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Resumo

Thomé BC. Senescéncia e exaustdo de células T e resposta vacinal em criancas
infectadas perinatalmente pelo HIV [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2019.

Introducdo: Como a terapia antirretroviral (TARV) atualmente permite que um namero
maior de criancas infectadas pelo HIV atinja a idade adulta, passam ser relevante
guestbes como a imunossenescéncia precoce e a exaustdo celular, semelhante ao
observado em adultos infectados pelo HIV. Objetivos: Avaliar se a idade de inicio da
TARV modifica os padrbes de ativagdo imune, senescéncia e resposta vacinal em
criancas infectadas perinatalmente pelo HIV. Desenho do estudo: Estudo transversal,
exploratério. Métodos: Obtivemos dados de prontuarios de pacientes e cartdes de
imunizacdo e coletamos sangue para sorologias e isolamento de células
mononucleares do sangue periférico (CMSP). Os critérios de elegibilidade incluiram:
idade <18 anos, TARV por pelo menos 6 meses e carga viral <50 cépias/mL.
Anticorpos de protecao (Ac) para Hepatite A e B, Rubéola e Caxumba foram medidos.
Células T com marcadores de senescéncia (CD57 +), anergia (CD28-), apoptose
(CD95 +), ativagdo (CD38 +, CCR5 +, HLA-DR +) e exaustdo (PD-1 +) foram
analisadas por citometria de fluxo. Resultados: foram incluidas 56 criancas, com
idade mediana de 12 anos e tempo mediano de TARV de 9 anos. A mediana das
contagens de LTCD4 + foi de 1010 células/mm3 (Y%emediano = 36,7%) e a média da
razdo LTCD4+/LTCD8+ foi de 1,6. A protecdo das vacinas foi a seguinte: 80% para
Hepatite A, 64% para Hepatite B, 57% para Rubéola e 44% para Caxumba. A idade
mais precoce de inicio da TARV se correlacionou negativamente com LTCD4+ mais
altos, LTCD4+ Nadir mais alto, maior razdo LTCD4+/LTCD8+ e maiores titulos de Ac
para a caxumba e a rubéola. Houve correlacado positiva da idade de inicio de TARV e
marcadores de ativagcdo, apoptose, senescéncia e exaustdo em LTCD4+ e LTCD8+.
Tais marcadores se relacionaram com pior resposta vacinal. Houve beneficio em
criangas iniciando TARV <6m na preservacdo da homeostase e resposta imune.
Concluséo: Houve beneficios do inicio precoce da TARV na preservagdo de LTCD4+
e da resposta vacinal, e na prevencao da maturacdo e senescéncia imune neste grupo
de criangas perinatalmente infectadas pelo HIV.

Descritores: HIV; Transmissdo vertical de doenca infecciosa; Senescéncia celular;
Ativacéo celular; Resposta vacinal; Terapia antirretroviral de alta atividade.
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Abstract

Thomé BC. T cell senescence and exhaustion and vaccine response in perinatally HIV
infected children (PHIC) [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo”; 2019.

Background: As successful antiretroviral therapy (ART) allows a larger number of
HIV-infected children to reach adulthood, issues such as early immune senescence
and exhaustion arise, similar to what is seen in HIV-infected adults. Objectives: To
evaluate whether time of ART initiation modified patterns of immune activation,
senescence and vaccine response in PHIC Design: Cross-sectional, exploratory study.
Methods: We obtained data from patient charts and immunization cards, and collected
blood for serology and peripheral blood mononuclear cells (PBMC) isolation. Eligibility
criteria included age < 18 years, ART for at least 6 months and viral load < 50 RNA
copies/mL. Protective antibodies (Ab) for Hepatitis A and B, Rubella and Mumps were
measured. T cells with markers for senescence (CD57+), anergy (CD28-), apoptosis
(CD95+), activation (CD38+, CCR5+, HLA-DR+) and exhaustion (PD-1+) were
analyzed by flow cytometry. Results: 56 children were included: their median age was
12 years and median time on ART was 9 years. Median LTCD4+ counts were 1010
cellsi/mm?® (median % 36,7%) and mean LTCD4+/LTCDS8+ ratio was 1.6. Vaccine
protection was as follows: 80% for Hepatitis A, 64% for Hepatitis B, 57% for Rubella
and 44% for Mumps. Earlier age at ART initiation was negatively correlated with higher
LTCD4+, higher nadir LTCD4+, higher LTCD4+/LTCD8+ ratio, and higher Ab titers for
Mumps and Rubella. There was positive correlation of age at ART initiation and
activation, apoptosis, senescence and exhaustion markers in LTCD4+ and LTCD8+.
Markers correlated with poorer vaccine response. There was benegfit in children starting
ART <6m in preserving immune homeostasis and response. Conclusion: There were
benefits of early ART initiation in preserving LTCD4+ and vaccine response, and in
preventing immune maturation and senescence in this group of PHIC.

Descriptors: HIV; Infectious disease transmission, vertical; Cellular senescence;
Cellular activation; Vaccine response; Antiretroviral therapy, highly active.



1.Introducéao




Introducéo 2

1.1 Panorama do HIV Pediatrico no Brasil e no mundo

O UNAIDS estima que em 2017 o numero de criancas abaixo de 15 anos
vivendo com o HIV globalmente era de 1,8 milhdes (1,3-2,4 milhdes) !. Estima-se que
a enorme maioria das infec¢Bes nesta faixa etaria ocorram através de transmissao
perinatal 2. Por conta de cada vez mais eficazes medidas de prevencdo da
transmissao perinatal, novas infec¢des pelo HIV em criancas cairam em 35% de 2010
a 2017 mundialmente: em 2017 houve 180 mil (110 -260 mil) novas infeccdes
pediatricas em comparacdo a 270 mil (170 — 400 mil) em 2010 ®. O nimero de novas
infeccbes pelo HIV entre criangas, porém, segue inaceitavel, haja vista a possibilidade
de prevencdo. Na América Latina houve 2400 (1800-3600) novos casos de infeccdo
pelo HIV em criangas em 2017 ! Além disso, em 2017, segundo estimativas do
UNAIDS, mais de 30% das novas infec¢coes em adultos mundialmente ocorreu em
pessoas jovens (15-24 anos) 3. No Brasil o diagnéstico da infeccdo pelo HIV em
jovens € também preocupante e o Ministério da Saude chama a atencdo para a

necessidade de intensificacdo de estratégias especificas para este grupo *.

Dados apontam para o fato de que no Brasil houve nos dltimos 10 anos uma
diminuicdo de 42% na incidéncia de casos de AIDS em menores de cinco anos,
utiizada como proxy de transmissdo perinatal do HIV, passando para 2,0
cas0s/100.000 habitantes em 2017. Essa diminuicdo nado foi observada, porém, na
mesma dimensdo em todas as regides: na regido Norte observou-se a menor taxa de
diminuicdo (20%) dessa taxa. Considerando as taxas de deteccdo de AIDS em
menores de cinco anos por Estados, no ano de 2017 o Amapa e o Rio Grande do Sul

apresentaram as taxas mais altas: 6,5 e 6,0 casos/100 mil habitantes, respectivamente
4

Nota-se, portanto, que apesar da tendéncia observada mundialmente de
diminuicdo de novos casos de HIV, a populagéo pediatrica e de adultos jovens segue

representando importante fracdo das pessoas vivendo com HIV no mundo e no Brasil.

1.2 Acesso aterapia antirretroviral (TARV)

Segundo estimativas do UNAIDS em 2017 aproximadamente 52% (33-70%)

das criancas mundialmente infectadas pelo HIV estavam em tratamento antirretroviral,
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uma proporcéo que representa um aumento significativo em relacdo a 21% (18-23%)
em 2010, porém que denota um grande numero de criangas que ainda ndo tem
acesso ao tratamento 3. A Organizacdo Mundial de Sautde (OMS) em 2015 reviu as
recomendacdes ° para inicio da TARV de 2013 ¢, e as incorporou nas recomendagdes
consolidadas em 2016 7, para recomendar que a TARV fosse iniciado em todas as
pessoas vivendo com HIV inclusive criangcas e adolescentes, independentemente da
contagem de LTCD4+ >’. [Enquanto para adultos essa era uma recomendacao
considerada forte, pela alta qualidade da evidéncia que a suportava, para criancas e
adolescentes ela era considerada condicional, pela baixa qualidade de evidéncia
disponivel. Mesmo com esta limitacdo, especificamente para 0s grupos etarios das
criancas e adolescentes as novas recomendacdes representaram uma expansao das
recomendacdes de 2013, alinhando as recomendacdes de todas as criangas e
adolescentes com recomendacdes dos adultos, de inicio universal do TARV para

todas as pessoas vivendo com o HIV.

No Brasil, o inicio da TARV também sempre se determinou através de
critérios de progressdo da doenca, clinicos ou laboratoriais, tanto para adultos como
para criangas. A partir de 2009 porém, o Ministério da Saude passou a recomendar o
inicio da TARV a todas as criangcas abaixo de 12 meses, independentemente de
critérios clinicos e laboratoriais 8. Para as outras faixas etarias o inicio da TARV
continuava a ser instituido com base em critérios clinicos definidos pelo Centers for
Diseases Control and Prevention (CDC) ° e laboratoriais que indicassem a progresséo
da doenca, tais como contagem de LTCD4+ e carga viral (CV). Entre 1 e 4 anos
estava indicada a TARV nas criangas em classificacdo clinica CDC B (exceto
pacientes com apenas 1 episddio de pneumonia bacteriana) ou C, ou apresentando
niveis percentuais de LTCD4+ inferiores 25%, ou carga viral igual ou superior a
100.000 copias. A partir dos 5 anos de idade deviam iniciar TARV criangcas em
classificacdo clinica CDC B (exceto pacientes com apenas 1 episddio de pneumonia
bacteriana) ou C, ou com niveis de LTCD4+ inferior a 500, ou carga viral igual ou

superior a 100.000 copias *°.

Para adultos a partir de 2013 o Ministério da Saude passou a estimular o
inicio do TARV a todas as pessoas vivendo com o HIV, independentemente da
contagem de LTCD4+ 1!, e a partir de 2017 essa recomendacéo se estendeu também
as criancas diagnosticadas com infeccédo pelo HIV 2. No Brasil a distribuicdo gratuita
de medicacdo antirretroviral pelo SUS desde 1996 contribui para as altas taxas de
cobertura de tratamento: dados do UNAIDS de 2017 apontam que em 2017 64% [47 -
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83] dos adultos e 45% [26 - 62] das criancas vivendo com HIV estavam em TARV no

pais 13,

13 Diferencas do compartimento linfocitario de lactentes e estabelecimento
de reservatérios virais no contexto da infeccao pelo HIV

Lactentes e criancas apresentam um perfil de LTCD4+, principal alvo da
infec¢d@o pelo virus HIV, muito diferente ao de adolescentes e adultos. Valores totais e
percentuais de LTCD4+ circulantes em lactentes e crian¢cas sdo muito maiores que em
adultos — valores totais chegam a ser trés a quatro vezes mais altos em lactentes que
em adultos, e a partir dai declinam até se aproximarem dos valores encontrados em
adultos ao redor dos 6 anos de idade (revisado em !4). Dessa forma os parametros
utilizados para definir graus de imunodeficiéncia em criangas variam conforme a faixa
etéria, e estdo descritos na Tabela 1. Vale lembrar que estes sdo os parametros
utilizados pelo Ministério da Saude para a classificacdo da infec¢do pelo HIV em

criancas e adolescentes até os 12 anos de idade *2.

Tabela 1. Categorias imunolégicas da classificacdo da infec¢éo pelo HIV em criancas
e adolescentes menores de 13 anos (Adaptado do CDC °).

IDADE NA DATA DA CONTAGEM DE LINFOCITOS T CD4+
CLASSIFICACAO T T E E =
IMUNOLOGICA <1ano ano < 6 anos anos <13 anos
céls/mm3 % céls/mm3 % céls/mm3 %
1 - Ausente/sem >1500 225 21000 225 >500 225
2 - Moderada 750-1499 15-24 500-999 15-24 200-499 15-24
3 - Grave <750 <15 <500 <15 <200 <15

Em lactentes h4 também um predominio de subpopula¢cbes de LTCD4+
naive, e menores proporc¢des de subpopula¢gdes de memadria central e memoria efetora
14" 0 que poderia apresentar-se como oportunidade para cura se a TARV for instituida
precocemente, ja que os LTCD4+ de memoria constituem reservatorios virais

importantes na infeccdo pelo HIV °. Em um estudo que observou criancas expostas
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ao HIV, néo infectadas, apesar de supresséo viral materna adequada no momento do
parto, demonstrou-se que criancas expostas pelo HIV apresentaram niveis mais
baixos de células T naive, e niveis maiores de ativagdo celular que se mantiveram até
pelo menos os 12 primeiros meses de idade, sugerindo que a exposi¢éo intra-Utero ao
HIV mesmo sem infecgdo pode causar anormalidades sutis do sistema imune 6. Além
disso, ao nascimento o recém nascido apresenta trés vezes o numero de células T
reguladoras (T regs) encontrado em adultos, nimero esse que era maior ainda intra-
Utero, possivelmente uma resposta do feto aos antigenos maternos e externos 4.
Apesar de achados muitas vezes conflitantes acerca da funcédo das células Treg no
contexto do HIV, de forma geral elas parecem estar implicadas na modulagédo da
resposta imune especifica contra o HIV, e na inflamacgéo e ativagdo imune geradas
pela infeccéo pelo HIV 7,

Em uma situagéo de infecgdo perinatal pelo HIV, existe uma inabilidade do
sistema imune em apresentar resposta adequada contra o0 virus, e uma rapida
deplecao de LTCD4+ se da - na maioria das criancas - de maneira inversamente
proporcional ao aumento da viremia ®!. Nos lactentes a resposta imune inata
funciona de maneira diferente do observado nos adultos, no sentido de preferenciar
citocinas produzidas por estimulagédo da via Th2/Th17 em lugar da via Thl, deixando-
0s mais suscetiveis a infeccéo pelo HIV °. A resposta imune adaptativa dos recém-
nascidos e lactentes infectados pelo HIV, embora presente segundo estudos que
demonstraram resposta precoce de LTCD8+ e LTCD4+ frente a infeccdo perinatal
pelo HIV, parece porém menor em magnitude se comparada a observada em adultos,
e disfuncional 1°2°. Frequentemente lactentes que s&o iniciados em TARV
precocemente ndo chegam a apresentar anticorpos anti-HIV especificos ou mesmo
resposta de LTCD8+; ao contrario de criancas que sdo tratadas mais tardiamente,
portanto atingindo supressdo viral mais tarde durante a infancia, e que apresentam

resposta imune ao HIV de linfécitos B e T similar a observada em adultos 2.

Uma definigcdo proposta para remissao e cura do HIV, em particular para as
criancas, se refere a supressao viral sustentada na auséncia de TARV, com niveis
normais de LTCD4+ e preservacdo da resposta imune para garantir resposta a
vacinagdo 2. Reservatérios do virus HIV em LTCD4+ de meméria sédo estabelecidos
rapidamente apdés infeccdo pelo virus apesar de supressédo viral de longo prazo e
constituem uma barreira para a parada programada de antirretrovirais ou mesmo para
a erradicacdo do HIV em criancas. H& varios sitios anatdmicos responsaveis pela

persisténcia do HIV em reservatdrios porém o compartimento de LTCD4+ de memoria
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latente parecem contribuir largamente para o estabelecimento de reservatorios virais
por conter material gendmico viral passivel de replicagdo em determinadas situacdes
de ativacdo imune 2. Entretanto, de forma analoga ao que se observa em adultos
tratados precocemente no curso da infeccdo pelo virus 24, o tamanho deste
reservatorio parece diminuir em situacdes de supressao viral a longo prazo e de forma
mais radical em criancas que iniciam TARV mais precocemente ou que estabelecem
supressdo viral em idades mais precoces 22727, Entretanto, em contraste com 0s
achados de reservatérios de adultos em TARV, em que grande parte do genoma viral
encontrado esta intacto, e é replicacdo-competente (0 que define a presenca de
reservatorios latentes), a pesquisa de reservatérios em criangas que iniciaram a TARV
precocemente (antes dos primeiros seis meses de vida) e que mantinham supresséo
viral a longo prazo ndo demonstrou a preservacado de genomas intactos do HIV, mas
sim a persisténcia de uma maioria absoluta de genomas de replicacdo defeituosa.
Esse achado deve corroborar com a diminuicdo do reservatorio viral com a TARV a
longo prazo 2. Um estudo que mensurou o tamanho e tempo de decaimento do
reservatdrio de HIV em LTCD4+ latentes durante os primeiros anos de TARV, iniciada
entre dois e seis meses de idade, demonstrou que criangas com supressao viral mais
lenta apresentavam maior frequéncia de LTCD4+ latentes infectados pelo HIV aos
dois anos de TARV, o que apoia a interacdo entre reservatério latente e viremia

plasmatica %°.

