Apesar desta resposta celular, a maioria dos doentes infectados com HIV-1 apresenta
progressao clinica na auséncia de terapia antirretroviral, consequente da inflamacéo sistémica.
No entanto, individuos infectados pelo HIV-1 por longo tempo, que permaneceram
assintomaticos por mais de 10 anos (conhecidos como LTNP-long term non progressors)
sugerem que a qualidade da resposta imune celular é um dos principais fatores relacionados
ao controle espontaneo da replicacdo viral, embora outras caracteristicas da resposta imune
celular como a capacidade de expansdo de células T especificas do virus, também poderia
estar relacionado com o controle da replicacdo viral (Migueles et al., 2002; Horton et al.,
2006; Lopez et al., 2008).

Nas ultimas décadas, uma inflamacéo persistente e sistémica na infeccdo pelo HIV-1
tem sido associada também a deplecdo de células T CD4+ de membria no trato
gastrointestinal e consequente liberacdo de produtos bacterianos na circulacdo, causando
translocacdo microbiana, desencadeando numa progressao da infeccdo pelo HIV. Estudos tem
identificado que a proliferacdo de células T CD4+ é impulsionada por uma combinacdo da
resposta homeostatica e da estimulacdo antigenica, em contraste, a proliferacdo de células T
CD8+ ¢ impulsionada principalmente pela presenca do virus (Catalfamo et al., 2008). A
diminuicdo das células T CD4+ no grupo do subtipo N&o-C deste estudo pode ser resultado da
presenca de co-infeccbes ou da persisténcia de carga viral. Sabe-se que a resposta de células T
CD4 especificas ao virus encontra-se enfraquecida no curso inicial da infeccdo. Assim, uma
resposta proliferativa de células T CD4+ especificas ao HIV-1 fraca ou ausente pode ser um
ponto chave de uma infeccdo progressiva do HIV-1 (Wahren, Morfeldt-Mansson, et al.,
1987).

De fato, um estudo em pacientes ndo- respondedores imunologicos (CD4+ menor de
300 células/ mm?® e mais de 1 ano fazedo uso de TARV), demonstrou que a proliferacdo de
células T CD4+ pode ser direcionada tanto por pressdo homeostatica como viroldgica,

enquanto que nas células T CD8+ a proliferacéo é direcionada primeiramente pela carga viral.
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Constatou também que a carga viral estava fracamente associada com células T CD4+ de
memoria central, ndo relacionada com a proliferacdo de células T CD8+ de memdria central,
porém fortemente associada com a proliferacdo de células T CD4+ e CD8+ de memoria
efetora (Srinivasula et al., 2011).

Ainda com relagdo a perda de células T CD4+ na infeccdo pelo HIV-1, outros
mecanismos que poderiam ser responsaveis por esse fendmeno na auséncia de alteracbes na
carga viral tém sido investigados. Uma hipdtese consistente argumenta que tanto células T
CD4+ infectadas pelo HIV-1 como aquelas ndo-infectadas podem ter seu mecanismo de
autofagia (autodigestdo) acionado a partir da interagdo da molécula CXCR4 com a proteina gp
120 expressa em algumas células efetoras, essa interacdo pode desencadear a formacdo de
sincicio (células gigantes multinucleadas), demonstrando assim que a autofagia também pode
preceder a apoptose em algumas ocasides. Outros estudos também demostraram que a
inducdo da via apoptotica mediada pela proteina Env pode ser acionada pelo mesmo
mecanismo (Perfettini et al., 2005; Espert et al., 2006). Porém sabe-se que o virus do subtipo-
C ndo consegue alterar seu tropismo da molécula CCR5 para CXCR4 na fase avancada da
infeccdo, e é nessa fase onde se observa virus com tropismo para CXCR4 (Cecilia et al.,
2000).

Investigacdes direcionadas as propriedades do virus do subtipo C identificaram que
isolados desse subtipo podem se replicar com menor eficiéncia que os isolados do subtipo B,
sugerindo que o fitness do HIV-1 pode estar fortemente associado com a progressao rapida da
doenca (Blaak et al., 1998; Quinones-Mateu et al., 2000). Segundo Ball et. al., essa diferenca
de fitness viral entre os subtipos do HIV-1 pode estar relacionada com a eficiéncia na entrada
da célula do hospedeiro, processo este que envolve a participacdo das moléculas CD4+ e
CCRS5 (Ball et al., 2003).

Velasquez-Campoy et al. sugeriram que o subtipo viral C pode ser mais estavel e que
0s genes que codificam a protease podem ter uma atividade catalitica aumentada em relacéo
aos outros subtipos (Velazquez-Campoy et al., 2001), favorecendo o seu ingresso dentro das
células. Outra caracteristica verificada no subtipo-C é a presencga de um sitio extra na regido
génica do LTR (Long Terminal Repeat) viral de ligacdo do fator de transcricdo NF-xB o que
pode levar a um aumento na expressdo génica viral e alteragdo da transmissibilidade e
patogénese do virus do subtipo-C (Tatt et al., 2001). Estas informacdes sugerem que a
ativacdo das células T CD4+ observada na infeccdo HIV-1 pode ser fortemente influenciada
por genes virais que diferem entre clades virais. Diferengas genéticas nos genes LTR, nef, tat

e vpu tem sido identificados no subtipo-C e pode influenciar na viruléncia (Bachu et al., 2012).
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O HIV-1 tem desenvolvido muitas vias para dimiuir a resposta antiviral de células T
CD4+ incluindo delecdo por apoptose (Chaves e Kallas, 2004), infeccdo de células T
auxiliares especificas, apresentacdo ineficiente de antigenos virais por moléculas de MHC I
(Polyak et al., 1997), inibicéo da transcri¢cdo de moléculas de MHC de classe Il (Kanazawa et
al., 2000) e uma capacidade reduzida em ativar as células T em um modo restrito a HLA-DR
especifico a peptideos observadas em células expressando proteina nef (Stumptner-Cuvelette
et al., 2001). Se genes especificos podem ser identificados se estdo associados com diferencas
na imunopatogénese, isso poderia sugerir estratégias em reduzir a destruicdo imune associada
a infeccéo.

Em relagdo aos achados de células T reguladoras (Tregs), foi identificada neste estudo
uma diminuicdo na frequéncia dessas células no grupo do subtipo C. Ja esta bem estabelecido
na literatura que as células Tregs CD4+ possuem a capacidade de regular negativamente as
respostas de células T auto-reativas (Kuniyasu et al., 2000). Estudo com modelo animal
observou que apos a remocdo das células Tregs ha uma exacerbagdo da ativacdo celular e
desenvolvimento de autoimunidade (Asano et al., 1996). A grande maioria dos trabalhos
compararam 0s niveis de células Tregs encontrados nos individuos infectados por HIV com
controles saudaveis. Aandahl et al., 2004, realizaram ensaio in vitro retirando células T CD4+
CD25+ do total de CMSP e observaram que a auséncia dessas células T regs resultaram em
um aumento na resposta de células T CD4 contra o virus HIV-1 (Aandahl et al., 2004). As
células T reguladoras por expressar a molécula CD4, podem ser infectadas pelo virus e ter sua
populacdo depletada ao longo do tempo na infec¢do progressiva pelo HIV-1, correlacionando
tambem com a ativagdo immune (Jiao et al., 2009).