14 Impacto da TARV nos desfechos de salde na crianga. Ativagao celular,
imunossenescéncia e progresséao pelo doenca pelo HIV

A observacdo da histéria natural da infeccdo perinatal pelo HIV demonstrou
diferentes padrdes de progressdo da doenca nas criancas *°. Na maioria delas na
auséncia de terapia antirretroviral a progressao da doenca se déa de forma mais rapida
e agressiva do que nos adultos, levando a sindrome de imunodepressao adquirida em
1 a 5 anos 32, e determina altas taxas de mortalidade nos primeiros anos de vida
(50% até os 2 anos, e 60% até os 2,5 anos 33, Estes sdo chamados comumente de
progressores rapidos. Por outro lado, 5-10% 3¢ das criancas infectadas
perinatalmente chegam a idade escolar mantendo niveis adequados de LTCD4+ na
auséncia de terapia antirretroviral e sdo chamados comumente de progressores lentos
(em inglés: long-term non-progressors). Diferentemente dos adultos controladores de

elite (em inglés: elite controllers), em que a carga viral permanece baixa ou
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indetectavel, mecanismo que parece ser, entre os adultos, responsavel por diminuir os
niveis de ativagcdo imune celular, diretamente relacionada a progressao da doenca, 0s
progressores lentos pediatricos mantém niveis baixos de ativacdo celular apesar de
apresentarem carga viral mais elevada %2®’. Mecanismos de ndo progressdo da

doenca nas criangas sdo entdo, menos conhecidos.

Entre adultos infectados pelo HIV, apesar da TARV ter alterado a histéria
natural da doenca pela infeccdo pelo HIV, transformando-a numa doenca cronica,
antirretrovirais ndo parecem ser capazes de reestabelecer plenamente a funcdo do
sistema imune %8, e nota-se maior prevaléncia de complicacdes ndo-AIDS neste grupo
3940 inclusive neoplasias, que parecem estar relacionadas ao envelhecimento precoce
estimulado pelo HIV 42, As alteragcdes observadas na doencga crénica pelo HIV no
que diz respeito as func¢des do sistema imune assim como no funcionamento geral do
organismo se assemelham ao processo normal de envelhecimento em pessoas néo
infectadas pelo HIV, e a aceleragdo do envelhecimento observada numa situacdo de
infeccdo pelo HIV parece estar intimamente relacionada ao estado de inflamagao
cronico que pessoas vivendo com HIV experimentam, apesar da TARV de sucesso 4~
4, AlteracGes promovidas por este estado de inflamacéo e ativacdo do sistema imune
gue contribuem para o envelhecimento precoce incluem menor renovacédo de células T
e alteracao da sua homeostase, predominio de células T diferenciadas com telémeros
mais curtos, fungcdo alterada das células T reguladoras (Treg), normalmente
responsaveis pela regulagcédo da inflamacéo, acumulagédo de mediadores inflamatdrios
como TNF-alfa e interleucinas como a IL-6, e finalmente, pela destruicdo da barreira
da mucosa gastrointestinal 4344, A permanéncia de virions circulantes, com ou sem
capacidade replicativa, parece estimular o sistema imune contribuindo para seu
envelhecimento %6, Também foi sugerido que a exposicdo a antirretrovirais poderia

contribuir para o envelhecimento do sistema iimune 4748,

Ha menos relatos sobre a immunossenescéncia precoce em criancas e
adolescentes vivendo com HIV porém algumas caracteristicas da histéria natural da
infeccdo e progresséo da doenca em especial nas criancas infectadas perinatalmente
pelo HIV sugerem que o envelhecimento precoce do sistema imune pode ser ainda
mais acentuado em criancas: progressao mais rapida da doenca, altas cargas virais no
estabelecimento da infeccéo, imaturidade do sistema imune particularmente adaptativo
resultando no controle mais demorado da viremia, e, finalmente, exposi¢do prolongada

e precoce a antirretrovirais “°.



Introducéo 8

Em termos de marcadores bioldgicos das alteragBes ligadas a ativacao
celular e ao envelhecimento precoce observadas em células T, a marcagdo com
CD38+ em particular de LTCD8+ foi ha muito associada a este estado de ativagéo e
relacionado a progressao da doenca pelo HIV 5951, A dupla marcacéo de linfécitos com
CD38+HLA-DR+ classicamente est4 associada com ativacao e progressao da doenca
5253 O receptor de membrana CCR5 esta ligado a susceptibilidade a infeccdo pelo
HIV, e também a progressédo da doenga em individuos infectados pelo HIV ***°. O
receptor de membrana CD95 esta envolvido ha morte acelerada de linfécitos T no
contexto de infeccdo pelo HIV, através da inducdo de apoptose, e é considerado
marcador de exaustdo e ativacdo celular %6-°°. A diminuicéo e finalmente perda da
expressao de CD28, importante marcador do potencial de proliferagédo de linfocitos T e
consequentemente importante para a manutengdo da sua funcéo, foi por sua vez ha
muito relacionada ao envelhecimento ®°. Paralelamente, células T que perdem sua
capacidade proliferativa aumentam a expressdo do marcador CD57 ©°6 PpPD-1
(Programmed Death -1) é um marcador inibitério que tem papel importante no
equilibrio entre ativacdo celular e toleréncia, e estd associado com perda da
capacidade proliferativa de linfécitos e portanto considerado um marcador de exaustao
6264 Adicionalmente aos marcadores classicos de imunossenescéncia e exaustéo,
Tandon R et al sugeriram que a maior expanséo de Tim-3 (T-cell immunoglobulin and
mucin domain—containing molecule-3), receptor inibitério que diminui a resposta de
células T, em LTCD4+ e LTCD8+ de criancas de mais idade, ou seja, expostas ao HIV
h& mais tempo, poderia funcionar como marcador da disfungdo de células T . Outros
estudos demostraram perfil senescente em criancas em replicacdo viral através da
medicdo do comprimento de teldmero 4%, De forma geral estudos mostram que
ativagdo celular e exaustdao do sistema imune estdo inversamente correlacionados
com comprimento de teldbmero, o que apoia a ideia de que a ativagdo imune
persistente e exaustao celular estdo proximamente relacionadas ao envelhecimento e
imunossenéscencia “°%’. Neste sentido, técnicas de medicdo do comprimento de
telomero ® e atividade da telomerase % 7°, responsavel pelo manutencdo do
comprimento do telébmero podem ser utilizadas para avaliar senescéncia no contexto

da infecgéo pelo HIV.

A Tabela 2 resume as principais referéncias bibliograficas que descreveram os
mecanismos implicados no envelhecimento precoce celular de criangas vivendo com
HIV (adaptado de ®):
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Tabela 2. Mecanismos de maturacao celular acelerada em crian¢as vivendo com

HIV.

Caracteristicas/mecanismos de maturagcdo acelerada do
perfil celular de criangas infectadas pelo HIV

Referéncias

Aumento de células T CD95+

Debatin KM et al, 1994

Vigano A et al, 2001.

Sainz T et al, 2013

Diminuicdo de LTCD8+ naive / Aumento de LTCD8+ de
meméria efetora/ Aumento de LTCD8+ de diferenciacdo
terminal

van den Heuvel D et al, 2015

Mansoor N et al, 2009

Montesano C et al, 2010

Zacarelli Filho et al, 2007

Sainz T et al, 2013

Diminuicdo de LTCD4+ naive / Aumento de LTCD4+ de
memoria efetora

Méndez-Lagares et al, 2013

Zacarelli Filho et al, 2007

Aumento de LTCD8+CD28-CD57+ / linfécitos senescentes
CD28-

Plaeger-Marshall S et al,
1994

Mansoor N et al, 2009

Diaz L et al, 2012

Vigano A et al, 2001.

Gianesin K et al, 2016

Aumento de LTCD4+ total, de memoria central, efetora e
efetora terminal com perfil LTCD4+CD28- CD57+

Méndez-Lagares et al, 2013

Aumento de LTCD8+ ativados - CD8+CD38+/CD8+CD38+HLA-
DR+

Prendergast A et al, 2012

Plaeger-Marshall S et al,
1994

Sainz T et al, 2013

Alvarez P et al, 2017

Zacarelli Filho et al, 2007

Gianesin K et al, 2016
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Tabela 2. Mecanismos de maturacao celular acelerada em crian¢as vivendo com HIV
(continuagao).

Aumento de LTCD4+ ativados - CD4+CD38+HLA-DR+ Alvarez P et al, 2017

Plaeger-Marshall S et al,
1994

Aumento de células exaustas - PD-1+ FoldiJ et al, 2017

Prendergast A et al, 2012

Gianesin K et al, 2016

Raz3o LTCD4/LTCDS invertida Alvarez P et al, 2017

Sainz T et al, 2013

Expansao do receptor inibitério Tim-3 Tandon R et al, 2012

O efeito benéfico da TARV iniciada de maneira mais precoce na diminuigdo
de marcadores de envelhecimento e ativacdo celular e na redugcdo do
estabelecimento de reservatérios latentes do HIV vem sendo h& alguns anos
explorado, ja que niveis mais altos de ativagdo e senescéncia celular assim como
maiores reservatérios do virus parecem estar associados a piores prognésticos em
termos de progressdo da doenca. Em um estudo realizado em adultos, o inicio da
TARV até 6 meses de infec¢do, ou seja, em estagios precoces da doencga, associou-
se com menores niveis de ativagdo celular e reservatorios menores de DNA e RNA
de HIV ™,

Em criancas, desde o estudo CHER 72, outros estudos confirmaram os
beneficios da TARV iniciada de maneira precoce, no primeiro ano de vida, inclusive
garantindo supressao viral mais rapida . O beneficio da TARV mais precoce nos
maiores de 12 meses, porém, foi mais dificil de ser estabelecido: por exemplo um
ensaio clinico randomizado (PREDICT) cuja mediana de idade das criancas incluidas
era de 6 anos, ndo encontrou diferencas na mortalidade entre dois grupos de
criancas iniciando TARV mais precocemente vs. tardiamente, porém o estudo néo
teve poder suficiente para detectar essa diferenca pela baixa mortalidade encontrada
pelos pesquisadores nos dois grupos 4. Em um relato da coorte IeDEA de criangas
infectadas pelo HIV na Africa Ocidental, investigadores observaram que a idade mais
precoce de inicio da TARV (antes dos 3 anos) estava relacionada com melhor
recuperacdo do sistema imune, medido pela contagem de LTCD4+ aos 24 meses

pos inicio da terapia °. De forma semelhante, resultados de modelagem derivados



Introducédo 12

do ensaio clinico ARROW demonstraram que contagens de LTCD4+ mais altas, e
mantidas a mais longo prazo estavam previstas para criangas iniciando TARV em
idades mais precoces . Coortes importantes de pacientes pediatricos (Pediatric
AIDS Clinical Trials Group - PACTG) seguidos ao longo do tempo pré e pés TARV ja
indicaram o aumento percentual substancial de LTCD4+ com o inicio da TARV, em
especial no primeiro ano de instituicdo da TARV, e ja apontavam para um maior

aumento de LTCD4+ nas criancas de idade inferior a cinco anos 7.

Neste estudo, que contou com 1236 participantes, a média de LTCD4+
apos cinco anos de TARV foi, contudo, inferior & média esperada para a idade,
sugerindo uma resposta imune incompleta ”’, em contraste com outros estudos que
demonstraram que apés quase trés anos de TARV as subpopulagbes de LTCD4+
eram semelhantes as dos individuos controle 8. Ambos estudos citados foram
publicados no ano de 2008. Desde entdo estudos mais detalhados acerca do sistema
imune e a manutencdo de suas fungbes vem sendo realizados com o objetivo de
aumentar a compreensao dos beneficios da TARV bem como de formas de otimiza-

la no grupo pediatrico.

Outros estudos sugerem que o inicio precoce da TARV nas criancas
preserve o0 compartimento de memdria de células B, e que tal achado seja
semelhante aos beneficios imune vistos em adultos tratados durante a infecgéo
aguda "°8, Diversos estudos parecem apontar para os beneficios da TARV para a
melhora de mdltiplos desfechos de salde (crescimento e desenvolvimento, sobrevida
e morbidade, desfechos imunes, etc.) inclusive para criangas com niveis de LTCD4+
acima daqueles que historicamente indicariam TARV nesse grupo 882 Varios
estudos confirmam o efeito benéfico da TARV no crescimento e estado nutricional
das criancas, principalmente se considerados os primeiros anos de tratamento,
periodo em que ocorre um “catch up” dos parametros de crescimento como peso
para idade e estatura para idade 884 com ou sem supressao viral completa .
Estudos sugerem porém que criangas que ja apresentam comprometimento
importante como mal nutricdo (baixo peso para idade, ou wasting)ou baixa estatura
(baixo peso para estatura, ou , wasting) no inicio da TARV parecem ndo chegar a

parametros normais de crescimento a médio prazo 8384,
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15 Resposta a vacinacao

Sabe-se que a infec¢do pelo HIV altera a resposta do sistema imune as
vacinas: criangas infectadas pelo HIV mais raramente atingem niveis normais de
protecdo, e aquelas que atingem protecao apresentam queda maior e mais rapida da
mesma 888, Estes entre outros fatores poderiam contribuir para uma protecéo falha
das criangas vivendo com HIV contra doencas normalmente evitaveis através da
vacinacdo. Estudos que exploraram a resposta imune a determinadas vacinas
individualmente, tais como Hepatite B, pneumococo e sarampo, descrevem uma
resposta alterada tanto da imunidade celular quanto humoral de adultos e criangcas
infectados pelo HIV 8-°1, Em um estudo realizado em S&o Paulo, Brasil, resultados
apontaram para o fato que anticorpos vacinais contra tétano, difteria, sarampo,
rubéola e hepatite B estavam presentes em grande parte das criangas estudadas
mas com titulos mais baixos nas criangas infectadas pelo HIV, corroborando com a
hipotese de que criancas infectadas pelo HIV apresentam uma resposta inadequada
a vacinacdo se comparada a resposta de criancas nao infectadas pelo HIV %2, De
forma semelhante, em estudo referente a soroprotecdo para sarampo em um grupo
de criancas e adolescentes ja em TARV, no momento de inclusdo no estudo
aproximadamente metade dos participantes ndo apresentavam niveis de anticorpos
protetores, apesar de terem sido vacinados previamente, em 80% dos casos tendo

recebido duas doses da vacina, porém anteriormente ao inicio da TARV %,

Por outro lado, uma vez em TARV as criangas infectadas pelo HIV
respondem bem & vacinacdo, atingindo niveis protetores de anticorpos,
principalmente quando iniciada precocemente (em especial abaixo dos 12 meses de
idade) ®72. No estudo referido acima sobre soroprotecdo contra o sarampo, as
criancas revacinadas quando jA em TARV tiveram um aumento de quase 90% de
soroprotecdo, particularmente nas criancas com supressdo viral . Mesmo em
TARV, porém, criancas infectadas pelo HIV parecem atingir menor protegcdo em
relacdo as vacinas em especial aquelas recebidas anteriormente ao inicio da TARV.
Como exemplo, um estudo realizado nos Estados Unidos examinando a resposta a
vacinacao com a triplice viral, ou MMR (sarampo, caxumba e rubéola, do inglés:
measles, mumps, rubella) em criangas expostas ao HIV infectadas ou n&o infectadas
encontrou que altas proporcbes de criancas infectadas pelo HIV (mas ndo as

expostas nado infectadas) ndo apresentavam resposta sorolégica satisfatéria a vacina,
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apesar de terem sido vacinadas como preconizado, e estarem em TARV %. A
resposta insatisfatéria as vacinas pode justificar esquemas de revacinagdo, em
especial para aquelas vacinas administradas antes do inicio da TARV, embora o
momento ideal de revacinacdo, e o numero de doses de reforco necessérias néo
estejam bem definidos e normatizados . Neste sentido, Rainwater-Lovett K e Moss
WJ utilizaram a imunidade para a vacina contra 0 sarampo como modelo para
explorar os beneficios da revacinacdo de criangcas infectadas com HIV péds
reconstituicdo imune e assim justificar a politica de revacinacdo °. Particularmente
para a Hepatite B, o Ministério da Saude recomenda dosar anti-HBs das criancas
infectadas pelo HIV 1 a 2 meses apGs o0 esquema basico descrito na Tabela 3, e
anualmente a seguir. Caso a crianca ndo esteja protegida (anti-HBs <10 MUI/mL),
deve-se repetir 0 esquema em intervalos de zero, dois e seis meses, usando dose

dobrada da vacina Hepatite B monovalente 2,

Para as vacinas cujas respostas foram avaliadas neste estudo, a Tabela
resume as recomendacgfes de vacinacdo da Sociedade Brasileira de Imunizacbes

(SBIm) para criancas e adolescentes infectados pelo HIV .

Tabela 3. Recomendacdes SBIm para vacinas da infancia de interesse.

VACINA ESQUEMA RECOMENDADO PARA CRIANCAS E ADOLESCENTES INFECTADOS
PELO HIV

HEPATITE A Duas doses com intervalo de 6 meses.

HEPATITE B Quatro doses: 0 -1 - 2 - 6 meses, com o dobro da dose. Solicitar anti-HBs 1 a

2 meses apds a quarta dose. Considera-se imunizado se Anti HBs >10 Ul/ml.

Se sorologia negativa, indicada revacinagao com dose dobrada.

TRIPLICE Duas dose com intervalo minimo de 1 més; iniciar apds os 12 meses. Contra

VIRAL indicada se imunossupressao grave.

Além dos fatores expostos acima, dados de coortes de pacientes na
Ameérica Latina alertam para o fato de que o0 acesso as vacinas rotineiras da infancia
pode estar prejudicado nas criancas vivendo com HIV, o que poderia ser explicado
pela possivel sintomatologia apresentada pelas criancas, ou por percepcdes

N

errbneas do pessoal de saude quanto a vacinacdo deste grupo de criangas,
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contribuindo ainda mais para uma protecdo falha das doencas que as vacinas do
calendéario vacinal pretendem prevenir %. Dados semelhantes de menor cobertura
vacinal entre as criancas vivendo com HIV foram observados inclusive em locais de

maiores recursos, como o Reino Unido °7.



2. Objetivos
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2.1 Objetivo geral

Analisar se a idade de inicio da TARV modifica padrées de envelhecimento e

de ativagao celular e resposta imune em criangas infectadas perinatalmente pelo HIV.

2.2 Objetivos especificos

o Analisar a relagdo entre idade de inicio de TARV e preservacdo de LTCD4+
medida através da contagem e percentual de LTCD4+;

o Analisar a relagdo entre a idade de inicio da TARV e perfil fenotipico de
imunossenescéncia e exaustdo atravées da medicdo de frequéncias de
LTCD4+ e LTCD8+ marcados com CD57+, CD95+, PD-1+ e CD28- e Treg;

o Analisar a relagdo entre a idade de inicio da TARV e perfil fenotipico de
ativacao celular através da medicdo de frequéncias de LTCD4+ e LTCD8+
marcados com CCR5+, CD38+ e HLA-DR+ e Treg;

o Analisar a relacdo entre a idade de inicio da TARV e resposta imune a

vacinas para Hepatite B, Hepatite A, Caxumba e Rubéola.
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3 Métodos
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3.1 Locais do Estudo

A populagao em estudo trata-se de criangas e adolescentes provenientes de
duas coortes de pacientes infectados pelo HIV em seguimento nos seguintes
servicos: ambulatorio de doengas infecciosas do Servico de Infectologia Pediatrica
do Instituto de Infectologia Emilio Ribas (IIER), e ambulatério de infectologia
pediatrica do Instituto da Crianca do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo (ICr-HC-FMUSP), ambos reconhecidos no Brasil e
mundialmente pelo cuidado e tratamento de criangas e adolescentes infectados pelo
HIV.

3.2 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo transversal, exploratorio, de marcadores da resposta
imune, imunossenescéncia e ativagao celular numa subpopulacédo de pacientes em
cuidado (criangas e adolescentes <18 anos) recebendo TARV com sucesso, tendo
iniciado TARV em diferentes idades e em diferentes graus de imunossupressao e

evolugéo da doenca.

3.3 Populacéo do estudo

3.3.1 Critérios de Incluséo

Participaram neste estudo criancas e adolescentes que preencheram o0s

seguintes critérios de inclusao:
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e Idade inferior a 18 anos completos,

e Infecgdo pelo HIV de transmissao presuntiva perinatal,

e Em TARV ha mais de seis meses pelo menos,

e Carga viral (CV) inferior a 50 cOpias no altimo controle, ha no maximo seis
meses,

e Paciente e cuidador concordaram com a participacdo no estudo segundo
termos de assentimento da crianca quando apropriado e consentimento do

responsavel.

3.4 Recrutamento

Pais ou responsaveis de pacientes em seguimento nos ambulatérios que se
encaixassem nos critérios de elegibilidade para o estudo foram abordados pelo
médico assistente quanto a participagdo no mesmo. Os pais ou responsaveis que
demonstraram interesse em conhecer melhor o estudo foram direcionados ao
pesquisador do estudo que entdo forneceu informacéo detalhada acerca do estudo e
dos procedimentos relacionados a participacdo, pessoalmente ou pelo telefone

gquando o contato era disponibilizado pelos pais/responsaveis ao médico assistente.

Pelo menos um dos pais ou responsaveis que demonstraram interesse em
participar no estudo passaram pelo processo de consentimento livre e esclarecido
conforme o termo de consentimento (TCLE), e as criangas e adolescentes que
conheciam seu diagnostico de infeccdo pelo HIV passaram pelo processo de
assentimento. Duas versdes de termos de assentimento foram disponibilizadas como
suporte para o0 processo de assentimento: uma versdo de linguagem simplificada e
visual para criancas menores, e outra versdo para adolescentes. Como ambas
versdes de termos de assentimento continham explicagédo sobre a infecgdo pelo HIV,
estas s6 puderam ser utilizadas quando a revelacao diagnoéstica da infeccéao pelo HIV

tinha j& sido completamente realizada.
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3.5 Variaveis analisadas

O estudo contou com as seguintes fontes de dados:

1) Prontuario médico,

2) Carteira de vacinacdo, quando disponivel,

3) Anamnese dos participantes e/ou pais ou responsaveis para completar as
informagdes néo disponiveis em prontuario médico e carteira de vacinacao,

4) Resultados de exames laboratoriais.

As variaveis de interesse assim como as respectivas fontes de informacao
estdo descritas na Tabela 4:

Tabela 4. Variaveis de interesse para o estudo e fonte de informacéo.

Variavel de Interesse Fonte

e Caracteristicas s6cio demogréficas dos pacientes: sexo, idade, e Prontuario médico,
idade de diagndstico do HIV, escolaridade dos pais/ cuidadores informacgdo direta dos
e do individuo, exercicio de trabalho remunerado, com quem participantes/ pais/
vive. responsaveis legais.

e Parametros clinicos ao diagndstico pelo HIV: idade de
diagnéstico, LTCD4+ e CV, classificagdo clinica, dados
antropométricos.

e Parametros clinicos relativos a terapia antirretroviral: idade e
dados antropométricos, LTCD4+ e CV de inicio de tratamento,
LTCD4+ nadir, tempo de supressdo viral, ARVs utilizados,
interrupgdes de TARV.

e Parametros clinicos a inclusdo: idade, ultimo LTCD4+, dados
antropométricos.

e Anticorpos vacinais: Hepatite B, Hepatite A, rubéola e e Soro.
caxumba.

e Dados de Vacinagdo: nimero total de doses e data da ultima e (Carteira de vacinagdo.
dose das vacinas para Hepatite B, Hepatite A e triplice/tetra
viral.

e Biomarcadores de ativacdo e imunossenescéncia celular, razdo e PBMC.

LTCD4+/LTCD8+: Painel de Ativagdo LTCD4+ e LTCD8+; Painel
de Treg.
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3.6 Base de Dados do Estudo

Dados coletados através das diversas fontes de informacgédo citadas foram
inseridos numa base de dados especifica para o estudo, na plataforma RedCAP
(Research Electronic Data Capture) %. Um dicionario de variaveis de interesse
(listadas acima) para o estudo foi elaborado previamente a criacdo da base de dados
no RedCAP, tendo como base principalmente varidveis estudadas e reportadas na
literatura revisada por pares relevantes para a pergunta de pesquisa do estudo.
Estas variaveis foram organizadas em formulérios de relato de caso (do inglés case
report form — CRF %), desenvolvidos na plataforma RedCAP. Tais CRFs foram
criados para registrar, sempre que disponiveis, dados demograficos dos pacientes,
dados acerca dos momentos de inclusdo no estudo, de diagndstico da infeccao pelo
HIV, de inicio e ao longo da terapia antirretroviral, status atual dos pacientes,
historico vacinal, observacdes gerais, e resultados laboratoriais. Uma ficha de coleta
de dados foi entdo criada para ser preenchida a mdo no momento da coleta de
dados, a partir das fontes de dados supracitadas. As informacdes coletadas nas
fichas de coleta de dados foram posteriormente inseridas na plataforma RedCAP do
estudo. Laudos de resultados laboratoriais foram inseridos diretamente na plataforma
RedCAP.

3.7 Definicdes

A infeccdo pelo HIV de transmissdo perinatal foi considerada quando
previamente confirmada ou presumida pelos médicos assistentes dos pacientes

incluidos no estudo, na auséncia de teste confirmatério para o HIV materno.

A data de diagnéstico do HIV, quando nao claramente expressa no
prontuario médico, foi considerada como o primeiro resultado de carga viral

confirmatéria de infeccéo pelo HIV registrada no prontuario médico.

Dados de classificagcdo clinica dos pacientes incluidos foram retirados do
prontuério médico quando disponiveis, e seguem os critérios do CDC de progresséo
da doenca pelo HIV °, conforme as recomendacdes nacionais de manejo da infeccéo

pelo HIV em criangas *°.
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Terapia antirretroviral com boa resposta virologica foi definida como
tratamento h& pelo menos seis meses e carga viral inferior a 50 cépias/ml no ultimo
controle, realizado ha no maximo seis meses. Pacientes e/ou seus responsaveis
foram questionados sobre possiveis episddios de interrup¢do de TARV desde o seu
inicio, e a informacao oferecida foi confirmada por prontuario medico. Em caso de
discrepancia na informacéo, prevaleceu aquela disponivel em prontuario. Foram

considerados episodios de interrupcdo de TARV de qualquer duracéo.

Os dados de peso e estatura na inclusdo do estudo foram considerados
como os dados da ultima consulta médica, em geral realizada no mesmo dia, ou no
méximo no mesmo més de inclusdo. Para a avaliacdo antropométrica das criancas
foram calculados: Z scores de indice de massa corpérea (IMC) para idade para
todos os participantes, Z scores de peso para idade para criangcas de 0 a 10 anos
(inclusive) e Z scores de estatura para idade para todos os pacientes incluidos. Z

scores foram baseados em definicdes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
100,101

Quando a informacdo de qualquer data relevante para o estudo estivesse
incompleta, foi considerado: se apenas o dado de ano (de diagndéstico de HIV, de
inicio de TARYV, etc.) era disponivel, para fins de andlise foi considerada a data de 15
de Julho. Quando apenas ano e més eram disponiveis, o dia 15 do més e ano em

gquestao foram considerados.

O aproveitamento escolar levou em conta as variaveis coletadas ano escolar
atual e idade. De forma analoga a metodologia utilizado pelo sistema educacional
brasileiro, foi calculada a adequacéo entre a série e a idade do aluno, considerando-

se 0s 7 anos como a idade adequada para ingresso no ensino fundamental.

Os dados de contagem de LTCD4+ no diagnéstico de HIV foram
considerados como os resultados de LTCD4+ registrados no prontuario médico na
data mais préxima da data de diagndstico do HIV. Os dados de contagem de
LTCD4+ no inicio da TARV foram considerados como a medi¢cdo de LTCD4+
imediatamente anterior a introdugéo da TARV. Nos casos em que a TARYV foi iniciada
logo apés o diagndstico de HIV os mesmos dados de contagem de LTCD4+ entraram
em ambas analises (ao diagndstico do HIV e ao inicio de TARV). Os dados de
contagem de LTCD4+ atual foram considerados como os resultados de LTCD4+

realizados em até seis meses antes da inclusdo no estudo.
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3.8 Procedimentos do estudo

Todos os participantes tiveram seus dados demogréaficos e clinicos
relevantes para este estudo recolhidos do prontuario médico. A informacéo coletada
pode ser completada durante entrevista com 0s pais ou responsaveis legais no dia

de inclusé@o no estudo.

A carteira de vacinagdo de cada participante, quando disponivel, foi revisada
para obter-se o histdrico vacinal para Hepatite B, Hepatite A e vacina triplice/ tetra

viral (nGmero de doses, data da Ultima dose).

Informacéo acerca do aproveitamento escolar dos pacientes foi coletada
através de entrevista com 0s participantes e/ou responsaveis legais na data da

inclusao.

Ainda no dia de inclusdo do estudo, para evitar perdas de dados, foi
realizada a coleta de amostra de sangue para analise das variaveis de interesse no
estudo. Um volume méaximo de 17 ml de sangue foi coletado de todos os
participantes, respeitando-se os limites recomendados pela OMS de coleta de
sangue de 1-5% do volume de sangue total em 24 horas 1°2. A retirada do sangue foi
feita por uma agulha esterilizada descartavel, introduzida na veia do brago
(procedimento rotineiro). As amostras foram transportadas ao LIM-60 imediatamente
ap6s coleta em uma caixa resistente, vedada e a temperatura ambiente,
acompanhadas de formulario de identificagdo das mesmas. As amostras foram
congeladas e armazenadas no LIM-60, e posteriormente descongeladas para as
analises de citometria de fluxo. Aliquotas de soro foram enviadas ao Laboratério de
Imunologia do Hospital Central da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao

Paulo para realizacdo das sorologias.

3.9 Tamanho amostral

Como tratou-se de um estudo exploratério, ndo houve célculo de tamanho
amostral prévio ao inicio do recrutamento, mas foi definida uma meta de incluir
aproximadamente 80-100 criangas e adolescentes. Durante o periodo de

recrutamento do estudo foram incluidas 43 criangcas no ambulatério do Instituto
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Emilio Ribas e 13 criangas no ambulatério do Instituto da Crianca do HCFMUSP. Do
total de 56 criancas e adolescentes incluidos, 1 foi excluido por ndo atender a um
dos critérios de inclusdo (carga viral inferior a 50 cépias/ml no Gltimo controle), e ndo

foi portanto incluido nas analises do estudo.

3.10 Analise estatistica

o Para as andlises dos dados clinicos disponiveis, participantes foram
estratificados segundo a idade de inicio de TARV (<6 meses, 26 meses e <1
ano, 21 ano e <5 anos ou 25anos).

o Para descrever as variaveis continuas foram calculadas suas médias
acompanhadas dos seus intervalos de confianca (IC) de 95% ou suas
medianas acompanhadas dos seus intervalos interquartis (percentil 25;
percentil 75), o que fosse mais adequado. Também foram obtidos gréaficos
de pontos e/ou de caixa para a visualizagdo da distribuicdo das variaveis
continuas.

e Para comparar duas variaveis continuas foram utilizados o teste t de
Student, ndo pareado, bicaudal e ajustado para variancias desiguais ou 0
teste de Mann-Whitney bicaudal, o que fosse mais adequado. O teste
ANOVA ou Kruskal-Wallis foi utilizado para a comparagéo de trés ou mais
grupos e caso 0 seu resultado fosse estatisticamente significante foram
feitas comparacdes dois a dois através do teste t de Student, ndo pareado,
bicaudal e ajustado para variancias desiguais ou o teste de Mann-Whitney
bicaudal, o que fosse mais adequado. Nao foi realizado ajuste para multiplos
testes.

o Para avaliar a correlacdo entre duas variaveis continuas foram utilizados os
coeficientes de correlacdo de Pearson ou de Spearman, o que fosse mais
adequado. Para visualizar a correlacao de variaveis continuas foram obtidos
gréaficos de dispersao e heat maps.

o Para descrever as variaveis categoéricas foram calculadas suas

porcentagens e respectivos IC de 95%.
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e Para avaliar a associacdo entre variaveis categoricas foram utilizados o
teste do Qui-quadrado ou o teste exato de Fisher, o que fosse mais
adequado. Caso o seu resultado fosse estatisticamente significante em uma
comparacao que envolvesse mais de dois grupos foram feitas comparacoes
dois a dois através do teste para comparar propor¢des ou exato de Fisher, o
gue fosse mais adequado. Nao foi realizado ajuste para multiplos testes.

e O nivel a de significAncia para todos os testes de hipotese foi de 0,05.
Todas as analises foram realizadas com Stata 10.1 (StataCorp. 2007. Stata
Statistical Software: Release 10. College Station, TX: StataCorp LP).