Na infec¢do crénica pelo HIV-1, Eggena et al. (2005) apesar de caracterizar células
Tregs de forma diferente do que utilizamos neste trabalho, encontraram resultados
semelhantes aos nossos e consideraram que uma hiperativacdo celular esteja associada com
uma deplecdo das células T regs (Eggena et al., 2005). Outros trabalhos identificaram um
aumento na frequéncia de células Tregs nos individuos infectados por HIV na fase cronica e
na auséncia de tratamento comparado com controles saudaveis, eles ndo encontraram relacéo
da frequéncia de Tregs com viremia do HIV-1, porém ao analisar a fungdo dessas células
percebeu-se diminuida nos individuos infectados (Tsunemi et al., 2005). Thorborn et al.,
(2010), porém, observaram um aumento da atividade supressora das células Tregs na infecgéo
crbnica (Thorborn et al., 2010). Neste trabalho analisamos a atividade supressora das células
T regs através da frequéncia de células Tregs expressando a molécula CD39+, os resultados

mostraram auséncia de diferenca entre os grupos de subtipos N&o-C e C, porém néo
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analisamos a densidade da expressdo (através da média de intensidade de fluorescéncia,
quanto maior a intensidade mais proteinas tem na superficie e mais anticorpos se ligaram a
esssa proteina) dessas moléculas nas células Tregs, pois segundo Schulze et al. (Schulze Zur
Wiesch et al., 2011) o nivel de expressdo de CD39+ correlacionou positivamente com a
viremia do HIV-1 e ativacdo celular. Vérios outros mecanismos que ndo foram explorados
neste trabalho podem ainda estar envolvidos na resposta imune gerada por cada grupo de
subtipos virais do HIV-1.

Com base nos achados deste trabalho, acreditamos que o perfil de ativacdo celular
encontrado nos pacientes infectados pelo subtipo-C do HIV-1, esteja associado a uma
progressdo mais rapida para AIDS. Isto com base em pardmetros inflamatorios, como as
alteracdes encontradas na dinamica de diferenciacdo de células efetoras, no aumento da
frequéncia de células T ativadas e na diminuicdo de células T regs,

comparando com os achados encontrados nos pacientes infectados por subtipos Nao-C.
Futuras pesquisas sdo necessarias para confirmar se a infeccdo por subtipo-C no Brasil esta
associada com mais gravidade e progressdao mais rapida. Esse estudo possuiu algumas
limitacGes como pequeno ndmero amostral, curto tempo de seguimento (devido ao inicio da
terapia antiretroviral), que nos impediu de tirar conclusdes firmes sobre a progressdo da
doenca. No entanto, estas sdo combatidas por fortes pontos-chave, como a Unica populagdo de
estudo em que as infeccdes dos subtipos B e C realmente co-circulam, a capacidade de
estudar os individuos a partir da infeccdo precoce, a coorte longitudinal prospectiva e o
rigoroso desenho experimental enriqueceram os achados e garantem a contribuicdo do estudo
ao seguimento clinico de todos os individuos. Compreender o papel do subtipo viral na
patogénese e transmissao do HIV-1 é fundamental para a compreensdo da pandemia atual.
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Conclusao
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8. CONCLUSAO

A conclusdo desse estudo foi centrada na comparacdo do grupo de individuos
infectados por subtipo C ou contendo partes do subtipo C comparado com o grupo de
individuos infectados por subtipos N&o-C ap6s um ano de infec¢do pelo HIV-1.

e O grupo de individuos infectados por subtipo C apresentou maior frequéncia e
quantidade de células T CD4+ ativadas (CD38+HLA-DR+) (cels/ mm®) de
sangue comparado aos individuos infectados por subtipos N&o-C que
apresentaram uma diminui¢do na quantidade de células T CD4+ ativadas (cels/
mm?®) de sangue;

e O grupo de individuos infectados por subtipo C apresentou maior expansao de
células T CD4+ de memoria efetora e efetora terminal e maior frequéncia de
células T CD8+ de memoria efetora comparada aos individuos infectados por
subtipos Néo-C;

e O grupo de individuos infectados por subtipo-C apresentou maior frequéncia
de células T CD4+ com fendtipo de memoria efetora e efetora terminal
ativadas (CD38+ HLA-DR+), e maior frequéncia de células T CD8+ de
memoria efetora ativadas comparando com os individuos infectados por
subtipos Né&o-C;

e O grupo de individuos infectados por subtipo-C apresentou menor frequéncia
de células T CD4+ Tregs comparado aos individuos infectados por subtipos

Nao-C.
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10. Anexos

10. Anexo A- Informacdes detalhadas das analises estatisticas dos parametros: percentuais da
expressdo total e combinada de CD38+ e HLA-DR+ nas céluls T CD4+ totais que
apresentaram diferenca estatistica significante. A analise comparativa entre 0s grupos Subtipo
—Nao-C e subtipo-C.

Valor minimo Valor maximo

Populagéo celular Escala Visita Coilf;‘gif:nte (Intervalo de (Intervalo de Valor de p igg?g;?;;g;e
Confianga 95%) @ Confianga 95%)
PERCENTUAL
Expressao total e combinada de CD38+ e HLA-DR+ nas células T CD4+ total

CD4_38p% Linear| V1 -9,100 -17,931 -0,269 0,04362 -0,544
CD4_38pDRn% Linear] V1 -7,707 -15,168 -0,246 0,04312 -0,545
CD4_38pDRn% Linear| Vn-V1 | 12,633 7,160 18,106 0,00002 0,893
CD4_38pDRp% Log Vn 0,422 0,264 0,674 0,00050 -1,054
CD4_38pDRp% Log | Vn-V1 0,443 0,313 0,628 0,00002 -0,993

CD4 _DRp% Log Vn 0,468 0,317 0,691 0,00024 -1,143

CD4_DRp% Log | Vn-V1 0,437 0,320 0,598 0,00000 -1,246
CD4_38nDRp% Log Vn 0,545 0,382 0,776 0,00107 -1,044
CD4_38nDRp% Log | Vn-V1 0,452 0,333 0,612 0,00000 -1,366

85



10.Anexo B- Informacdes detalhada das anélises estatisticas dos parametros: percentuais e
valores absolutos das subpopulacdes de células T CD4+ com fenotipos Naive, memdria
central, memdria transitoria, memoria intermediaria, memoria efetora e efetora terminal. A
anélise comparativa entre os grupos Subtipo Nao-C e subtipo-C.

- Coeficiente Valor minimo Valor maximo Coeficiente de
Populacgéo celular Escala Visita NEO-C (In_tervdlo de (In_ter\rdlo de Valor de p padronizacéo
Confianca95%) @ Confianca95%)
PERCENTUAL
Diferenciagéo ontogénica de células T CD4+
CD4 _NV% Linear| Vn-V1 3,429 0,868 5,990 0,00951 0,601
CD4 EM% Log V1 1,540 1,155 2,052 0,00386 0,765
CD4_EM% Log Vn 0,672 0,488 0,926 0,01580 -0,704
CD4 EM% Log | Vn-V1 0,437 0,315 0,604 0,00000 -1,469
CD4 ET% Log Vn 0,599 0,360 0,998 0,04911 -0,505
CD4 ET% Log | Vn-V1 0,398 0,245 0,646 0,00033 -0,907
CD4 INT% Linear| V1 -7,533 -13,417 -1,648 0,01297 -0,664
CD4_INT% Linear| Vn 6,355 0,125 12,586 0,04572 0,560
CD4 INT% Linear| Vn-V1 [ 13,888 8,047 19,729 0,00001 1,224
VALORES ABSOLUTOS (Cels/mm?®)
Diferenciacéo ontogénica de células T CD4+
CD4 NV _c Linear| Vn-V1 [ 18,523 1,129 35917 0,03728 0,510
CD4 EM_c Log V1 1,904 1,412 2,567 0,00006 1,030
CD4 EM_c Log | Vn-V1 0,389 0,266 0,571 0,00001 -1,509
CD4 ET ¢ Log V1 1,860 1,040 3,329 0,03692 0,562
CD4 ET c Log | Vn-V1 0,349 0,199 0,610 0,00038 -0,954
CD4 TM_c Log V1 1,551 1,104 2,179 0,01233 0,668
CD4 _INT c Log Vn 1,816 1,103 2,989 0,01977 0,805
CD4 INT ¢ Log | Vn-V1 1,890 1,145 3,121 0,01373 0,859
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10.Anexo C- Informac6es detalhada das analises estatisticas dos parametros: percentuais e
valores absolutos das subpopulacGes de células T CD4+ com fendtipos Naive, memoria
central, memoria transitoria, memoria intermediaria, memoria efetora e efetora terminal
expressando as molécuas CD38+. A andlise comparativa entre os grupos Subtipo Néao-C e
subtipo-C.