3.11 Aspectos éticos

Este protocolo de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP (CAPPesq; CAAE
35523414.9.1001.0068) e pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (protocolo de pesquisa n° 53/2014). Consentimento
informado através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado foi
obtido por escrito de pais ou responsaveis das criancas e adolescentes. No caso de
criancas ou adolescentes que conheciam seu estado de infeccdo pelo HIV, foi deles

obtido também assentimento, através do Termo de Assentimento aprovado.

3.12 Métodos laboratoriais

3.12.1 Imunofenotipagem

Células mononucleares do sangue periférico, CMSPs (em inglés: peripheral
blood mononuclear cells - PBMC) foram obtidas a partir das amostras de sangue
coletado e criopreservadas em nitrogénio liquido. As CMSPs criopreservadas foram
descongeladas rapidamente em banho-maria a 37 °C e transferidas para tubos de 15
ml contendo meio RPMI enriquecido (10% de Soro Fetal Bovino, 2 mM de L-
glutamina, 1mM de piruvato de sédio, 1mM de penicilina/estreptomicina, 55uM de 2-

Mercaptoetanol, e 10mM da solugcdo de HEPES), estes foram centrifugados a 600g
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por 10 minutos, logo apds ressuspendidas e incubadas com meio R10 com DNAse
(SIGMA, concentragéo final de 10ug/ml) por 15 minutos a 37°C, logo apés foram
contadas em azul de tripan 0,4%. ApoOs a contagem, 1 e 2 x106 de células de cada
paciente foram separadas para os painéis de imunofenotipagem (painel |- de
ativacdo, senescéncia e exaustdo celular e o painel II- de células T regs),

respectivamente.

As CMSPs foram distribuidas nos respectivos pocos da placa de 96 com
fundo “V”, lavadas com solucdo de PBS 1x e centrifugadas. Apds o descarte do
sobrenadante, o pellet de células foi submetido a nova rodada de lavagem e
centrifugacdo, em seguida as células foram ressuspendidas e incubadas com o
marcador de viabilidade, (LIVE/DEAD® Fixable Cell Stain Kit, Life Technologies), por
15 minutos no escuro e em Temperatura ambiente (TA). ApOs incubacdo foram
lavadas com MACS (solucéo de PBS 1x contendo Albumina do soro bovino (0,5%) e
EDTA (2mM)) e centrifugadas, o sobrenadante foi desprezado e as células
incubadas com o0s anticorpos monoclonais de superficie referentes ao painel |

(Tabela 5) e painel Il (Tabela 6), a 4°C por 30 minutos, no escuro.

Tabela 5. Informacfes dos anticorpos e reagentes utilizados no painel de ativagéo,
senescéncia e exaustao de LTCD4+ e LTCD8+.

Anticorpo Clone Fluorocromo Marcagao
live/dead - uv Superficie 1
CcD3 UCHTI V500

CD4 SK3 BV650

CD8 RPA-T8 BUV395

CD 27 M-T271 PE-CY7

CD28 CD28.2 APC

CD 38 HIT2 PerCP Cy 5.5

CD45 RA HI100 FITC

CD57 NK-1 BV 605 Superficie 2
CD95 DX2 BV786

CD 279 (PD-1) EH12,2H7 APC-CY7

CD31 WM59 PE
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CCR7 150503 BV 421
HLA DR G46-6 ALEXA700
CCR5 2D7/CCR5 BV711 Intracelular

Tabela 6. InformagBes dos anticorpos e reagentes utilizados no painel de células T

reguladoras.

Anticorpo Clone Fluorocromo Marcagao
live/dead - uv Superficie 1
CcD3 UCHTI ALEXA 700

Cbh4 RPA-T4 APC- H7

cD8 SK1 BV510 Superficie 2
CD25 M-A251 PECF594

CD127 HIL-7R-M21 APC

GARP 7B11 PECY7

FOXP3 259D/C7 PE Intranuclear
KI-67 B56 FITC

Ap6s incubacao, foram lavadas com MACS, as amostras do painel | foram
fixadas com solucdo de paraformaldeido (PFA) 1% e armazenadas a 4°C, cobertas

com aluminio até a aquisi¢cao no citbmetro.

As amostras do painel Il (células Tregs) foram fixadas porém com Tampéao A
1x (BD Biosciences), por 10 min, no escuro em temperatura ambiente, apos a fixacéo
as células foram centrifugadas a 600g por 5 min, o sobrenadante foi descartado, o
pellet de células lavado com MACS e centrifugado. Apds o descarte do
sobrenadante, as células foram incubadas com Tampao C (o tampéo B (50x) diluido
1: 50 no tampdao A) em temperatura ambiente, protegidas da luz durante 30 min, para
a permeabilizacdo da membrana plasmatica e intranuclear. Apos esse tempo, a
placa foi centrifugada, o sobrenadante descartado e o pellet de células lavado com
MACS. Em seguida, procedeu-se a marcacao intranuclear com o anticorpo anti-
FoxP3, anti-Ki-67 e Tampao MACS durante 1h, em temperatura ambiente. Por fim,

as células foram lavadas com MACS e fixadas com PFA a 1%. As células marcadas
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e fixadas foram transferidas para microtubos e armazenadas a 4°C, devidamente

protegidas da luz, para posterior aquisicao em citdmetro de fluxo.

As amostras foram adquiridas no citdbmetro 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 € negativas- cobertas
com soro fetal bovino- BD Biosciences). Tubos especificos para cada fluorocromo foi
preparado contendo uma mistura de compbeads positivas e negativas marcadas com

anticorpos conjugados aos fluorocromos especificos a cada tubo.

3.13 Estratégias de andlise dos dados de citometria de fluxo

Os dados gerados da aquisicado no citbmetro de fluxo foram analisados no
programa Flowjo (TreeStar, San Carlos, California, USA). A definicdo dos gates para
analise dos painéis com base na analise dos tubos FMO (Fluorescence Minus One),
onde foram utilizados tubos de FMO (CD25, CD27, CD28, CD31, CD38, CD45RA,
CD57, CD95, CD127, CCR5, CCR7, FoxP3, GARP, HLA-DR, KI-67 e PD-1). A
Tabela 7 detalha as moléculas caracterizadas nos painéis de citometria de fluxo
assim como as finalidades de sua caracterizagdo neste estudo. A estratégia de

andlise completa utilizada para os painéis | e Il esta apresentada na Figura 1.

Tabela 7. Informagfes descrevendo a funcéo e a finalidade de cada molécula
caracterizada através dos painéis de citometria de fluxo*.

Moléculas Funcdes Finalidade no projeto

CcD3 Proteina associada ao receptor de células T Caracterizagdo da populagdo de
(TCR); auxilia na transdugdo de sinais. linfocitos T.

CD4 Proteina que participa da sinalizagcdo e adesdo Caracterizacdo da populacdo de
celular; co-receptor de MHC de classe Il. linfocitos T CD4 auxiliares.

CD8 Proteina que participa da sinalizagdo e adesdo Caracterizacdo da populagdo de
celular; co-receptor de MHC de classe I. linfécitos T CD8 citotoxicos.

CD25 Receptor da cadeia a da Interleucina-2 (IL-2). Ativagdo celular.

CD27 Proteina ligante do CD70, atua como co- Diferenciacdo ontogénica.**
estimulador para ativagdo de células T e B.

CD28 Ativacdo de células virgens . Anergia celular (CD28-).
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CD31

Molécula de adesdo, media interagdo leucdcito-
endotélio e endotélio-endotélio

Recém egressa do timo.

CD38

Ectoenzima multifuncional, Glico-hidrolase NAD
onde catalisa a nicotinamida-adenina-
dinucleotideo (NAD), participa no processo de
adesdo celular, transdugdo de sinais e vias de
sinalizacgdo.

Ativagdo celular.

CD39

Ectonucleotidase, enzima envolvida na produgao
de adenosina.

Ativagao celular.

CD45 RA

Isoforma de CD45 contem o exon A, que é uma
Tirosina fosfatase que participa do processo de
sinalizacdo celular.

Diferenciagdo ontogénica.**

CD57

Oligossacarideo encontrado em muitas
glicoproteinas de superficie celular, marca perda
da capacidade proliferativa celular.

Senescéncia celular.

CD95

Une-se ao ligantes Fas TNF-similar, induz
apoptose.

Apoptose celular.

CD127

Receptor da Interleucina -7 (IL-7), envolvida no
processo de proliferagdo celular.

Caracterizagdo da populagdo de
células Tregs.

CCR7
(cD197)

Receptor das quimiocinas CCL19 e CCL21,
participando no processo de migragao das
células para érgaos linfoides secundarios.

Diferenciacdo ontogénica.**

GARP

Glycoprotein A repetitions predominant (GARP)-
serve como receptor para TGFbeta latente, ajuda
na agdo supressora das Treg

Ativagao celular.

HLA-DR

Molécula do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) de classe Il. Se liga a peptideos
antigénicos de forma estavel e apresenta-os na
superficie celular.

Ativagdo celular.

KI-67

Proteina nuclear, associado a proliferagao
celular, sendo expresso em todos os estagios
ativos do ciclo celular.

Proliferagdo celular.

PD-1

Programmed death-1. Receptor com efeitos
inibitérios em linfocitos T, B e mondcitos.

Exaustdo celular.

FoxP3

(Forkhead box P3)- proteina scurfina, é um fator
de transcrigdo que participa no desenvolvimento
e na fungdo das células T reguladoras.

Caracterizacdo da populagdo de
células Tregs.

* Adaptado de Janeway, 2002 1%, **A express3o combinada desses marcadores permite classificar os
estagios de maturagdo de uma célula naive até se desenvolver em uma célula de memodria.




Métodos 31

7| -Uinfécitos

’ " UnfT(cD34)

Cate
B nawe

L) mem ranstoda
B mem intermediana
B mem efntorn

W womieal sfeto

o o

CCR?

COSRA ton ~
| T J
Boolean gates
D LinfTCD4+
oo 1w _’rzﬂ'-i-.
v 'cma » o A ;iw coss 'vccm"' WN. i
E  LinfTcO8+
v "com' - CVL[;S! .-;-‘)J?t\ v TS Yecas'’ L »u.cﬂ ¢

F Linf T CDa+

._-4.1' w o N <co§, - El.v)&
H Linf Tregs

o Linf T (CD3+) "1 CD4+CD25high CD127 lowFoxP3+ ~ |{GARP+
., (Tregs) o
> 5.

o (=%

Figura 1. Estratégia de andlise de painéis de LTCD4+, LTCD8 + e Treg

completa. Os dados foram analisados em gréaficos pseudocolor plot, seguindo os

critérios de qualidade da andlise baseados nos seguintes parametros: A) Time x
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PE, para checar o status do laser; FSC-H x FSC-A, Singlets- para excluir células
duplicadas; SSC-H x SSC-A, Singlets para excluir células duplicadas; Live/Dead x
FSC-A, para excluir as células mortas; FSC-A x SSC-A, para identificar a
populacao de linfocitos; CD3 x SSC-A, para linfocitos T; CD4 x CD8 para identificar
as subpopulac¢6es de linfécitos T CD4+ e CD8+; B) Com base no FMO, os gates
foram definidos para a identificacdo da expressdo de CD45RA, CD27 e CCRY,
através da combinagdo booleana desses marcadores foi identificado seis
diferentes subpopulac¢des (naive/ memoria das células); C) Gréficos dot plots
representando as seis diferentes subpopulacdes de naive/memoria encontradas
dentro das populagbes totais de CD4+ e CD8+: Naive -NV
(CD45RA+CD27+CCR7+); Memoéria Central- MC (CD45RA-CD27+CCR7+),
Meméria Transitéria-MT (CD45RA-CD27+CCR7-); Memoria Intermediaria-Ml
(CD45RA+CD27+CCR7-); Memodria Efetora- ME (CD45RA-CD27-CCR7-); e
Efetora Terminal-ET (CD45RA+CD27-CCR7-). Os gréficos F e G representam o
perfil de expressdo dos marcadores de exaustdo (PD-1 e CD95) e senescéncia
(CD57) nas populagtes de células T CD4+ e CD8+ respectivamente. A figura H é
a representacdo da caracterizacao de células T reguladoras, onde utilizamos uma
sequéncia de graficos contendo os critérios de qualidade como na figura anterior
de expressao de marcadores de ativacdo, exaustdo e senescéncia (Time, singlets
fsc, singlets ssc, viabilidade e por fim a definicdo de linfécitos), e os de
identificacdo e caracterizacdo, seguido nesta figura pelo grafico dot plot de
caracterizacdo da populacdo de linfocitos T (CD3 X SSC), seguido de CD4+ e
expressao alta de CD25, baixa ou nenhuma expressdo de CD127 e FoxP3+
identificamos como células T reguladoras; as proteinas KI-67 e GARP foram
analisadas tanto na populacéo total de células T CD4+ e CD8+ com na de Treg

também.

3.14 Resposta vacinal

Anticorpos produzidos como resposta vacinal foram pesquisados no soro

das amostras de sangue coletadas.

Para determinag&o de anticorpos contra o antigeno de superficie do virus da
Hepatite B (anti — HBs) e anticorpos totais contra a Hepatite A (anti-HAV - IgM e 1gG)

foi realizada pesquisa através do método de eletroquimioluminescéncia na



Métodos 33

plataforma COBAS 8000 da ROCHE. Para a Hepatite B sdo consideradas reagentes
as amostras com titulos de valor igual ou superior a 10 Ul/L, e ndo reagentes se
inferiores a 10 UI/L. Para a Hepatite A sdo consideradas reagentes as amostras com
titulos de valor igual ou superior a 20 UI/L, e ndo reagentes se inferiores a 20 UI/L.

Para medicédo de anticorpos IgG contra Caxumba e IgG contra Rubéola foi
realizada pesquisa através do método de eletroquimioluminescéncia no equipamento
Liaison da DiaSorin. Para a Rubéola sédo consideradas reagentes as amostras com
titulos de valor igual ou superior a 10 Ul/mL e n&o reagentes se titulos inferiores a 10
Ul/mL. Para a Caxumba o resultado € considerado reagente se titulos de valor igual
ou superior a 11,0 UA/mI, inconclusivo se amostras com titulos de valor igual ou
superior a 9,0 e inferiores a 11 UA/ml, e ndo reagente se titulos inferiores a 9,0

UA/mI. Neste estudo os resultados inconclusivos foram somados aos nao reagentes.



4. Resultados
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De abril de 2016 a junho de 2017, 43 criangas e adolescentes em seguimento
no ambulatorio de Infectologia Pediatrica do Instituto de Infectologia do Emilio Ribas, e
13 criangas atendidas no ambulatério de Infectologia Pediatrica do Instituto da Crianca
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo tinham sido incluidos no
estudo. Destas, 1 foi posteriormente excluida por apresentarem carga viral superior a
50 cépias/ml na data da inclusdo no estudo, ndo preenchendo portanto um de seus

critérios de inclusao.

4.1 Dados demograficos

A inclus&o no estudo, a média de idade dos pacientes incluidos no estudo era
de 12 anos, 64% eram do sexo masculino, 48% eram de etnia parda/morena, 44% de
etnia branca, e 9% de etnia negra. Entre as criancas frequentando escola (n=45), 69%
estavam cursando o ensino fundamental e 31% o ensino médio. As demais crian¢as
ndo frequentavam escola por idade inferior a 7 anos ou por apresentar
comprometimento cognitivo importante que impossibilitasse a educacdo formal.
Quanto ao aproveitamento escolar, 14 (31%) dos pacientes frequentando escola
haviam repetido de ano pelo menos uma vez. Entre as criangas e adolescentes que
tiveram seu indice de adequacao idade/ano escolar calculado (n=45), 39 (45%) foram
considerados como adequados. 14 participantes (25%) eram institucionalizados. Para
os demais (n=41) foi perguntada a escolaridade da mé&e ou cuidador principal: 12%
ndo chegaram a completar o ensino fundamental, 29% tinham o fundamental
completo, 7% tinham o ensino médio incompleto, 22% o ensino médio completo, 2%
tinham o ensino superior incompleto, e 27% 0 ensino superior completo. Quando da
presenca de um segundo cuidador principal (n=26), 4% tinham ensino fundamental
incompleto, 27% tinham fundamental completo, 11% tinham o ensino médio
incompleto, 19% tinham o médio completo, 8% tinham ensino superior incompleto e
31% tinham o superior completo. Apenas 1 participante realizava trabalho
remunerado. A Tabela 8 descreve os dados demograficos dos participantes a entrada

no estudo.
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Tabela 8. Dados demograficos dos participantes na inclusdo no estudo.

Dados demograficos dos pacientes na inclusdo do estudo

n

Sexo (N=55)

Homens (%) 35 63,6 (49,6-76,2)
Idade (anos) (N=55) 12,0 (10,8-13,2)
Etnia (%) (N=55)

Branca 24 43,6 (30,3-57,7)

Morena ou Parda 26 47,3 (33,7-61,2)

Negra 5 9,1 (3,0-20,0)
Escolaridade (%) (N=55)

Ensino Fundamental 31 56,4 (42,3-69,7)

Ensino Médio 14 25,5 (14,7-39,0)

N3o frequenta escola 10 18,2 (9,1-30,9)
Distorcdo Idade-Série Escolar (%) (N=45) 6 13,3 (5,1-26,8)
Escolaridade Mae (%) (N=41)

Fundamental Completo 12 29,3 (16,1-45,5)

Fundamental Incompleto 5 12,2 (4,1-26,2)

Médio Completo 9 22,0(10,6-37,6)

Médio Incompleto 3 7,3 (1,5-19,9)

Superior Completo 11 26,8 (14,2-42,9)

Superior Incompleto 1 2,4 (0,1-12,9)
Escolaridade Pai (%) (N=26)

Fundamental Completo 7 26,9 (11,6-47,8)
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Tabela 8. Dados demograficos dos participantes na inclusdo no estudo (continuacao).

Fundamental Incompleto 1 3,8(0,1-19,6)
Médio Completo 5 19,2 (6,6—-39,4)
Médio Incompleto 3 11,5 (2,4-30,2)
Superior Completo 8 30,8 (14,3-51,8)
Superior Incompleto 2 7,7 (0,9-25,1)

*% (IC 95%) ou média (IC 95%)

4.2 Diagndstico do HIV e inicio de terapia antirretroviral

Dados do diagnéstico do HIV eram frequentemente incompletos a reviséo dos
prontuarios médicos. A mediana de idade ao diagndstico da infeccdo pelo HIV foi de
0,7 anos (p25=0,3; p75=2,2). Contagens de LTCD4+ total estavam disponiveis para 38
(70%) pacientes e a média de CD4 total para este subgrupo foi de 1590 células/ mm?,
Porcentagens de LTCD4+ estavam disponiveis para 25 (45%) pacientes, e a média foi
de 26,8%. 46% dos pacientes ndo apresentavam imunossupressao segundo o0s
critérios definidos pelo Centers for Diseases Control and Prevention (CDC) de
imunossupressao de acordo com contagem total e percentual de LTCD4+, enquanto
gue 32% apresentavam imunossupressdo moderada e 16% grave. Contagens de
carga viral do HIV estavam disponiveis para 40 (73%) pacientes e a mediana foi de
501.187 cépias/ml (em logio cOpias/ml= 5,7). A Tabela 9 detalha as caracteristicas dos

pacientes incluidos no estudo no momento do diagnéstico da infecgéo pelo HIV.
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Tabela 9. Caracteristicas dos pacientes no momento do diagnéstico da infec¢éo pelo
HIV.

Caracteristicas dos pacientes n *
Idade (anos) (N=54) 0,7 (0,3;2,2)
LTCD4 no diagnéstico HIV (cel/mm3) (N=38) 1590,5 (1242,3-1938,6)
LTCD4 no diagnéstico HIV (%) (N=25) 26,8 (21,5-32,1)

Alteragao LTCD4 (% ou Contagem) (%) (N=41)

Ausente 19 46,3 (30,7-62,6)
Moderada 12 29,3 (16,1-45,5)
Grave 10 24,4 (12,4-40,3)

CV no diagnéstico HIV logio (copias/ml) (N=40) 5,7 (5,1;5,9)

*% (IC 95%) ou média (IC 95%) ou mediana (p25;p75).

A mediana de idade ao inicio da terapia antirretroviral foi de 1,8 anos
(p25=0,6; p75=3,6). Contagens de LTCD4+ total estavam disponiveis para 35 (64%)
pacientes e a média de CD4 total para este subgrupo foi de 1260 células/ mm3.
Porcentagens de LTCD4+ estavam disponiveis para 31 (56%) pacientes, e a média foi
de 25,5%. 31% dos pacientes nao apresentavam imunossupressdo segundo 0s
critérios definidos pelo CDC, enquanto que 40% apresentavam imunossupressao
moderada e 29% grave. Contagens de carga viral do HIV estavam disponiveis para 42
(76%) pacientes e a mediana foi de 316.228 cépias/ml (em logio cOpias/mi= 5,5).
Metade (53%) das criangas foram iniciadas em esquema de triterapia com dois
medicamentos inibidores nucleosideos da transcriptase reversa (INTR) e um inibidores
ndo nucleosideos da transcriptase reversa (INNTR), enquanto que 27% iniciaram
TARV com dois INTR e um medicamento inibidor de protease (IP), 18% iniciaram
terapia dupla, e 2% triterapia com trés INTR. A Tabela 10 detalha as caracteristicas
dos pacientes incluidos no estudo no momento de inicio da terapia antirretroviral.
Dados de peso e estatura no momento do diagnostico da infeccdo do HIV e no inicio
da TARV nao estavam disponiveis para a maioria dos pacientes e portanto ndo foram

incluidos nas analises.
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Tabela 10. Caracteristicas dos pacientes ao inicio da TARV.

Caracteristicas dos pacientes n *
Idade (anos) (N=54) 1,8 (0,6;3,6)
LTCD4 (cel/mm3) (N=35) 1260,4 (940,7-1580,0)
LTCD4 (%) (N=31) 25,5 (20,6-30,4)

Alteragao LTCD4 (% ou Contagem) (%) (N=36)

Ausente 11 31,4 (16,9-49,3)

Moderada 14 40,0 (23,9-57,9)

Grave 10 28,6 (14,6-46,3)
CV logio(cépias/ml) (N=42) 5,5 (5,0;5,7)

TARV (%) (N=51)

2 INTR+IP 14 27,5
2 INTR+1 INNTR 27 53,0
Dupla Terapia 9 17,7
3 INTR 1 2,0

*% (1C 95%) ou média (IC 95%) ou mediana (p25;p75) ou %.

4.3 Progresséo da doenca pelo HIV e idade de inicio da terapia antirretroviral

A Tabela 11 detalha as caracteristicas dos pacientes inclusive quanto a
progressdo da doenga pelo HIV no que tange principalmente ao histérico de
contagens e percentuais de LTCD4+ e terapia antirretroviral avaliadas
retrospectivamente até o momento da inclusdo no estudo. Na inclusdo no estudo os
pacientes tinham uma média de 9 anos de terapia antirretroviral e em vinham
mantendo carga viral inferior a 50 copias/ml em média hd 5 anos. No grupo como um
todo o intervalo mediano entre o diagnéstico da infeccdo pelo HIV e o inicio da terapia
antirretroviral era de 3 meses, porém eram dignos de nota intervalos maiores
encontrados na amostra (P25=0,8; P75=21,1). 16% dos pacientes tinham histoérico de
interrupcdo da TARV em algum momento desde o inicio da terapia, e 80% j& tinham
feito a0 menos uma troca de esquema de antirretrovirais. Do total de participantes,
60% tinham documentada ao menos uma infeccdo oportunista e a enorme maioria

(93%) tinha sido hospitalizada ao menos uma vez. O grupo tinha uma mediana de
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CD4 nadir total de 572 células/mm?® e percentual mediano de 26%, alcancado numa
idade média de 7 anos. Quando classificados segundo os critérios definidos pelo
Centers for Diseases Control and Prevention (CDC) de imunossupressédo de acordo
com contagem e percentual de LTCD4+ nadir, 40% dos pacientes tinham
experimentado imunossupressao moderada e 32% grave em algum momento do seu
historico, enquanto que 28% deles ndo tiveram documentado nenhum grau de
imunossupressdo. Na inclusédo a contagem mediana de LTCD4+ era de 1010 cel/mm?
e 0 percentual de LTCD4+ mediano era de 37%. 96% dos pacientes apresentavam
contagem e percentual de LTCD4+ normais para a faixa etaria no momento da
inclusdo segundo os critérios do CDC. A Figura 2 detalha a evolu¢cdo dos valores
absolutos e percentuais de LTCD4+ das criangas incluidas no estudo, no momento do
diagnostico da infeccdo pelo HIV, no inicio da TARV e na inclusdo no estudo. Digno de
nota, visualiza-se o aumento do percentual de LCTD4+ do grupo entre 0 momento de
inicio da TARV e a inclusdo no estudo. Para o grupo de todos os pacientes incluidos,
a razdo média de LTCD4+/LTCD8+ era de 1,6. Quanto a terapia antirretroviral no
momento da inclusdo, 55% dos pacientes faziam uso de dois inibidores nucleosideos
da transcriptase reversa e um inibidor de protease, 31% estavam em uso de dois
inibidores nucleosideos da transcriptase reversa e um inibidor ndo nucleosideo, 9%
estava em uso de esquema que incluia um inibidor da integrase, e 5% estavam em
uso de outras combinacbes de medicamentos antirretrovirais. Quanto a avaliacdo
antropométrica das criangas incluidas, na avaliacdo do indice IMC/idade, apenas
quatro criangas encontravam-se fora dos limites da eutrofia, sendo que duas delas
apresentavam-se a mais de -2DP no sentido de baixo IMC para idade, e as duas
outras com IMC/idade acima dos dois DP no sentido da obesidade (+2DP), o restante
das criancas sendo classificado como eutréfico. Entre as criangas avaliadas através
do indice Peso/ldade, sendo estas as criangas até 10 anos de idade (inclusive) no
momento da inclusdo, o grupo apresentou-se dentro da faixa de peso adequado para
a idade, porém com a mediana desviada em dire¢cdo a peso baixo para a idade (Z
score -0,6), com excecdo de uma crianga que apresentou-se dentro da faixa de baixo
peso para a idade, ou wasting (Z score < 2DP). J4 na avaliacdo do indice
estatura/idade, o grupo encontrou-se dentro da faixa de estatura adequada para a
idade porém 1 DP abaixo da mediana para a idade. Além disso 9 criancas
encontravam-se abaixo dos 2 DP da mediana, denotando baixa estatura para a idade

(stunting).
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Tabela 11. Caracteristicas dos pacientes na inclusdo no estudo.

Caracteristicas dos pacientes

n

Tempo entre diagndstico e inicio TARV (meses) (N=53) 3,4 (0,8;21,1)
Tempo de TARV (anos) (N=54) 8,9 (7,7-10,1)
Tempo carga viral < 50 cépias/ml (anos) (N=54) 4,8 (4,0-5,5)

Troca de esquema ARV (%) (N=51)

80,4 (66,9-90,2)

Interrupgdo TARV (%) (N=55)

16,4 (7,8-28,8)

Hospitalizagdo prévia (%) (N=55)

92,7 (82,4-98,0)

Infecgdo oportunista (%) (N=50)

60,0 (45,2-73,6)

LTCD4 (cel/mm3) (N=54)

1010,0 (746,0;1275,0)

LTCD4 (%) (N=54)

36,7 (32,0;39,9)

LTCD4/LTCDS (%) (N=43)

1,6 (1,3-1,8)

Alteragao LTCD4 Inclusao (% ou Contagem) (%) (N=54)

Ausente 52 96,3 (87,3-99,5)
Moderada 2 3,7 (0,5-12,7)
Grave 0

Idade Nadir LTCD4 (anos) (N=53) 7,2 (5,9-8,5)

LTCD4 Nadir (cel/mm3) (N=53)

572,0 (369,0;789,0)

LTCD4 Nadir (%) (N=49)

26,0 (19,0;34,0)
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Tabela 11. Caracteristicas dos pacientes na inclusédo no estudo (continuagao).

Alteragao CD4 Nadir (% ou Contagem) (%) (N=53)

Ausente 15 28,3 (16,8—42,3)
Moderada 21 39,6 (26,5-54,0)
Grave 17 32,1 (19,9-46,3)
TARV (%) (N=55)
2 INTR+IP 30 54,5
2 INTR+1 INNTR 17 30,9
Esquema com Inibidor de Integrase 5 9,1
Outros 3 5,5
Peso (kg) (N=54) 38,6 (33,8-43,4)
Estatura (cm) (N=52) 140,1 (133,4-146,8)
IMC (kg/m2) (N=52) 18,6 (17,5-19,8)
IMC/Idade (Score z) (N=52) 0,0 (-0,3-0,3)
>2 (%) 2 3,8 (0,5-13,2)
<-2 (%) 2 3,8(0,5-13,2)
Estatura/ldade (Score z) (N=52) -1,0(-1,3—-0,7)
<2 (%) 9 17,3 (8,2-30,3)
Peso/ldade (Score z) (N=20) -0,6 (-1,0--0,2)
>2 (%) 0 0,0 (0,0-16,8)
<2 (%) 1 5,0 (0,1-24,9)

*9% (1C 95%) ou média (IC 95%) ou mediana (p25;p75) ou %.
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Figura 2. Valores absolutos e percentuais de LTCD4+ das criancas incluidas no
estudo, ao diagnostico de infeccdo de HIV, ao inicio da TARV e no momento de
inclusdo no estudo.

Com o objetivo de explorar a relagdo entre a idade de inicio da TARV e o0s
diversos desfechos de progressao da doenga, pacientes foram estratificados quanto a
idade de inicio da terapia antirretroviral nos seguintes grupos: pacientes que iniciaram
TARV antes dos seis meses completos de idade, de seis meses até um ano de idade
incompleto, idade entre 1 ano e menor de 5 anos, e idade igual ou superior a 5 anos.
Suas caracteristicas no momento do diagnostico da infec¢do pelo HIV assim como no
inicio da terapia antirretroviral estdo resumidas na Tabela 12. Quando examinados
valores absolutos e percentuais de LTCD4+ e valores de carga viral em ambos
momentos (ao diagnostico do HIV e ao inicio da TARV), ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significante entre 0s grupos, ou seja, 0s grupos iniciando
TARV em idades diferentes foram diagnhosticados pelo HIV e iniciados em TARV em
situacdes semelhantes de progressdo da doenca, no que tange as contagens e

percentuais de LTCD4+ e correspondente classificacdo quanto ao grau de
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imunossupressao. Quanto a carga viral, pacientes iniciando TARV mais precocemente
apresentavam contagens de carga viral mais altas, conforme esperado, ja que
criancas infectadas pelo HIV perinatalmente apresentam cargas virais mais altas em
idades mais precoces se comparadas as cargas virais que irdo apresentar mais tarde.
Digno de nota, observou-se que no grupo iniciando TARV apos os 5 anos de idade a
mediana de idade de inicio da terapia foi de aproximadamente 10 anos, indicando que
possivelmente este grupo inclua criancas infectadas pelo HIV com progresséao lenta da

doencga.
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Tabela 12. Caracteristicas dos pacientes ao diagnéstico da infec¢éo pelo HIV e no inicio da TARV, estratificados pela idade de inicio da

TARV.