x _ Coeficiente Valor minimo Valor maximo Coeficiente de
Populacéo celular Escala Visita NEO-C (In.ter\rollo de (In.ter\rallo de Valor de p padronizagso
Confianca 95%)  Confianca 95%)
PERCENTUAL
Expresséo total de CD38+ nas subpopulac¢des de células T CD4+
CD38+

CD4_NV38p% Linear| Vn-V1 2,010 0,636 3,384 0,00482 0,539

CD4_EM38p% Log Vn 0,522 0,296 0,919 0,02506 -0,666

CD4_EM38p% Log | Vn-V1 0,446 0,300 0,663 0,00013 -0,826

CD4_ET38p% Log Vn 0,386 0,175 0,853 0,01936 -0,674

CD4_ET38p% Log | Vn-V1 0,344 0,192 0,618 0,00055 -0,756
CD4_INT38p% Linear| V1 -4,677 -9,307 -0,047 0,04780 -0,534
CD4_INT38p% Linear| Vn-V1 9,106 4,721 13,490 0,00010 1,039

VALORES ABSOLUTOS (Cels/mm?®)
CD38+

CD4_NV38p_c Linear| Vn-V1 [ 9,979 1,047 18,910 0,02916 0,443
CD4_EMS38p_c Log Vn 0,574 0,345 0,957 0,03393 -0,596
CD4_EM38p _c Log | Vn-V1 | 0,394 0,257 0,605 0,00005 -1,001
CD4_ET38p_c Log Vn 0,419 0,196 0,893 0,02493 -0,632
CD4 _ET38p ¢ Log | Vn-V1 [ 0,297 0,159 0,555 0,00026 -0,881
CD4_INT38p_c Log Vn 1,756 1,008 3,056 0,04671 0,702
CD4_INT38p_c Log | Vn-V1 1,977 1,184 3,300 0,00997 0,850
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Anexo D- Informacdes detalhada das analises estatisticas dos parametros: percentuais e
valores absolutos das subpopulacdes de células T CD4+ com fenotipos Naive, memdria
central, memoria transitéria, memoria intermediaria, memdria efetora e efetora terminal
expressando as molécuas HLA-DR+. A analise comparativa entre os grupos Subtipo N&o-C e
subtipo-C.

Coeficient Valor minimo Valor maximo Coeficiente de
Populagé&o celular Escala Visita Oillcwén € (Intervalo de (Intervalo de Valor de p OZ ICIE_m e~
il Confianca95%)  Confianca 95%) pacronizagao
PERCENTUAL
Expresséo total de HLA-DR+ nas subpopulagdes de células T CD4+
HLA-DR+
CD4_NVDRp% Linear| Vn -0,759 -1,245 -0,274 0,00270 -1,619
CD4 NVDRp% Linear] Vn-V1 -0,686 -1,061 -0,310 0,00054 -1,462
CD4 CMDRp% Linear] Vn -0,565 -0,912 -0,217 0,00189 -2,528
CD4_CMDRp% Linear| Vn-V1 -0,565 -0,878 -0,252 0,00061 -2,531
CD4 EMDRp% Log Vn 0,458 0,285 0,737 0,00169 -0,927
CD4_EMDRp% Log | Vn-V1 0,371 0,252 0,547 0,00000 -1,178
CD4 _ETDRp% Log Vn 0,316 0,152 0,654 0,00244 -0,844
CD4_ETDRp% Log | Vn-V1 0,248 0,143 0431 0,00000 -1,019
CD4_TMDRp% Log | Vn-V1 0,627 0473 0,830 0,00149 -0,948
VALORES ABSOLUTOS (Cels/mm?®)
HLA-DR+
CD4 NVDRp_c Linear| Vn -4,433 -8,111 -0,754 0,01902 -1,675
CD4 _NVDRp_c Linear| Vn-V1 -4,359 -7,450 -1,268 0,00648 -1,647
CD4 CMDRp ¢ Linear| Vn -3,403 -6,316 -0,490 0,02280 -2,479
CD4 CMDRp _c Linear| Vn-V1 -3,670 -6,300 -1,040 0,00703 -2,673
CD4 EMDRp_c Log Vn 0,517 0,326 0,819 0,00569 -0,790
CD4 EMDRp_c Log | Vn-V1 0,338 0,212 0,536 0,00002 -1,299
CD4 ETDRp_c Log Vn 0,356 0,171 0,742 0,00664 -0,768
CD4 ETDRp_c Log | Vn-V1 0,223 0,117 0,424 0,00002 -1,116
CD4 TMDRp_c Log V1 1477 1,116 1,953 0,00709 0,716
CD4 TMDRp_c Log | Vn-V1 0,579 0,406 0,827 0,00325 -1,002
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10. Anexo E- Informacfes detalhada das analises estatisticas dos parametros: percentuais e
valores absolutos das subpopulacdes de células T CD4+ com fenotipos Naive, memdria
central, memoria transitéria, memoria intermediaria, memoria efetora e efetora terminal co-
expressando as molécuas CD38+HLA-DR+. A andlise comparativa entre 0s grupos Subtipo
Né&o-C e subtipo-C.

. . Coeficiente Valor minimo Valor méximo Coeficiente de
Populacéo celular Escala Visita NZ0-C (In_ter\rollo de (In_ter\rollo de Valor de p padronizacio
Confianca95%)  Confianca 95%)
PERCENTUAL
CO-EXPRESSAO CD38+HLA-DR+
CD4 NV38pDRp% Linear| Vn -0,656 -1,108 -0,205 0,00511 -1,539
CD4_NV38pDRp% Linear| Vn-V1 [ -0,596 -0,943 -0,249 0,00106 -1,398
CD4_CM38pDRp% Linear| Vn -0,460 -0,753 -0,168 0,00256 -2,777
CD4 _CM38pDRp% Linear| Vn-V1 | -0,464 -0,735 -0,193 0,00112 -2,801
CD4_EM38pDRp% Log Vn 0,420 0,233 0,759 0,00472 -0,848
CD4_EM38pDRp% Log | Vn-V1 | 0,374 0,241 0,580 0,00003 -0,963
CD4 ET38pDRp% Log Vn 0,276 0,122 0,621 0,00237 -0,843
CD4 ET38pDRp% Log | Vn-V1 | 0,246 0,137 0,442 0,00001 -0,916
CD4 TM38pDRp% Log | Vn-V1 [ 0,667 0,475 0,935 0,01961 -0,697
VALORES ABSOLUTOS (Cels/mm3)
CD4 NV38pDRp_c Linear| Vn -3,898 -7,357 -0,439 0,02786 -1,636
CD4 _NV38pDRp_c Linear| Vn-V1 -3,847 -6,756 -0,938 0,01040 -1,615
CD4_CM38pDRp_c Linear| Vn -2,810 -5,295 -0,325 0,02734 -2,873
CD4 CM38pDRp ¢ Linear| Vn-V1 -3,014 -5,321 -0,707 0,01131 -3,081
CD4_EMS38pDRp_c Log Vn 0,468 0,269 0,813 0,00784 -0,774
CD4 _EMB38pDRp_c Log | Vn-V1 0,336 0,206 0,549 0,00004 -1,111
CD4 ET38pDRp c Log Vn 0,309 0,137 0,694 0,00519 -0,784
CD4 ET38pDRp_c Log | Vn-V1 0,221 0,112 0,435 0,00004 -1,007
CD4 TM38pDRp_c Log V1 1,405 1,040 1,897 0,02731 0,593
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10.Anexo F- Informactes detalhada das analises estatisticas dos parametros: percentuais e
valores absolutos das subpopulacGes de células T CD4+ com fendtipos Naive, memoria
central, memoria transitoria, memdria intermediaria, memoria efetora e efetora terminal. A
andlise comparativa entre os grupos Subtipo Nao-C e subtipo-C.