Idade de inicio de TARV <6 meses 26 meses e <1 ano 2lanoe<5ano 25 anos

Diagnéstico da infecgdo pelo | N & N o N & N ] pt
HIV

Idade (anos) 11 0,2 (0,1;0,3) 10 0,6 (0,5;0,8) 22 1,2 (0,6;2,3) 11 2,0 (0,2;5,7) <0,001°
LTCD4 (cel/mm?3) 7 1359,0 (805,0;2494,0) 8 | 2115,5(908,0;3143,5) | 15 | 1302,0(706,0;2200,0) | 8 | 1507,0 (684,5;2223,5) 0,767
LTCD4 (%) 4 35,9 (18,3;44,6) 9 25,0 (22,0;34,2) 7 23,9 (18,0;30,0) 5 23,0 (20,4;26,2) 0,781
Alteragio CD4 Mod/Grave | 7 57,1 (18,4;90,1) 9 44,4 (13,7;78,8) 17 58,8 (32,9;81,6) 8 50,0 (15,7;84,3) 0,969
(% ou total) (%)

CV log10(cépias/ml) 9 5,9 (5,6;5,9) 9 5,7 (5,7;6,3) 14 5,5(5,1;5,7) 8 5,1(4,1,5,7) 0,066
Inicio da TARV N i N g N i N v pt
Idade (anos) 12 0,4 (0,2;0,4) 10 0,8 (0,6;0,9) 21 3,0(2,4;3,3) 11 9,8 (6,6;11,2)

LTCD4 (cel/mm?) 6 1458,5 (1029,0;2494,0) 7 1391,0 (435,0;2579,0) | 14 967,5 (693,0;1485,0) 8 623,5 (282,5;947,0) 0,052
LTCD4 (%) 4 35,9 (18,3;44,6) 7 24,2 (20,0;42,5) 13 22,0 (15,3;24,7) 7 24,9 (14,8;34,0) 0,575
Alteragio LTCD4 Mod/Grave | 6 50,0 (11,8;88,2) 7 57,1 (18,4;90,1) 14 85,7 (57,2;98,2) 8 62,5 (24,5;91,5) 0,338
(% ou total) (%)

CV logio(copias/ml) 9 5,7 (5,6;5,9) 10 5,7 (5,3;6,3) 15 5,3 (5,1;5,7) 8 4,6 (4,0;4,8) 0,002°

*p50 (p25;p75) ou % (IC 95%)tTeste de Kruskal-Wallis ou Exato de Fisher. a <6m x 6m-1a (p=0), <6m x 1-5a (p=0), <6m x >5a (p=0,023), 6m-1a x 1-5a (p=0,022); b <6m x
>5a (p=0,001) ,6m-1a x >5a(p=0,003), 1-5a x >5a(p=0,003). Teste de Mann-Whitney bicaudal ou exato de Fisher.
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No momento da inclusdo do estudo, porém, algumas diferencas puderam ser
destacadas entre os grupos (Tabela 13). Os grupos estratificados por idade de inicio de
TARV ndo tem diferengas quanto ao tempo de carga viral inferior a 50 copias/ml, a
ocorréncia de interrupcdo de TARV ou troca de terapia antirretroviral, a historia de
infec¢cBes oportunistas ou hospitalizacdo prévia, aos indices antropométricos, ao indice
de distorcdo escolar, e finalmente, a situacdo imunoldégica atual (grau de
imunossupressdo de acordo com total e % de LTCD4+). Na andlise das varidveis no
momento da inclusdo no estudo nos grupos estratificados conforme a idade de inicio de
TARV, criancgas iniciando TARV antes dos 6 meses apresentaram niveis de LTCD4+
absolutos maiores quando comparadas as criangas que iniciaram TARV entre 1-5 anos
(p=0,014) e apds os 5 anos (p=0,023) ; 0 mesmo nao foi visto quando examinado o
percentual de LTCD4+. Além disso criangas iniciando TARV antes dos 6 meses
apresentaram maior relacdo LTCD4+/LTCD8+ (%) em comparagdo aquelas iniciando
TARV entre 1-5 anos (p=0,027) e apds os 5 anos (p=0,001), contagens de LTCD4+ nadir
absoluto mais altas do que naquelas iniciando TARV entre 1-5 anos (p=0,001) e apés os
5 anos (p=0,035); o mesmo nédo foi visto quando examinado o percentual de nadir
LTCD4+; LTCD4+ (%) nadir indicando alterac&o imune moderada/grave menos frequente
em comparacdo com aquelas iniciando TARV entre 1-5 anos (p=0,008) e apds os 5 anos
(p=0,017); o mesmo nao foi observado quando analisadas as contagens de LTCD4+

nadir que indicassem alteragédo imune moderada/grave (Figura 3).
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Tabela 13. Caracteristicas dos pacientes na inclusédo no estudo, estratificados pela idade de inicio da TARV.

Idade de inicio de TARV <6 meses 26 meses e <1 ano 21anoe<5ano 25 anos

Caracteristicas dos participantes na | N * N * N e N & pt
inclusdo no estudo

Idade (anos) 12 8,4 (5,6;10,7) 10 9,1(5,6;15,1) 22 14,9 (11,5;16,5) 11 15,2 (12,1;15,9) 0,022°
Etnia Branca (%) 12 33,3 (9,9-65,1) 10 70,0 (34,8-93,3) 22| 31,8(13,9-54,9) [11| 54,5(23,4-83,3) 0,171
Distorcdo Idade-Série Escolar (%) 7 14,3 (0,4-57,9) 7 14,3 (0,4-57,9) 20 5,0 (0,1-24,9) 11 27,3 (6,0-61,0) 0,267
Tempo entre diagndstico e inicio | 11 0,8 (0,0;2,8) 10 0,7 (0,2;2,8) 21 6,5 (3,0;24,8) 11 71,1 (10,9;133,9) <0,001°
TARV (meses)

Tempo de TARV (anos) 12 8,0 (5,3;10,5) 10 8,4 (4,9;14,2) 21 12,5(9,2;13,6) 11 4,7 (2,3;7,7) 0,002°¢
Tempo carga viral indetectavel | 12 4,0 (2,6;7,1) 10 4,3 (2,2;8,0) 21 5,7 (2,8;8,1) 11 3,1(1,8;6,3) 0,507
(anos)

Troca de esquema ARV (%) 11 63,6 (30,8-89,1) 9 66,7 (29,9-92,5) 20 95,0 (75,1-99,9) 11 81,8 (48,2-97,7) 0,076
Interrupgdo TARV (%) 12 16,7 (2,1-48,4) 10 10,0 (0,3-44,5) 22 18,2 (5,2-40,3) 11 18,2 (2,3-51,8) 1
Hospitalizac3o prévia (%) 12 100,0 (73,5-100,0) 10 | 100,0(69,2-100,0) |22 | 81,8(59,794,8) |11 | 100,0(71,5-100,0) | 0,174
Infecg3o oportunista (%) 11 72,7 (39,0-94,0) 9 44,4 (13,7-78,8) 20| 65,0(40,8-84,6) |10 50,0(18,7-81,3) 0,531
LTCD4 (cel/mm3) 12 | 1292,5(1076,5;1556,0) | 9 | 1151,0(834,0;1557,0) | 22 | 846,5(685,0;1182,0) | 11 | 875,0(644,0;,1026,0) 0,02¢
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Tabela 13. Caracteristicas dos pacientes na inclusdo no estudo, estratificados pela idade de inicio da TARV (continuacao).

Caracteristicas dos participantes na | N * N * N * N * pt
inclusdo no estudo
LTCD4 (%) 12 38,9 (37,2;40,9) 9 37,0 (33,0;40,1) 22 33,5(31,1;37,0) 11 34,0 (30,0;39,9) 0,132
LTCD4/LTCDS (%) 10 1,7 (1,6;1,8) 8 1,7 (1,1;2,9) 15 1,3 (1,1;1,5) 10 1,2 (1,1;1,2) 0,009¢
Alteragao LTCD4 Nadir Mod/Grave

§ / 11 54,5 (23,4-83,3) 9 55,6 (21,2-86,3) 22 77,3 (54,6-92,2) 11 54,5 (23,4-83,3) 0,397
(Contagem) (%)
Alteraggo LTCb4 Nadir | |, 0,0(0,0-30,8) 10 33,3(7,5-70,1) 19| 632(384-837) |11| 45,5(16,7-76,6) 0,006'
Moderada/Grave (%) (%) v ! Y ! e ! e ! !
Idade Nadir LTCD4 (Anos) 11 5,8 (0,9:9,8) 9 5,7 (0,8;10,5) 22 5,5 (3,6;10,6) 11 10,0 (7,5;13,0) 0,067
LTCD4 Nadir (cel/mm?3) 11 791,0 (499,0;1449,0) 9 566,0 (435,0;895,0) 22 515,0 (345,0;742,0) 11 | 490,0(269,0;634,0) 0,0428
LTCD4 Nadir (%) 10 31,5 (29,0;39,0) 9 25,0 (20,0;34,0) 19| 21,0(16,0;33,00 | 11| 26,0(18,0;36,0) 0,06
Alteragio LTCD4 Nadir Mod/Grave | 11 54,5 (23,4;83,3) 9 66,7 (29,9;92,5) 22 | 81,8(59,7;94,8) |11 | 72,7(39,0;,94,0) 0,398

(% ou contagem) (%)
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Tabela 13. Caracteristicas dos pacientes na inclusdo no estudo, estratificados pela idade de inicio da TARV (continuac¢ao).

Alteracdo LTCD4 na Inclusdo Mod/Grave (% ou | 12 0,0 (0,0;26,5) 9 0,0 (0,0;33,6) 22 4,5 (0,1;22,8) 11 9,1(0,2;41,3) 0,816
contagem) (%)

IMC/Idade (Score z) 11 0,3 (-0,4;0,6) 10 -0,1(-0,4;0,2) 20 -0,2 (-1,1;0,8) 11 -0,0 (-0,5;1,3) 0,634
>2 (%) 11 0,0 (0,0-28,5) 10 | 0,0(0,0-30,8) 20 5,0 (0,1-24,9) 11 9,1(0,2-41,3) 1
<-2 (%) 11 9,1(0,2-41,3) 10 0,0 (0,0-30,8) 20 5,0 (0,1-24,9) 11 0,0 (0,0-28,5) 1
Estatura/Idade (Score z) 11 -1,3 (-2,5;-0,6) 10 -0,3 (-1,4;0,2) 20 -0,9 (-1,6;-0,3) 11 -1,4 (-2,0;-0,6) 0,206
<-2 (%) 11 27,3 (6,0-61,0) 10 0,0 (0,0-30,8) 20 20,0 (5,7-43,7) 11 18,2 (2,3-51,8) 0,453
Peso/Idade (Score z) 8 -0,5 (-1,1;-0,3) 6 -0,2 (-1,0;0,2) 4 -0,1 (-0,5;0,3) 2 -2,1(-2,5;-1,6) 0,078
>2 (%) 8 0,0 (0,0-36,9) 6 0,0 (0,0-45,9) 4 0,0 (0,0-60,2) 2 0,0 (0,0-84,2)

<-2 (%) 8 0,0 (0,0-36,9) 6 0,0 (0,0-45,9) 4 0,0 (0,0-60,2) 2 50,0 (1,3-98,7) 0,1

*p50 (p25;p75) ou % (IC 95%)tTeste de Kruskal-Wallis ou Exato de Fisher.

2 <6m x 1-5a (p=0,014),<6m x >5a (p=0,023), 6m-1a x 1-5a (p=0,042); ® <6m x 1-5a(p=0,001),<6m x >5a(p=0,001),6m-1a x 1-5a(p=0,003),6m-1a x =5a(p=0,001),1-5a x
>5a(p=0,001); ¢ <6m x 25a (p=0,036), 6m-1a x >5a(p=0,035),1-5a x >5a(p=0,035); 9%<6m x 1-5a (p=0,014),<6m x >5a(p=0,023); ¢<6m x 1-5a (p=0,027),<6m x =5a(p=0,001);
f<6m x 1-5a (p=0,008),<6m x >5a(p=0,017); 8<6m x 1-5a (p=0,001),<6m x >5a(p=0,035). Teste de Kruskal-Wallis ou Exato de Fisher
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Figura 3. Contagens de LTCDA4+ (absoluto) e razdo LTCD4+/LTCD8+ na inclusdo no
estudo, e contagens de LTCD4+ (absoluto) Nadir e classificagcdo de alteragdo de Nadir
LTCD4+, das criangas estratificadas pela idade ao inicio da TARV.

De maneira analoga, quando examinadas as variaveis de forma continua e

verificadas suas correlagdes com a idade de inicio da TARV, esta se correlaciona de

maneira negativa com niveis de LTCD4+ absolutos e percentuais (%) na inclusdo mais

altos, valores de nadir LTCD4+ absolutos e percentuais (%) mais altos, e razéo

LTCD4+/LTCD8+ mais alta na inclusdo, ou seja, preservando niveis de LTCD4+

(Tabela 14 e Figura 4).
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Tabela 14. Correlacdo da idade de inicio de TARV e caracteristicas dos participantes
na incluséo do estudo.

Na inclusdo do estudo N rho* p*
CD4 (cel/mm3) 53 -0,41 0,003
CD4 (%) 53 -0,32 0,018
CD4/CD8 (%) 42 -0,54 <0,001
CD4 Nadir (cel/mm3) 52 -0,39 0,004
CD4 Nadir (%) 48 -0,32 0,028
IMC/Idade (Score z) 51 -0,08 0,587
Estatura/ldade (Score z) 51 0,03 0,852
Peso/Idade (Score z) 20 0,11 0,654

*Correlagdo de Spearman, teste bicaudal.
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Figura 4. Correlagbes entre idade de inicio de TARV e LTCD4+ (absoluto e %) e
razdo LTCD4+/LTCD8+ na inclusdo, e idade de inicio de TARV e LTCD4+ Nadir
(absoluto e %).