- Coeficiente Valor minimo Valor maximo Coeficiente de
Populagéo celular Escala Visita NEo-C (InFervan de (In.tervalo de Valor de p padronizacio
Confianga 95%)  Confianca 95%)
PERCENTUAL
Diferenciacdo ontogénica de células T CD8+

CD8_NV% Linear Vn-V1 1,769 0,214 3,325 0,0264 0,552
CD8_CM% log Vn-V1 0,722 0,555 0,939 0,0161 -0,322
CD8 _EM% Linear Vn -12,359 -20,335 -4,383 0,0029 -0,993
CD8_EM% Linear Vn-V1 -11,683 -19,402 -3,963 0,0036 -0,939
CD8 _TM% Linear Vn 10,360 3,420 17,299 0,0041 0,720
CD8_INT% log Vn 1,807 1,154 2,829 0,0106 0,791
CD8_INT% log Vn-V1 2269 1,533 3,357 0,0001 1,095

VALORES ABSOLUTOS
Diferenciagdo ontogénica de células T CD8+

CD8_NV_c Linear Vn-V1 17,864 2,815 32,913 0,0208 0,420
CD8 CM_c log Vvn-vli 0,701 0,505 0,972 0,0336 -0,321
CD8_EM_c log Vn 0,699 0,493 0,992 0,0451 -0,538
CD8 _EM_c log Vn-V1l 0,653 0,481 0,887 0,0071 -0,640
CD8_INT_c log Vn 1,763 1,103 2,817 0,0187 0,730
CD8 INT_c log Vn-V1 2202 1,429 3,393 0,0005 1,017
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10.Anexo G- Informacdes detalhadas das andlises estatisticas dos parametros: percentuais e
valores absolutos da expressao individual e combinada de CD38+ e HLA-DR+ nas células T
CDB8+ totais e das subpopulacdes de células T CD8+ (Naive, memdria central, memoria
transitoria, memoria intermediaria, memoria efetora e efetora terminal) que apresentaram
diferenca estatistica significante. A andlise comparativa entre os grupos Subtipo N&o-C e
subtipo-C.

Coeficiente Valor minimo Valor maximo Coeficiente de
Populagéo celular Escala Visita NE0-C (In_ter\rdlode (In_ter\ralode Valor de p padronizagao
Confianca 95%)  Confianca 95%)
(%) CD38+
CD8 INT380% | Log |vn-vi| 2152 | 1,462 | 3,166 | 0,0002 | 0,926
CD38+ (cel/mm®)
CD8_INT38p_c | Log |Vn—V1| 2,076 | 1,315 | 3,276 | 0,0022 | 0,819
(%) HLA-DR+
CD8 CMDRp% |Linear| Vn -0,362 -0,633 -0,092 0,0094 -0,618
CD8 CMDRp% |Linear|Vn-V1| -0,348 -0,665 -0,030 0,0326 -0,593
CD8_EMDRp% Log |Vn-V1| 0,659 0,483 0,898 0,0091 -0,608
HLA-DR+ (Cels/mm®)
CD8 CMDRp_c [Linear| Vn -3,292 -6,164 -0,420 0,0254 -0,425
CD8 EMDRp_c¢ | Log |Vn-V1| 0617 0,425 0,895 0,0119 -0,557
Expresséo total e combinada de CD38+ e HLA-DR+
(%)
CD8 38pDRn% |Linear| V1 -6,552 -12,858 -0,246 0,0419 -0,548
CD8 38pDRn% |Linear(Vn-V1| 4,774 0,250 9,298 0,0390 0,399
CD8 38nDRp% |Linear|Vn-V1| -2958 -4,621 -1,295 0,0007 -0,777
(Cels/mm?®)
CD8_CM38pDRp_c|Linear| Vn | -2,660 | -5,175 | -0,146 0,0385 -0,351
(%) CD38+HLA-DR+
CD8 CM38pDRp% [Linear| Vn -0,300 -0,5637 -0,063 0,0141 -0,524
CD8 EM38pDRp% | Log |Vn-V1| 0,706 0,518 0,963 0,0283 -0,427
CD8_INT38pDRp%| Log |Vn-V1| 1574 1,042 2,378 0,0318 0,531
CD38+HLA-DR+ (Cels/mm3)
CD8_CM38pDRp_c|Linear| Vn -2,660 -5,175 -0,146 0,0385 -0,351
CD8 EM38pDRp_c| Log |Vn-V1| 0,662 0,451 0,974 0,0365 -0,415
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ABSTRACT (190-words)

Background: Cellular activation relates to the pace of HIV-1 immunodeficiency.
However, HIV genetic diversity and its relation with disease progression is less clear.
This study compared cellular activation among subtype C versus non-C HIV-1 infected
individuals during the first infection year.

Methods: Samples from 63 antiretroviral naive HIV-1 infected individuals from two
Brazilian cohorts, had their differentiation and activation T cell-parameters analyzed
during acute infection and after virologic set point.

Results: No changes of differentiation and activation of CD4+ and CD8+ T cells profile
between patients’ groups were detected on baseline visit, but higher frequency of
CD38+HLA-DR+ CD4+ T cells, and both higher frequency of activated effector and
terminal effector memory CD4+ T-cells was detected in the subtype C-containing group
at follow up visit. Higher activated effector memory CD8+ T cells among C-containing
compared to non-C group at follow up visit was detected. Regulators CD4+ T cells
revealed decreased frequency among subtype C-containing group compared to non-C in
both visits.

Conclusion: Subtype C-containing group presented and evolves to a different activation
profile during first year of infection, which may related to different course of disease
progression, levels of cell and tissue deterioration related to microinflammation, and

infectivity during HIV transmission.
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INTRODUCTION (3,344 words)

Cellular activation is implicated in immunodeficiency progression and the development
of HIV-1-infection related end-organ disease. Different host factors that influence this
disease progression including presence of HLA-B27 (Meyerhans et al., 1991; Den Uyl
et al., 2004), -B57 (Klein et al., 1998; Leszczyszyn-Pynka et al., 2015) and CCR5 A32
alleles (Huang et al., 1996); GBV-C co-infection (Tillmann et al., 2001; Xiang et al.,
2001) is also associated with slower disease progression. It is less clear whether specific
HIV-1 viral features drive the evolution of more aggressive or less aggressive clinical
disease. HIV-1 infection is associated with greater systemic inflammation and cellular
activation than infection by HIV-2 (Marlink et al., 1994; Koblavi-Deme et al., 2004;
Machuca et al., 2004), though HIV-2 strains with duplication of peri-kappa-B and NF-
kappa-B sites may have greater virulence (Fusuma et al., 2005). Among HIV-1 strains,
tropism to CCR5+ or CXCR4+ co-receptors have been associated with slow and faster
disease progression, respectively (Koot et al., 1993; Casper et al., 2002; Sucupira et al.,
2012), but it is also possible that different HIV-1 subtypes may have fundamentally
different pathogenic properties. For instance, infection with HIV-1 subtype A has been
associated with slower progression than infection with subtype D (Kaleebu et al., 2001).
Subtype C is responsible for the majority of HIV infections worldwide, and there is
evidence of growing subtype C epidemics in South Asia (Wilkinson et al., 2015) and
South America (Brigido et al., 2007). Some observers have conjectured that subtype C
might be more pathogenic or more transmissible due to particular viral features (which
may include, interestingly, a higher number of NF-«B site repetitions in the LTR
genomic region) (Bachu et al., 2012). However it has been difficult to determine
whether subtype C viral factors influence immunopathogenesis, disease progression or
transmissibility. Different studied faster (Kanki et al., 1999; Amornkul et al., 2013) or

slower (Venner et al., 2016) progression in subtype C infected than non-C infected
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patients, however the patients with C and non-C subtype infections were typically from
distinct sociodemographic groups (Amornkul et al., 2013; Touloumi et al., 2013). If
subtype C HIV-1 is spreading and intrinsically present a more virulent profile, this could
strongly influence the course of the pandemic and call for new prevention strategies.

In this study, we sought to determine whether infection with subtype C HIV-1
influenced the course of HIV disease, focusing on early events of immunopathogenesis
in a prospective cohort of acutely HIV-infected patients studied in South and Southeast
Brazil. We investigated the activation and differentiation profiles of T- and regulatory
T-cells in persons who were infected with different HIV-1 subtypes but were at similar
stages of infection. We demonstrated that individuals infected with subtype C had
higher levels of activation of CD4+ and CD8+ T cells and a more mature T cell

differentiation profile than individual infected with non-C subtypes in Brazil.

METHODS

Study participants

Sixty-three participants from two larger cohorts established at the Universidade Federal
de S&o Paulo, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo and the Hospital Nossa Senhora
da Conceicdo/GHC, Porto Alegre, Brazil were selected. All subjects were recently
diagnosed HIV-1-infected (Kallas et al., 2004); clade was determined by HIV-1
genotyping and samples were collected prior to antiretroviral treatment initiation.
Informed consent was obtained at recruitment, and project was approved by the

Institutional Review Board of Universidade de S&o Paulo, CAPPesq #0458/08.

Study design
Participants were evaluated for clinical and virological status as well as for the presence

of GBV-C co-infection at baseline visit, presence of CCR5 A32 mutation, CD4+ and
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CD8+ T cell counts as well as plasma HIV-1 viral load (VL). All sixty-three subjects
were grouped through genotyping into two groups: a “C- Containing Subtypes” group
(n=19) included subtypes C (55%, 11/ 19), BC (10%, 2/ 19), CU (5%, 1/ 19), CK
(5%,1/ 19), CRF31-like (10%, 2/ 19), CRF40-like (5%, 1/ 19), and other C-containing
complex strains (10%, 2/ 19); and a “Non-C viral subtype” group (n=43) infected by
subtypes B (81.39%, 35/ 43), BF (9.30%, 4/ 43), BF1 (4.65%, 2/ 43), F1 (2.32%, 1/ 43),
and CRF02 AG-like (2.32%, 1/ 43). Plasma and PBMCs were used from acute infection
(<3-6 months) and after virologic set point (approximately six months later), prior to

ART.

HIV-1 subtyping

As previously described (Sa-Filho et al., 2007; Sanabani et al., 2011) viral RNA was
extracted from plasma and complementary DNA synthesis was immediately carried out
with random primers. The protease and reverse transcriptase of pol gene were nested
PCR amplified and PCR products were bi-directionally sequenced generating a 1.2 kb

fragment ,as previously described (Sucupira et al., 2007).

CCRS5 polymorphism and detection of GB virus type C RNA

The presence of CCR5A32 allele was determined by PCR and subsequent gel
electrophoresis as previously described (Munerato et al., 2003). The detection of GBV-
C RNA in this cohort as previously described (Maidana-Giret et al., 2009; Giret et al.,

2011), using plasma samples (Jarvis et al., 1996; Tucker et al., 1999).

Flow Cytometry
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Data acquisition was performed with a LSRII Fortessa flow cytometer (BD Biosciences)
and processed using FlowJo (Tree Star Inc., v9.8.3), Pestle (from M.R.) and SPICE
(Version v5.3). Evaluation of T cells were analysed from cryopreserved PBMCs that
were stained with anti- CD3, CD4, CD8, CD38, HLA-DR, CD27, CCR7, CD45RA and
live/dead. To characterize regulatory T cells (Tregs) were used anti-CD3, CD4, CD39,
CD25, CD127, live/dead and through intranuclear staining anti-FoxP3 performed using
the protocol recommended by the manufacture. Figure 1 shows representative dot plots
with the strategies of analysis used to gate the different populations of T cells described

in this study.

Statistical analysis

Baseline characteristics were compared between groups using Student’s t test, or
Pearson Chi Square. Changes found after the first year, at follow up visit, considered the
cellular differentiation and individual expression of CD38 and HLA-DR showed by the
groups, used Mann Whitney test. Linear regression models were used to estimate the
effect of viral subtype category on immune activation markers, Regulatory CD4+ T
cells, and TRegs Suppressors. For each outcome, models were run with results from
specimens drawn at baseline, and again with results from the follow up visit, and a third
set of models was run using the delta or change over time, defined as the value of the
outcome marker at the follow up visit minus the value of the outcome marker at the
baseline visit (Vn-V1). Markers with heavily skewed distributions at either visit and all
values greater than zero were log transformed for use in regression models. Where log
scale outcomes were used, model coefficients and confidence intervals were converted
to exponential to yield fold-effects. Fold-effects are interpreted as the fold-difference in
the outcome between groups. Where raw (untransformed) data were modeled, model

coefficients are interpreted as the raw difference in the mean outcome (percent of T
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cells with the outcome marker) rather than the fold-change. Multivariate model building
proceeded from models with a priori covariates added singly, to a full model for each
outcome including the following list of a priori covariates in addition to viral subtype
category: HIV-1 RNA Viral Load (VL) at baseline, gender, sexual risk factor,
CCR5A32 profile, GBV-C status, and CD4+ T cell count at baseline. Analyses were

done using Stata version 12 (StataCorp) and Graph Pad Prism 6.0, SPSS and SPICE.

RESULTS

Patient cohort

The 63 patients presented an average age of 34 years-old (range, 18 to 65), with 81.0%
men and 71.4% MSM. Among the 55 patients for whom an infection date could be
estimated, the baseline visit occurred a median of 3.4 months after infection (range: 2.4
to 10.9 months). At baseline, 25.4% (16/63) tested positive for syphilis, and 17.5%
(11/63) were GBV-C positive. 11.1% (7 individuals) presented heterozygosis CCR5A32
genotype, and ten with at least one HLA-B allele previously associated with slower
HIV-1 disease progression, including HLA-B*14, B*27, or B*57 (15.9%). At baseline,
patients had a geometric mean HIV-1 VL of 10,074 copies/ml and CD4 count of 572

cells/ul. Overall characteristics are depicted in Table 1.

Higher differentiation of CD4+ and CD8+ T cells in effectors subsets in clade C-
containing group

At baseline (during acute infection, at the “V1” visit), CD4+ T cell differentiation
profiles differed somewhat between the two groups. Patients in the C- group had a
significantly lower percentage of effector memory (p=0.003), but a greater percentage

of intermediate memory (p=0.02) CD4+ T cells when compared to the non-C group
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(data not shown). By one year later, however (at the follow-up or “Vn” visit), patients in
the C group had a significantly higher percentage of CD4+ T cells in effector memory
(p=0.04) and terminal effector (p=0.03) cells, when compared to patients in the non-C
group (Figure 2A). These changes were also significant when considered longitudinally,
as change from baseline (Vn-V1, Figure 2C). Compared with the non-C group, the C
group saw an increase line in the percentages of effector memory and terminal effector
(both, p<0.0001) CD4+ T cells over time (Figure 2 C). They also showed a concomitant
decline in the frequency of naive (p=0.01) and intermediate memory (p<0.0001) CD4+
T cells over time.