4.4

Vacinagéo para Hepatite B, Hepatite A, Caxumba e Rubeola

Para o total de criancas incluidas no estudo o histérico de vacinagdo para

Hepatite B estava disponivel para 48 (87%) das criancas, enquanto que para as

demais vacinas (Hepatite A e Triplice Viral ou Tetraviral) esta informagéo estava
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disponivel para 23 (42%) criancas, porém é esperado que o historico vacinal seja
semelhante para todos os pacientes incluidos ja que sdo acompanhados em 2
servicos de acompanhamento de infectologia pediatrica que seguem as mesmas
recomendacdes de vacinacdo de criancas infectadas pelo HIV %. No total de pacientes
incluidos, as criangas apresentavam medianas de numero de doses recebidas que
representavam o esquema de imunizacdo completo atualmente recomendado para
cada uma das vacinas: 4 doses de vacina para a Hepatite B, 2 doses de vacina para a
Hepatite A, e 2 doses de vacina Triplice Viral (sarampo, caxumba e rubéola) ou
Tetraviral (sarampo, caxumba, rubéola e varicela). A protecdo verificada foi variavel
para cada uma das doencas entretanto: na inclusdo no estudo 64% das criangas
tinham anti-HBs = 10 Ul/L, sendo portanto imunes para Hepatite B, 80% tinham
anticorpos totais contra a Hepatite A = 20 UI/L, 57% tinham IgG contra a Rubéola = 10
Ul/ml, e somente 44% tinham IgG contra a Caxumba = 11 UA/ml, sendo portanto

imunes para as respectivas doencgas (Figura 5).
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Figura 5. ProporgBes de imunes para a Hepatite A, Hepatite B, Rubéola e Caxumba
entre as criangas incluidas no estudo.
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Quando examinadas as informagfes de vacinacgéo e prote¢cdo para as vacinas
selecionadas nos grupos estratificados conforme a data de inicio de TARV, para a
Hepatite B ndo houve diferenca entre os grupos quanto ao numero de doses de
vacinas recebidas, porém criancas que iniciaram TARV antes dos 6 meses e entre 6
meses e 1 ano tomaram a Ultima dose da vacina da Hepatite B em idade mais precoce
qgue criangas que iniciaram TARV entre 1-5 anos (p=0,025 e p=0,031
respectivamente). Apesar de nao estatisticamente significante, criangas iniciando
TARYV antes dos 6 meses de idade e entre 6 meses e 1 ano tinham maiores titulos de
anti-HBs e apresentavam maiores proporcdes de protegidos do que nas criancas
iniciando TARV entre 1 e 5 anos e ap6s os 5 anos. Quanto a Hepatite A ndo houve
diferenga entre 0s grupos quanto ao numero de doses de vacinas recebidas, idade da
tltima dose, e quanto aos titulos ou % de protegidos, porém apesar de néao
estatisticamente significante o grupo de criangas iniciando TARV antes dos 6 meses
apresentava maior percentual de protegidos do que os demais grupos. Para a vacina
Triplice Viral ou Tetraviral ndo houve diferenca quanto ao numero de doses de vacinas
recebidas e idade da dltima dose entre 0s grupos, porém: quanto a resposta contra a
Rubéola os titulos das criangas iniciando TARV antes dos 6 meses eram mais altos na
inclusdo no estudo do que daquelas iniciando TARV entre 1-5 anos e ap6s os 5 anos.
(p=0,001 e p=0,021 respectivamente). O percentual (%) de protegidos nao foi diferente
de forma estatisticamente significante entre 0s grupos entretanto 0s grupos das
criangas iniciando TARV antes dos 6 meses e entre 6 meses e 1 ano tiveram maior
percentual de protegidos em relacdo aos dois outros grupos. Quando examinada a
correlacdo entre idade de inicio de TARV e titulos para a Rubéola, criancas iniciando
TARV em idades mais precoces apresentavam titulos mais altos (Correlagdo de
Spearman, teste bicaudal; Rho =-0,34, p=0,013). Quanto a resposta contra a
Caxumba, na inclusdo no estudo os titulos das criangas iniciando TARV antes dos 6
meses eram mais altos do que daquelas iniciando TARV entre 1-5 anos (p=0,006), e o
percentual (%) de protegidos para a Caxumba entre as criangas iniciando TARV antes
dos 6 meses era maior do que nas criangas iniciando TARV entre 1-5 anos e ap0s 0s
5 anos (p=0,01 e p=0,017 respectivamente). Além disso, de forma semelhante ao que
foi observado em relagdo a Rubéola, criangas iniciando TARV em idades mais
precoces tinham titulos mais altos para a Caxumba na inclusdo no estudo (Correlagéo
de Spearman, teste bicaudal; Rho =-0,28, p=0,038; Figura 6). A Tabela 15 detalha a
informacgéo sobre histdrico vacinal e imunidade para Hepatite B e A, Rubéola e

Caxumba, pesquisados neste estudo, a Tabela 16 descreve a correlacdo entre idade
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de inicio de TARV e titulos vacinais para os antigenos pesquisados neste estudo,
enquanto que a Figura 7 ilustra a correlacdo entre idade de inicio de TARV e titulos

para Rubéola e Caxumba.
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Tabela 15. Vacinacao e imunidade para Hepatite B, Hepatite A, Rubéola e Caxumba, no total de participantes e por grupos conforme idade

de inicio de TARV.

Total <6 meses 26 meses e <1 ano 2lanoe<5ano 25 anos
N Total* N * N * N * N * pt

Hepatite B

Numero de doses 48 4 (3,9-4,2) 9 4,0 (4,0;4,0) 10 4,0 (3,0;4,0) 19 4,0 (4,0;4,0) 10 4,0 (4,0;4,0) 0,544

Idade udltima dose 5,6 (4,3-6,9) 1,3 (1,3;5,3) 1,3(1,1;6,1) 6,4 (4,2;8,4) 5,2(2,8;9,2) 0,041°
(anos)

Tempo entre ultima 6,6 (5,3-7,8) 5,9 (2,0;9,3) 5,0 (2,5;8,6) 8,7 (1,8;10,4) 9,2 (2,1;12,0) 0,874
dose e inclusdo (anos)

Anti HBs (UI/L) 55 | 33,7(2,0;281,5) | 12 | 91,8(14,1;396,2) | 10 | 92,5(2,0;342,2) | 22 | 12,2(2,0;129,2) | 11 | 24,8(2,0;200,9) | 0,518

Imune (%) 63,6 (50,5-76,8) | 12 75,0 (42,8-94,5) 10 | 70,0(34,8-93,3) | 22 | 54,5(32,2-75,6) 11 | 63,6 (30,8-89,1) | 0,684
Hepatite A

Numero de doses 23 1,9 (1,7-2,1) 6 2,0 (2,0;2,0) 8 2,0 (2,0;2,0) 6 2,0 (2,0;2,0) 3 2,0 (1,0;2,0) 0,325

Idade ultima dose 6,4 (4,4-8,5) 2,5(1,5;9,4) 2,3(1,9;6,3) 8,5 (8,0;9,6) 8,6 (6,3;13,9) 0,195
(anos)

Tempo entre dltima 4,2 (3,0-5,5) 5,8 (1,8;8,0) 5,1(2,3;7,0) 2,6 (1,8:6,1) 1,4 (0,9:;1,9) 0,207

dose e inclusdo (anos)
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Tabela 15. Vacinacao e imunidade para Hepatite B, Hepatite A, Rubéola e Caxumba, no total de participantes e por grupos conforme idade
de inicio de TARV (continuagéo).

Anticorpos Totais 55 | 60,0 (24,0;60,0) | 12 60,0 (56,0;60,0) 10 60,0 (9,0;60,0) 22 | 60,0(24,0;60,0) | 11 | 60,0(21,0;60,0) | 0,481
Hepatite A (UI/L)
Imune (%) 80,0 (69,1- 12 100,0 (73,5— 10 60,0 (26,2— 22 77,3 (54,6— 11 81,8 (48,2— 0,117
90,9) 100,0) 87,8) 92,2) 97,7)
Triplice Viral/ Tetraviral
Numero de doses 23 1,9 (1,7-2,0) 6 2,0(2,0;2,0) 8 2,0 (2,0;2,0) 6 2,0 (2,0;2,0) 3 2,0 (2,0;2,0) 0,904
Idade ultima dose 4,8 (3,0-6,6) 3,1(1,3;4,1) 3,2(2,0:6,1) 5,5 (4,5;6,1) 7,4 (4,2;10,6) | 0,465
(anos)
Tempo entre ultima 5,8 (3,6-7,9) 4,3 (3,0;6,4) 3,2 (2,5;3,6) 5,7 (2,6;12,0) 5,3 (5,2;5,3) 0,685
dose e inclusdo (anos)
Rubéola IgG (Ul/ml) 54 19,9 (2,2;89,8) 11 134,7 10 57,5(1,9;291,3) 22 4,9 (0,9;35,1) 11 13,3 (0,4;46,4) 0,008
(62,3;500,0)
Rubéola Imune (%) 57,4 (43,8 11 | 81,8(48,2-97,7) | 10 70,0 (34,8 22 40,9 (20,7- 11 54,5 (23,4— 0,127
71,0) 93,3) 63,6) 83,3)
Caxumba IgG 55 5,0 (5,0;66,2) 12 | 61,3(17,6;138,0) | 10 | 5,0(5,0;65,5) 22 5,0 (5,0;15,0) 11 5,0(5,0;54,1) | 0,038
(UA/ml)
Caxumba Imune (%) 43,6 (30,1— 12 | 83,3(51,6-97,9) | 10 40,0 (12,2— 22 31,8 (13,9- 11 | 27,3(6,0-61,0) | 0,017¢
57,2) 73,8) 54,9)

*Média (IC 95%) ou p50 (p25;p75). tTeste de Kruskal-Wallis ou Exato de Fisher. a <6m x 1-5a (p=0,025), 6m-1a x 1-5a (p=0,031); b <6m x 1-5a (p=0,001),<6m x >5a

(p=0,021); c <6m x 1-5a (p=0,006); d <6m x 1-5a (p=0,01),<6m x >5a (p=0,017). tTeste de Mann-Whitney bicaudal ou exato de Fisher.
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Figura 6. Titulos de protecdo para Rubéola e Caxumba, nas criancas incluidas no
estudo estratificadas por idade de inicio de TARV, e proporcdes de protegidos para a
Caxumba em cada grupo.

Tabela 16. Correlacdo entre idade de inicio de TARV e titulos vacinais.

N rho* p*
Anti-HBs (UI/L)" 54 -0,17 0,211
Anticorpos Totais Hep A (UI/L) 54 -0,09 0,539
Rubéola IgG (Ul/ml) 53 -0,34 0,013
Caxumba IgG (UA/ml) 54 -0,28 0,038
*Correlagdo de Spearman, teste bicaudal
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Figura 7. Correlagdes entre idade de inicio de TARV e titulos de protecdo para a
Rubéola e Caxumba.

4.5 Homeostase de LTCD4+ e LTCDS8+

Os totais de LTCD4+ das criangas incluidas no estudo, assim como suas
subpopulacées, foram estudados através de técnica de citometria de fluxo descrita
acima. Quando examinadas as subpopulacdes de LTCD4+ nas criancas estratificadas
pela idade de inicio de TARV, viu-se que as criancas que iniciaram TARV antes dos 6
meses de idade apresentavam maior percentual de LTCD4+ total do que as criancas
iniciando TARV ap6s os 5 anos de idade (p=0,023), menor percentual de LTCD4+ de
memoria central (TCM) do que as criancas iniciando TARV ap6s os 5 anos (p=0,049),
e menor percentual de LTCD4+ de memdria efetora (TEM) do que as criancas
iniciando TARV entre 1-5 anos (p=0,008), e apds os 5 anos (p=0,049). As criancas
iniciando TARV entre 6 meses e 1 ano de idade por sua vez apresentavam maior
percentual de LTCD4+ naive do que criangas iniciando TARV entre 1-5 anos
(p=0,024), e ap6s os 5 anos (p=0,041), menor percentual de LTCD4+ de memoria
central (TCM) do que criancgas iniciando TARV entre 1-5 anos (p=0,024), e apds o0s 5
anos (p=0,026), maior percentual de LTCD4+ efetores intermediarios (TINT) do que
criancas iniciando TARV ap6s os 5 anos (p=0,033), e menor percentual de LTCD4+ de
memoria efetora (TEM) do que criangas iniciando TARV entre 1-5 anos (p=0,020). A
Tabela 17 detalha os totais de LTCD4+ e subpopulagdes no participantes incluidos, e

estratificados quanto a idade de inicio de TARV.
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Quando examinada a correlacéo entre as frequéncias das subpopulacdes de
LTCD4+ e idade de inicio de TARV, a idade mais precoce de inicio de TARV estava
correlacionada com maior percentual de LTCDA4+ total (Correlagédo de Spearman, teste
bicaudal; Rho =-0,39, p=0,011) e de LTCD4+ naive (Correlacdo de Spearman, teste
bicaudal; Rho =-0,31, p=0,046), e, de forma contréria, estava correlacionada com
menores percentuais de LTCD4+ de memoéria central (TCM) (Correlacdo de
Spearman, teste bicaudal; Rho =0,33, p=0,036)e de memodria efetora (TEM)
(Correlagéo de Spearman, teste bicaudal; Rho =0,36, p=0,021).



Resultados 62

Tabela 17. Totais e Subpopulacdes de Linfocitos T CD4+, no total de participantes e nos grupos estratificados por idade de inicio de TARV.

Total Participantes <bm 6m-1la 1-5a >5a p§
p50 (p25;p75) p5S0 (p25;p75) | P50 (p25;p75) | PS50 (p25;p75) | P50 (p25;p75) | 8 © A 8 ©
£ 3 A ~ A A
"g < &S : @© =
£ = i - B
E |¢e | ¢ £ =
L\? v © ©
CD4+ (%) 47,9 (43,4;51,0) 56,1(47,7;58,8) | 55,5 (47,6;61,8) | 49,4 (47,1;53,0) | 47,9 (43,4;51,0) | ns ns | 0,023 | ns ns ns
CD4+ naive (%) 44,3 (38,6;59,4) 55,8 (51,6;70,6) | 63,0(53,3;71,2) | 44,7 (35,3;51,8) | 44,3 (38,6;59,4) ns ns ns 0,024 | 0,041 ns
CD4+(TCM) (%) 28,2 (24,9;34,4) 22,5(19,0;27,9) | 20,9(17,1;25,6) | 32,4 (24,4,35,8) | 28,2 (24,9;34,4) ns ns 0,049 | 0,024 | 0,026 ns
CD4+(TTM) (%) 9,6 (5,4;14,0) 7,7 (6,1;13,2) 7,8 (6,2;9,7) 9,0(7,8;12,5) 9,6 (5,4;14,0) ns ns ns ns ns ns
CD4+(TINT) (%) 1,9 (1,3;2,2) 1,8 (1,5;3,0) 2,4(2,1;2,7) 1,9 (1,6;2,4) 1,9 (1,3;2,2) ns ns ns ns | 0033 | ns
CD4+(TEM) (%) 4,6 (3,3;7,3) 3,5(1,8;4,6) 3,3(1,9;4,3) 5,3 (4,1;7,9) 4,6 (3,3;7,3) ns 0,008 | 0,049 0,02 ns ns
CD4+(TTE) (%) 2,7 (2,3;5,1) 1,4 (1,0;3,2) 1,5 (0,8;2,8) 2,1(1,0;3,1) 2,7 (2,3;5,1) ns ns ns ns ns ns
p§ Teste de Mann Whitney, bicaudal




Resultados 63

De forma anéloga, os totais de LTCD8+ das criangas incluidas no estudo, assim
como suas subpopulacdes, foram estudados através de citometria de fluxo. Quando
examinadas as subpopulagcées de LTCD8+ nas criancas estratificadas pela idade de
inicio de TARV, viu-se que as crian¢as que iniciaram TARV antes dos 6 meses de idade
apresentavam menor percentual de LTCD8+ total do que as criancas iniciando TARV
entre 1-5 anos (p=0,013) e apds os 5 anos de idade (p=0,001), e menor percentual de
LTCD8+ de memodria efetora terminal (TTE) do que as criangas iniciando TARV apdés os 5
anos (p=0,028). As criancas iniciando TARV entre 6 meses e 1 ano de idade por sua vez
apresentavam menor percentual de LTCD8+ de memodria central (TCM) do que criancas
iniciando TARV entre 1-5 anos (p=0,028). A Tabela 18 detalha os totais de LTCD8+ e
subpopulagfes no participantes incluidos, e estratificados quanto a idade de inicio de
TARV.