The differentiation profiles of CD8+ T cells were more similar between non-C
and C-containing groups overall, with no significant differences seen at baseline.
However, at follow-up visit, the C group developed a lower percentages of CD8+ T cell
transitory (p=0.004) and intermediary memory (p=0.01) cells, and higher percentages of
CD8+ T cell effector memory (p=0.003), when compared to non-C group (Figure 2 B).
Analyzed longitudinally over time, the C group showed more loss of naive and
intermediate memory CD8+ T cells over time (Vn-V1, p=0.02 and p<0.0001,
respectively) than the non-C group, and a greater increase in central memory (p=0.01)

and effector memory (p=0.004) CD8+ T cells (Figure. 2 D).

Higher expression of CD38 and HLA-DR activation markers on CD4+ T cells were
observed in C-containing HIV-1 infected patients

T cell activation profiles are depicted in Figure 1B. At baseline there was a statistically
significant difference in CD38 expression but not in HLA-DR expression. A higher
percentage of CD38+ expression was seen on total (p=0.044) and intermediate memory
CD4+ T cells (p=0.048) in the C group at baseline, (Figure 3 A). At the follow up

comparison, the C group showed higher percentages of CD38+ expressing effector
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memory and terminal effector CD4+ T cells (p=0.025 and p=0.019, respectively, Figure
3 A) compared to non-C group, and higher percentages of HLA-DR+ on naive, central,
effector memory and terminal effector CD4+ T cells than in the non-C group (p<0.005
for all, Figure 3B).

Measured as changes over time, (Vn-V1) found higher percentages of CD38+ on
naive (p=0.005), intermediate (p<0.0001), effector memory (p<0.0001) and terminal
effector (p=0.001) CD4+ T cells in the C-containing group compared non-C group (data
not shown). Analyzing the changes overtime related to HLA-DR+ expressing CD4+ T
cells, the C group had higher percentages of HLA-DR+ on naive (p=0.001), central
(p=0.001), transitional (p=0.001), effector memory (p<0.0001) and terminal effector
(p<0.0001) CD4+ T cells compared to non-C groups (data not shown).

At baseline, no statistically significant difference was found between the groups
in regard to CD8+ T cells individually expressing CD38 and HLA-DR. At follow up
visit, the C group had higher percentages of HLA-DR+ expressing central memory
CD8+ T cells (p=0.009). Over time, C- containing group patients developed higher
percentages of CD38+ on intermediate memory CD8+ T cells (p<0.0001) and higher
percentages of HLA-DR+ on central and effector memory CD8+ T cells (p=0.03 and
p=0.009, respectively) (data not shown).

In the subtype C group, we observed an expansion of the percentage of CD8+ T
cells that were CD38-HLA-DR+ over the first year of infection; however no such
change over time among patients infected with non-C virus was detected. This
difference was significant between C and non-C groups (Vn-V1, p=0.001, data not
shown). CD4 + T cells expressing this phenotype, CD38-HLA-DR+, at baseline visit
were similar between groups, although we also observed a higher frequency of CD38-
HLA-DR+ CD4+ T cells in the C-containing group at the follow up visit, and they also

had larger changes over time (p<0.0001, Figure 3 C; Vn-V1, p=0.001, data not shown).
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CD4+ T cells expressing different phenotype, CD38+HLA-DR-, though C-
containing group showed higher frequency than non-C at the baseline visit (p=0.04,
Figure 3 C), and when difference over time was calculated, higher percentage of this
subset on C-containing group was observed (p<0.0001, data not shown). Preservation of
the percentage of CD8+ T cells expressing this phenotype was detected on non-C group
in contrast with a slight decrease observed on C-containing group during the first year

of infection (Vn-V1, p=0.039, data not shown).

Higher CD4+ T cell activation was observed on C-containing than Non- C group

In both unadjusted (Table 2, Figure 3 C, 4 C) and adjusted (Table 2, Figure 4 A and B)
linear regression models, there were no statistically significant differences in CD4+ T
cell activation between viral subtype groups at the baseline visit. However, in an
unadjusted model, CD4+ T cell activation (% CD38+ HLA-DR+) was lower at the
follow-up visit in the non-C group compared with C- containing group in the total
CDA4+ T cells as well as in central memory, effector memory and terminal effector T
cells (p<0.05; Figure. 3 C). In a regression model adjusted for baseline VL and CD4+ T
counts, gender, MSM behavior, CCR5A32 genotype, and GBV-C status at baseline,
CD4+ T cell activation in the non-C viral subtype group was 0.38-fold lower than in the
C group (95%Cl: 0.24 to 0.59; p<0.0001). The percentages of CD38+ HLA-DR+ Naive
CD4+ T cells were 0.72 units lower in the non-C group in the adjusted model at follow
up (95%ClI: -1.21 to -0.24; p=0.004). Among central memory CD4+ T cells, the %
CD38+ HLA-DR+ was 0.54 units lower among non-C group at follow up in the
adjusted model, compared with C-containing group (95%CI: -0.84 to -0.24; p=0.001).
Among effector memory CD4+ T cells, activation was 0.36-fold lower in non-C group

(95%CI: 0.19 to 0.65; p=0.001), and among terminal effector cells, the % CD38+ HLA-
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DR+ at follow up was 0.217-fold lower in non-C group in the adjusted model (95% CI:
0.08 to 0.54; p=0.002).

Where these differences between the non-C and C subtype groups were found at
follow up, there were also differences between groups in the change over time (Figure 4
C). In one additional T cell subset for which the difference between groups at follow up
were only borderline statistically significant (transitional memory CD4+ T cells) we
could see a statistically significant difference in the change over time (fold change at
follow up= 0.69; 95%CI: 0.48 to 1.005; p=0.05; fold-effect comparing the change over
time between groups=0.58; 95%CI: 0.40 to 0.83; p=0.004).

CD8+ T cell activation (CD38+HLA-DR+) in total T cells were not statistically
significant between groups at either time point (Figure 4 C). However, the C group had
an increased percentage of CD38+HLA-DR+ Central memory CD8+ T cells, at follow-
up (0.31 units lower; 95%CI: -5.84 to -0.03; p=0.02). The percentage of activated
Effector memory CD8+ T cells was 0.56-fold lower in the non-C group at follow up

compared with the C group (95%CI: 0.34 to 0.95; p= 0.03) (Figure 4 B).

Regulators T cells (Tregs)

When we looked at the percentages of T cells that were Tregs (FoxP3+ expressing
CD127°“CD25"" CD4+ T cells, Figure 1 C) between groups, we found that was
similar at baseline, but became dramatically different after the first year: at the follow-
up visit, Tregs were 11.3-fold higher in the non-C group (p=0.009, Table 3, see Figure 4
D). In an adjusted model, the differences between groups remained large: 8.72-fold
difference (95%CI: -1.05 to 18.5; p=0.08, Table 3). There were no statistically
significant differences between groups in the percentage of suppressor Tregs cells

(CD39+ Tregs) (Figure 4 D).
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DISCUSSION

Infection with HIV-1 induces a state of systemic immune activation, which is a main
driver of progressive immune failure and immunodeficiency in HIV disease (Klatt et al.,
2013). The dynamics of CD4+ and CD8+ T cells are altered during acute infection,
persisting through to the chronic phase; biomarkers of immune activation (e.g.,
expression of CD38 and HLA-DR molecules on CD8+ T cells) predict progression to
AIDS and death (Giorgi et al., 1994; Ganesan et al., 2010). In this study, patients
infected with subtype C (or subtype C recombinant) viruses developed different patterns
of T cell differentiation and activation over time than patients in the non-C group, T cell
patterns of the individuals infected with subtype C displayed greater expansion of
memory subsets of CD4+ and CD8+ T cells and a relative decrease in immature,
proliferative (transitional) T cell forms. These differences were independent of gender,
infection route CD4+ T cell counts and HIV-1 VL. In the patients infected with subtype
C, these shifts were accompanied over time by greater expression of CD38+HLA-DR+
on CD4+ T cells and effectors memory CD8+ T cells. Interestingly, subtype C infected
patients also showed markedly lower frequencies of Tregs. These cells play an
important immunomodulatory role, primarily by suppressing cellular activation in
several conditions (Belkaid e Rouse, 2005).

Finding differences in the patterns of immune pathogenesis between HIV-1
subtype C and non-C subtypes could be important for several reasons. It is conceivable
that viral factors may help in driving the excess burden of subtype C HIV-1 epidemics
in places like southern Africa, South Asia and the South of Brazil. It is also conceivable
that higher immune activation in subtype C infections might facilitate HIV transmission.

These data also suggest that the development of HIV-1 related CD4+ T cell
activation following acute HIV infection may be strongly influenced by specific viral

genes that differ between viral clades. Genetic differences in LTR, nef, tat, and vpu
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genes and NF-«B duplication have been identified in subtype C that might influence
virulence (Bachu et al., 2012). HIV-1 has developed several ways to lower the CD4+ T
cell antiviral response including deletion by apoptosis (Chaves e Kallas, 2004),
infection of specific T helper cells, an inefficient presentation of viral antigens by MHC
I1 molecules (Polyak et al., 1997), inhibition of MHC 11 transcription (Kanazawa et al.,
2000) and a reduced capacity to activate T cells in a peptide-specific and HLA-DR
restrict manner observed in cells expressing nef protein (Stumptner-Cuvelette et al.,
2001). If specific genes can be identified which are associated with differences in
iImmunopathogenesis, this could suggest strategies to mitigate the immune deterioration
caused by HIV.

Interpreting this study data is not entirely straightforward. First, the proximate causes of
differences in T cell dynamics and immune activation are unknown. In chronic HIV
infection, it is known that the CD4+ T cell loss has been associated with persistent
antigenic stimulation by depletion of gastrointestinal memory CD4+ T cells and release
of bacterial products in the circulation, resulting in disease progression (Mehandru et al.,
2004; Khaitan e Unutmaz, 2011). With regard to the changes we saw in the distribution
of T cell phenotypes over time, it is not possible to infer the dynamics of T cell subset
proliferation (or function) from these types of data.

The frequency of activated CD8+ T cells in untreated HIV-1 disease far exceeds
the frequency of HIV-specific T cells, and activation and expansion of non-HIV specific
T cells has been clearly documented during early HIV infection (Khaitan e Unutmaz,
2011). Despite this cellular immune response most HIV infected patients show clinical
disease progression associated with systemic inflammation. Additional limitations to
consider in interpreting this study are a small number of subjects (n=63) and the
relatively short follow-up time, related to the uptake of antirretroviral therapy. We also

recognize that the absence of detailed genetic characterization (e.g., the number of
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NF«B repetitions in LTR) precludes any definitive conclusions about mechanism.
However, these are countered by key strengths such as ability to study individuals
beginning in early infection, a prospective longitudinal cohort and rigorous
experimental design; the unique study population in South Brazil is a key feature of the
study, since there are few (if any) other places in the world in which subtype B and C
infections truly co-circulate in sociodemographically similar groups.

Previous searches presented an absence of correlation between VL and CD4+ T
cells counts decline, others considered the generalized activation and expansion of
CD8+ T more related with the decline of CD4+ T cells counts, and clinical progression
(Giorgi et al., 1993; Mellors et al., 1997; Leng et al., 2001). It has been suggested that
CD4+ T cell proliferation is driven by a combination of the homeostatic response and
antigen stimulation, in contrast CD8+ T cell proliferation may be mainly driven by
presence of HIV (Catalfamo et al., 2008). Regulatory T cells express the CD4 molecule
and with progressive HIV-1 infection these cells are infected and decline in number
causing immune activation (Jiao et al., 2009).

In summary, subtype C now dominates HIV-1 infection in areas of the world
with the greatest HIV burden, and it has now established a foothold in the Americas;
understanding its role in pathogenesis and transmission of infection is critical to

understanding and forecasting the current pandemic.
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Table 1: Patient characteristics by HIV-1 viral subtype category (Non-C vs. C-containing viral subtype).

Patient Characteristics Non-C (n=43) Ei:ig)taining p-value
Age in years, mean (95%Confidence interval [CI]) 33.5 (30.6 to 36.4) 34.4 (28.9 t0 40.0) 0.74
Sex, % male (n/N) 90.7% (39/43) 60.0% (12/19) 0.004
HIV risk factor MSM" % (n/N) 81.4% (35/43) 50.0% (10/19) 0.01
Syphilis % (n/N) 27,9%(12/43) 15.0%(3/19) 0.27
CCR5 Delta 32 % (n/N) 7.0% (3/43) 19.0% (4/19) 0.13
GBVC + at Baseline, % (n/N) 14.0% (6/43) 25.0% (5/19) 0.28
Viral Load at Baseline, geometric mean? (95%Cl) 11437 (6178 to 21172) 7669 (3422 to 17187) 0.44
Viral Load at Follow Up, geometric mean (95%Cl) 11978 (6926 to 21063) 2866 (1012 to 8119) 0.008
CD4 at Baseline, geometric mean® (95%Cl) 613 (542 to 694) 496 (405 to 607) 0.06
CD4 at Follow Up, geometric mean* (95%Cl) 545 (479 to 621) 476 (346 to 654) 0.34

. MSM: man who has sex with men
2.8 Viral Load and CD4 were log transformed for statistical analysis and then exponentiated so that geometric means are presented along with 95% Confidence intervals (Cl).
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Table 2: Regression models for the effect of Non-C HIV-1 viral subtype (compared with C-containing subtypes) on activation in total CD4+ T cellsand T
cell maturation subsets. Coefficients (exponentiated into fold-effects where log scale was used) are presented with 95% confidence intervals (CI) and p-

values.
Univariate Non-C Effect Size Multivariable Adjusted Non-C Effect Size*
Outcome (Marker) time? Scale®
Coefficient or Fold Effect (95%CI) (p-value) Coefficient or Fold Effect (95%0Cl) (p-value)
% CD38+ HLA-DR+ Total CD4+ T cells
Baseline log 0.952 (0.609 to 1.488) (p=0.83) 0.924 (0.563 to 1.516) (p=0.75)
Follow Up log 0.422 (0.264 t0 0.674) (p<0.001) 0.375 (0.237 to 0.594) (p<0.0001)
Change log 0.443 (0.313 10 0.628) (p<0.0001) 0.406 (0.266 to 0.618) (p<0.0001)
% CD38+ HLA-DR+ Naive CD4+ T cells
Baseline raw -0.060 (-0.292t0 0.172) (p=0.61) -0.009 (-0.281 to 0.263) (p=0.95)
Follow Up raw -0.656 (-1.108 to -0.195) (p=0.005) -0.724 (-1.211t0 -0.237) (p=0.004)
Change raw -0.596 (-0.943 to -0.249) (p=0.001) -0.715 (-1.072to0 -0.358) (p<0.001)
% CD38+ HLA-DR+ Central Memory CD4+ T cells
Baseline raw 0.004 (-0.087 to 0.094) (p=0.93) 0.019 (-0.084 to0 0.125) (p=0.70)
Follow Up raw -0.460 (-0.753to0 -0.168) (p=0.003) -0.541 (-0.844 t0 -0.239) (p=0.001)
Change raw -0.464 (-0.735 to -0.193) (p=0.001) -0.562 (-0.835 to -0.288) (p<0.001)
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Baseline log
Follow Up log
Change log
Baseline log
Follow Up log
Change log
Baseline log
Follow Up log
Change log
Baseline log
Follow Up log
Change log

% CD38+ HLA-DR+ Transitional Memory CD4+ T cells

1.136 (0.829 to 1.558) (p=0.42)
0.758 (0.519 to 1.105) (p=0.15)
0.667 (0.475 to 0.935) (p=0.02)

% CD38+ HLA-DR+ Intermediate Memory CD4+ T cells

0.773 (0.487 to 1.227) (p=0.27)
0584 (0.319 to 1.067) (p=0.08)
0.756  (0.496 to 1.150) (p=0.19)

% CD38+ HLA-DR+ Effector Memory CD4+ T cells

1.125 (0.645 to 1.964) (p=0.67)
0.419 (0.233 to 0.759) (p=0.005)
0.374 (0.241 to 0.580) (p<0.0001)

% CD38+ HLA-DR+ Terminal Effector CD4+ T cells

1.119 (0.486 to 2.576) (p=0.79)
0.276  (0.122 t0 0.621) (p=0.002)
0.246 (0.137 to 0.442) (p<0.0001)

1.190

0.693

0.578

0.717

0.529

0.738

1.129

0.357

0.316

0.982

0.217

0.221

(0.862 to 1.670)
(0.478 to 1.005)

(0.400 t0 0.833)

(0.424 10 1.213)
(0.263 to 1.065)

(0.441 to 1.235)

(0.613 t0 2.077)
(0.195 to 0.655)

(0.185 to 0.542)

(0.371 to 2.597)
(0.087 t0 0.543)

(0.109 to 0.450)

(p=0.27)
(p=0.053)

(p=0.004)

(p=0.21)
(p=0.07)

(p=0.24)

(p=0.69)
(p=0.001)

(p<0.0001)

(p=0.97)
(p=0.002)

(p<0.0001)

1 Multivariate models included the following covariates: HIV-1 RNA Viral Load at baseline, sex (male vs. female), sexual risk factor (men who have sex with men vs. other), CCR5 delta 32 genotype,

GBVC status at baseline, and CD4 count at baseline.

2 Time: Specimens were drawn at a baseline visit and at a follow up visit, on average 7 months later. Change is the follow up value minus the baseline value.
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3 Scale: where log transformation of the outcome was needed to ameliorate a skewed distribution (scale=log), coefficients were exponentiated to yield the fold-effect of a Non-C viral subtype on the

outcome compared with C-containing viral subtype. Otherwise, raw, untransformed data were modeled (scale=raw), and the presented coefficients are interpreted as the raw difference in the outcome for

Non-C viral subtype compared with C-containing viral subtype.
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Table 3: Regression models for the effect of Non-C HIV-1 viral subtype (compared with C-containing subtypes) on Regulatory CD4+ T cells.
Coefficients (exponentiated into fold-effects where log scale was used) are presented with 95% confidence intervals (CI) and p-values.

Univariate Non-C Effect Size Multivariable Adjusted Non-C Effect Size
Outcome .2 3
(Marker) Time Scale
ici (0] -
Coefficient or FOJ(;IE;;eCt (95%C1) (p Coefficient or Fold Effect (95%CI) (p-value)
% CD4+ CD25high FoxP3+ Regulatory T cells
Baseline log 5.241 (-0.878 to 11.360) (p=0.09) 5.770 (-2.292 to 13.832) (p=0.16)
Follow Up log 11.269  (2.940 to 19.598) (p=0.009) 8.719 (-1.053 to 18.491) (p=0.08)
Change log 6.485 (-1.814 to 14.785) (p=0.12) 2.819 (-7.168 to 12.806) (p=0.57)
% CD4+ CD25high FoxP3+ CD39+ Suppressor T cells
Baseline raw 0.685 (-12.271t0 13.642) (p=0.92) 5.165 (-11.113t0 21.442) (p=0.53)
Follow Up raw -6.538 (-21.181 to 8.105) (p=0.38) -12.854 (-28.919 t0 3.210) (p=0.11)
Change raw -2.500 (-13.677 t0 8.678) (p=0.66) -11.338 (-25.323 t0 2.646) (p=0.11)

1 Multivariate models included the following covariates: HIV-1 RNA Viral Load at baseline, sex (male vs. female), sexual risk factor (men who have sex with men vs. other), CCR5 delta 32 genotype,
GBVC status at baseline, and CD4 count at baseline.

2 Time: Specimens were drawn at a baseline visit and at a follow up visit, on average 7 months later. Change is the follow up value minus the baseline value.

% Scale: where log transformation of the outcome was needed to ameliorate a skewed distribution (scale=log), coefficients were exponentiated to yield the fold-effect of a Non-C viral subtype on the

outcome compared with C-containing viral subtype. Otherwise, raw, untransformed data were modeled (scale=raw), and the presented coefficients are interpreted as the raw difference in the outcome for
Non-C viral subtype compared with C-containing viral subtype
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Figure 1. Representation and characterization of CD4+ and CD8+ T cells subsets. (A) After
defined the gates (Time x PE; Singlets, SSC x FSC, Lymphocytes subset; Live/Dead and the
gate SSCxCD3 and CD4+xCD8+T Cells) we analysed the expression of differentiation markers
including CD27. CD45RA and CCR7, through boolean combination, were considered the
following subsets: Naive (Nv=CcD45RA+CD27+CCR7+); Central Memory (TCM=CD45RA-CD27+CCR7+));
Transitional Memory (TTM=CD45RA-CD27+CCR7-); Intermediate Memory (TInt=CD45RA+CD27+CCR7-);
Effector Memory (TEM=CD45RA-CD27-CCR7-); Terminal Effector (TEff=CD45RA+CD27-CCR7-). total CD4+
and CD8+ T cells using flow cytometer.(B) Individual expression for total CD38 expression

() and for total HLA-DR expression. (----). (C) Regulatory T Cells (Tgs) Were considered
Foxp3+ expressing on CD127"" CD25 " CD4+ T cells and (D) Treg cells expressing CD39
molecule (Treg supressors).
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Figure 2. Profile of CD4+and CD8 T cell maturation subsets. (A) % of CD4+ T cells subsets on
follow up visit comparing Non-C vs C- containing subtypes; (B) % of CD8+ T cells subsets on
follow up visit comparing Non-C vs C- containing subtypes; (C e D) % of delta (changes
overtime, Vn-V1) presented during the first year of infection by each group, comparing Non-C
vs C- containing subtypes, on CD4+ and CD8 +T cells, respectively. Graphics scatter dot plot
(A and B) and bars (C and D) showed lines as median and whiskers as interquartile (25-75%)

values.
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Figure 3. Profile of CD38+ and HLA-DR+ expression combined on CD4+ and CD8+ T cells.
Graphics scatter dot plot (A and B) showed lines as median and whiskers as interquartile (25-
75%) values. (A) % of CD38 expressing CD4+ T cells total and memory subsets and (B) % of
HLA-DR expressing CD4+ T cells naive and memory subsets, only of those showed statistically
significant difference when comparing Non-C vs C- containing subtypes. (C) Pie charts
showing the different combinations of CD38 and HLA-DR expression on whole CD4+ T cells,
grey “P” values are for comparison among each combination of these markers and black “P”
values are for comparison among pie charts.
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74 Figure 4. Co-expression of CD38+HLA-DR+ on CD4 and CD8 T cells and Regulators CD4+ T
75 cell. (A and B) % of co-expression of CD38+HLA-DR+ on different naive and memory
76  compartments presented by CD4+ and CD8+ T cells, respectively, on follow up visit comparing
77  Non-C vs C- containing subtypes, adjusted linear regression model. (C) Pattern of CD38+ and
78  HLA-DR+ expression on CD4+ and CD8+ T cells showed by Non-C and C- containing groups.
79 (D) % of Regulators T cells (Foxp3+ expressing CD127°Y CD25"" CD4+ T cells) and
80  expression of CD39+ Tregs (Tregs suppressors). Graphics scatter dot plot (A, B, and D) showed
81 lines as median and whiskers as interquartile (25-75%) values.
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