Quando examinada a correlagdo entre as frequéncias das subpopulagbes de
LTCD8+ e idade de inicio de TARV, a idade mais precoce de inicio de TARV estava
correlacionada com menor percentual de LTCD8+ total (Correlacdo de Spearman, teste
bicaudal; Rho =0,56, p=0,000), de LTCD8+ de memodria efetora —TEM (Correlacdo de
Spearman, teste bicaudal; Rho =0,31, p=0,046) e efetora terminal — TTE (Correlacdo de
Spearman, teste bicaudal; Rho =0,38, p=0,013).
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Tabela 18. Totais e Subpopula¢fes de Linfécitos T CD8+, no total de participantes e nos grupos estratificados por idade de inicio de

TARV.
Total Participantes <bm bm-1la 1-5a >5a
p50 (p25;p75) P50 (p25;p75) P50 (p25;p75) p50 (p25;p75) p50 (p25;p75) o @ | = < < < <

£E9 Xo £8 88 Sg og@
o £ g v s A £ £ A CAlA
vV © k\? Vv I I —

CD8+ (%) 38,5(31,6;42,1) 32,5(31,0;33,5) | 32,6(22,9;41,1) | 39,8(34,1;42,2) | 41,3(39,9;42,8) ns 0,013 0,001 ns ns ns

CD8+ naive (%) 40,0 (32,4;49,5) 47,6 (32,5;66,9) | 40,4 (38,5;45,1) | 39,5(30,7;46,1) | 32,5(22,3;47,5) ns ns ns ns ns ns

CD8+(TCM) (%) 5,4 (3,5;7,6) 4,6 (3,4;10,3) 3,5(2,1,6,4) 6,7 (5,8;8,4) 5,3 (4,0;5,4) ns ns ns 0,028 ns ns

CD8+(TTM) (%) 19,5 (14,1;26,9) 15,3 (11,8;27,9) | 18,9(12,9;28,3) | 18,6 (14,8;30,5) | 22,4 (17,5;24,8) ns ns ns ns ns ns

CD8+(TINT) (%) 10,7 (6,7;12,7) 9,0(6,7;11,2) 11,6 (8,7;14,7) 10,4 (6,1;11,5) 10,4 (6,7;12,9) ns ns ns ns ns ns

CDS8+(TEM) (%) 8,0 (3,1;11,7) 5,7 (1,3;9,0) 6,5 (3,6;10,5) 7,1(3,1;11,7) 11,4 (7,4;12,9) ns ns ns ns ns ns

CD8+(TTE) (%) 10,9 (7,0;17,2) 7,4 (3,2;11,8) 8,3(2,7;23,7) 12,5(7,8;15,9) 14,6 (9,3;19,3) ns ns 0,028 ns ns ns

§ Teste de Mann-Whitney bicaudal
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4.6 Marcadores de senescéncia, apoptose, exaustao, energia e ativacdo em
LTCD4+

A Figura 8 mapeia as correlacbes entre idade de inicio de TARV e as
frequéncias de marcadores de ativacdo (CD38+, HLA-DR+, CCR5+), apoptose
(CD95+), senescéncia (CD57+), exaustdo (PD-1+) e energia (CD28-), em diferentes
combinacdes, nas varias subpopulacdes de LTCD4+. As correlacbes positivas estao
representadas nos tons de vermelho, enquanto que as correlacdes negativas estdo
representadas pelos tons de azul. Correlacbes mais fortes (isto €, com Rho mais
distante do 0) estdo representadas por coloracdo de maior intensidade. Niveis de
significancia das correlagbes estdo marcados com um (*) quando p<0,05, dois (**)
quando p<0,01 e trés (***) quando p<0,001. A leitura do heat map nos indica que

foram significantes as seguintes correlagdes com idade de inicio de TARV:

o Positiva, marcadores de ativacdo (CD38+CCR5+; CD38+HLADR+) em
LTCD4+ naive;

o Positiva, marcador de apoptose (CD95+) em LTCDA4+ total, naive e de
memoria central (TCM);

o Positiva, marcador de apoptose (CD95+) em LTCDA4+ total, naive e de
memoria central (TCM), inclusive em LTCD4+ total e naive recém egressos
do timo (CD31+);

o Positiva, marcador de senescéncia (CD57+), também associado a
marcadores de exaustdo (PD1+) e apoptose (CD95+), em células de memoria
transitoria (TTM) recém egressas do timo (CD31+CD57+);

o Positiva, marcadores de anergia (CD28-) e exaustdo (PD1+) em LTCD4+
naive;

o Positiva, totais de LTCD4+ de memdria central (TCM) e de memodria efetora
(TEMY);

o Negativa, marcadores de anergia (CD28-), exaustdo (PD1l+) e
senescéncia(CD57+) em LTCD4+ de memodria transitoria (TTM);

o Negativa, total de LTCD4+ e LTCD4+ naive.
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Marcadores em LTCD4+ TTM TINT TEM TTE TOTAL

CD38+CCR5+

CD38+HLA-DR+

HLA- DR+ CCR5+

CD38+HLA-DR+CCR5+

CD31+

CD57+

CD95+

PD1+

CD31+ CD57+

CD31+ CD95+

CD31+ PD-1+

CD31+ PD-1+ CD57+ CD95+ (%)

CD57+ CD95+

PD1+CD57+

PD-1+ CD57+ CD95+ (%)

PD1+CD95+

CD28- CD57+ (%)

CD28- CD95+ (%)

CD28- PD-1+ (%)

CD28- PD-1+ CD57+ (%)

TOTAL

Figura 8. Heat map de marcadores de senescéncia, apoptose, exaustdo, anergia e
ativacdo nas subpopulacbes de LTCD4+. Correlagcdo de Spearman, teste bicaudal.
*p<0,05; **p<0,01;***p<0,001.
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A Figura 9 (abaixo) ilustra algumas subpopulagcbes de LTCD4+ com
marcadores de apoptose (CD95+), senescéncia (CD57+) e exaustdo (PD-1+) com

correlacéo positiva com idade de inicio de TARV.
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Figura 9. Subpopulagbes de LTCD4+ com marcadores de apoptose (CD95+),
senescéncia (CD57+) e exaustdo (PD-1+) em LTCD4+ com correlagdo positiva com
idade de inicio de TARV.

Examinaram-se entdo as frequéncias dos marcadores nos grupos
estratificados por idade de inicio de TARV, para explorar se as criangas iniciando
TARV em idades mais precoces apresentavam melhores desfechos imunes, incluindo
padrdes mais favoraveis em relagdo ao status de maturacdo do sistema imune celular.

Os achados serdo aqui descritos segundo as subpopulacdes de LTCD4+.
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Viu-se que criangas iniciando TARV antes dos 6 meses de idade apresentavam
menores frequéncias, em LTCD4+ total :

e de marcador de diferenciacdo celular (CD45RA-) do que criancas iniciando
TARV entre 1 e 5 anos (p=0,035);

+ de marcadores de ativagdo: CD38+ do que criancas iniciando TARV entre 6
meses e 1 ano (p=0,037) , de duplo marcador de ativagdo (CD38+ HLA- DR+) do que
criancas iniciando TARV entre 6 meses e 1 ano (p=0,014), 1 e 5 anos (p=0,018), e
apés os 5 anos (p=0,037), e de triplo marcador de ativacdo (CD38+ HLA- DR+
CCR5+) do que criancgas iniciando TARV entre 1 e 5 anos (p=0,034).

o de marcadores de apoptose (CD95+), de exaustdo (PD1+) e de senescéncia
(CD57+) do que criancas iniciando TARV entre 1 e 5 anos, nas seguintes
combinacgdes:

» CD4+CD95+ (p=0,027)

» CD4+PD1+ (p=0,014)

» CD4+PD1+CD57+ (p=0,049)

» CD4+PD-1+ CD57+ CD95+ (p=0,030)

» CD4+PD-1+ CD95+ (p=0,026)

» CD4+CD31+ PD-1+ CD57+ CD95+ (p=0,030)

Criangas iniciando TARYV antes dos 6 meses de idade apresentavam menores
frequéncias, em LTCD4+ naive :

¢ de marcadores de ativacdo do que criancas iniciando TARV entre 6 meses e 1
ano: CD4+ naive CD38+, p=0,033; CD4+ naive CCR5+, p=0,023

e de marcadores de ativacdo em LTCD4+ naive do que criangas iniciando TARV
entre 6 meses e 1 ano, 1 e 5 anos , e apds os 5 anos: CD4+ naive CD38+
CCR5+ (p=0,018; p=0,030; p=0,002); CD4+ naive CD38+ HLA- DR+ (p=0,020;
p=0,025; p=0,004)

e de marcadores de apoptose (CD95+) e senescéncia (CD57+) — inclusive em
células recém egressas do timo (CD31+) — em LTCD4+ naive do que criancas
iniciando TARV entre 1 e 5 anos:

» CD4+ naive CD95+ (p=0,003)
» CD4+ naive CD31+ CD95+ (p=0,002). Também Vs. criangas iniciando
TARV apos os 5 anos (p=0,041)
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» CD4+ naive CD31+ CD57+ (p=0,028)

» CD4+ naive CD57+ CD95+ (p=0,017)

de marcador de exaustdo (PD1+) em LTCD4+ naive do que criancas iniciando
TARV apos os 5 anos: CD4+ naive CD28- PD-1+ (p=0,023)

Criangas iniciando TARV antes dos 6 meses de idade tinham menores

frequéncias, em LTCD4+ de memoaria central (TCM) :

de marcador de apoptose (CD95+) em LTCD4+ (TCM) que criangas iniciando
TARV entre 1 e 5 anos e apés os 5 anos de idade: CD4(TCM) CD95+
(p=0,001; p=0,049);

de marcadores de senescéncia (CD57+), apoptose (CD95+) e exaustdo (PD-
1+) — inclusive em células recém egressas do timo (CD31+) - em LTCD4+
(TCM) que criangas iniciando TARV entre 1 e 5 anos, nas seguintes
combinacgdes:

» CD4+(TCM) CD57+ (p=0,043)

» CD4+(TCM) CD28+ CD57+ (p=0,043)

» CD4+(TCM) CD28+ CD95+ (p=0,001)

» CD4+(TCM) CD31+ CD57+ (p=0,040)

» CD4+(TCM) CD31+ CD95+ (p=0,040)

» CD4+(TCM) CD31+ PD-1+ CD57+ CD95+ (p=0,026)

» CD4+(TCM) CD57+ CD95+ (p=0,043)

» CD4+(TCM) PD-1+ CD57+ (p=0,028)

» CD4+(TCM) PD-1+ CD57+ CD95+ (p=0,023)

de marcador de ativagdo (CCR5+) em LTCD4+ (TCM) que criangas iniciando
TARV entre 1 e 5 anos: CD4+(TCM) CCR5+ (p=0,031).

Criangas iniciando TARV antes dos 6 meses de idade tinham menores

frequéncias, em LTCD4+ de memoaria transitéria (TTM) :

de marcadores de ativacdo (HLA-DR+) e exaustdo (PD1+), em relacdo a
criangas iniciando TARV entre 6 meses e 1 anos: CD4+(TTM) HLA- DR+
(p=0,041); CD4+(TTM) CD31+ PD-1+ (p=0,033);

de marcadores de exaustdo (PD1+), senescéncia (CD57+) e apoptose
(CD95+), em relacéo a criancas iniciando TARV entre 1 e 5 anos:

» CD4+(TTM) CD31+ PD-1+ CD57+ CD95+ (p=0,002)
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» CD4+(TTM) PD-1+ CD57+ CD95+ (p=0,009)

» CD4+(TTM) CD28+ CD95+ (p=0,011)

» CD4+(TTM) CD28- CD57+ (p= 0,037)

» CD4+(TTM) CD31+ CD57+ (p=0,043)

» CD4+(TTM) CD31+ CD95+ (p=0,018)

» CD4+(TTM) CD31+ PD-1+ (p=0,014) ; também quando comparado as

criancas iniciando TARV entre 6 meses e 1 ano (p=0,033).
» CD4+(TTM) PD-1+ CD95+ (p=0,018)

Criangas iniciando TARV antes dos 6 meses de idade tinham menores

frequéncias, em LTCD4+ de memoéria intermediaria (TINT) :

de marcador de apoptose (CD95+), em relagé@o a criangas iniciando TARV entre 1
e 5 anos: CD4+(TINT) CD95+ (p=0,046) ; CD4+(TINT) CD31+ CD95+ (p=0,04)
de dupla marcagdo de apoptose (CD95+) e senescéncia (CD57+), em relagdo a
criangas iniciando TARV apos os 5 anos: CD4+(TINT) CD57+ CD95+ (p=0,049)

Criangas iniciando TARV antes dos 6 meses de idade tinham menores

frequéncias, em LTCD4+ de memoria efetora (TEM), de marcadores de apoptose

(CD95+), ativacdo, exaustdo, senescéncia em relacédo a criangas iniciando TARV entre

1 e 5anos:

»

»

»

»

»

»

CD4+(TEM) (p=0,008) ; também vs. criancas iniciando TARV ap6s os 5 anos
(p=0,049)

CD4+(TEM) CD95+ (p=0,040)

CD4+(TEM) CD38+ HLA- DR+ (p=0,032)

CD4+(TEM) CD38+ HLA- DR+ CCR5+ (p=0,036)

CD4+(TEM) PD-1+ CD57+ (p=0,040)

CD4+(TEM) PD-1+ CD57+ CD95+ (p=0,030)

Criangas iniciando TARV antes dos 6 meses de idade tinham menores

frequéncias, em LTCD4+ de memoria efetora terminal (TTE) , de marcador de

ativacdo (CCR5+, CD38+ HLA- DR+) em relacdo a criancgas iniciando TARV entre 1 e
5 anos: CD4+(TTE) CCR5+ (p=0,009); CD4+(TTE) CD38+ HLA- DR+ CCR5+
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(p=0,038) — este Ultimo também vs. criangas iniciando TARV ap6s os 5 anos
(p=0,040).

Corroborando com os dados clinicos descritos anteriormente, também no
painel de citometria de fluxo as criancas iniciando TARV antes dos 6 meses de idade
tinham maiores frequéncias de LTCD4+(%) total em relacdo a criancas iniciando
TARV apés os 5 anos de idade (p=0,023). Criancas iniciando TARV antes dos 6

meses de idade apresentaram também maiores frequéncias:

e de LTCD4+ naive em relacdo a criangas iniciando TARV entre 1 e 5 anos e apés
0s 5 anos de idade (p=0,024; p=0,041);

e de LTCD4+ de memoria transitoria (TTM) e efetora (TEM) com marcador de
ativagdo (CCR5+) em relagéo a criancgas iniciando TARV apés os 5 anos de idade:
CD4+(TTM) CCR5+ (p=0,013); CD4+(TEM) CCR5+ (p=0,010);

o de LTCD4+ de meméoria efetora terminal (TTE) com marcador de exaustao (PD1+)
e anergia (CD28-) em relacdo a criangas iniciando TARV apos os 5 anos de idade:
CD4+(TTE) CD28- PD-1+ (p=0,026); CD4+(TTE) PD-1+ (p=0,026).

A Figura 10 ilustra subpopulacbes de LTCD4+ total com marcadores de ativacdo
(CD38+, HLA-DR+, CCR5+): criancas iniciando TARV antes dos 6 meses apresentam

menores frequéncias destas subpopula¢cdes marcadas.
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Figura 10. Marcadores de ativacdo celular em LTCD4+ das criangas incluidas,
estratificadas pela idade de inicio de TARV.

De forma semelhante, a Figura 11 ilustra como criangas iniciando TARV antes
dos 6 meses de idade apresentavam menores frequéncias de marcadores de
apoptose (CD95+), de exaustdo (PD1+) e de senescéncia (57+) em LTCD4+ do que

criangas iniciando TARV entre 1 e 5 anos.
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Figura 11. LTCD4+ com marcadores de apoptose (CD95+), de exaustdo (PD-1+) e de senescéncia (CD57+) nas criancas incluidas no
estudo: criangas iniciando TARV <6m tem menores frequéncias destes marcadores do que criancas iniciando TARV entre 1 e 5 a.
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Também de interesse do estudo foi examinar possiveis beneficios

observados no grupo de criangas iniciando TARV entre 6 meses e 1 ano de idade. No

momento de inclusdo no estudo este grupo apresentou menores frequéncias :

de marcador de diferenciacdo (CD45RA-) em LTCD4+ total do que criancas
iniciando TARV entre 1 e 5 anos (p=0,045) e apés os 5 anos (p=0,041);

de marcador de apoptose (CD95+) em LTCDA4+ total do que criangas iniciando
TARV entre 1 e 5 anos (p=0,031);

de marcadores de apoptose (CD95+) — inclusive em células recém egressas do
timo (CD31+) — e senescéncia (CD57+) em LTCD4+ naive do que criancas
iniciando TARV entre 1 e 5 anos:

» CD4+ naive CD95+ (p=0,039)

» CD4+ naive CD31+ CD95+ (p=0,014)

» CD4+ naive CD57+ CD95+ (p=0,045)

de LTCD4+ de memdria transitoria (TTM) com marcadores de exaustdo (PD1+),
senescéncia (CD57+) e apoptose (CD95+), em relagéo a criangas iniciando TARV
entre 1 e 5 anos: CD4+(TTM) CD31+ PD-1+ CD57+ CD95+ (p=0,002);
CD4+(TTM) PD-1+ CD57+ CD95+ (p=0,045);

de LTCD4+ de memodria intermediaria (TINT) com dupla marcacdo de apoptose
(CD95+) e senescéncia (CD57+), em relacdo a criancas iniciando TARV apoés os 5
anos: CD4+(TINT) CD57+ CD95+ (p=0,033);

de LTCD4+ de memodria efetora (TEM) total e com marcador de apoptose (CD95+)
em relacdo a criancas iniciando TARV entre 1 e 5 anos: CD4+(TEM) (p=0,020);
CD4+(TEM) CD95+ (p=0,030).

O mesmo grupo, de criangas iniciando TARV entre 6 meses e 1 ano

apresentou maiores frequéncias de LTCD4+ naive em relacdo a criangas iniciando
TARV entre 1 e 5 anos e ap6s os 5 anos de idade (p=0,024; p=0,041).

Surpreendentemente, o grupo de criangas iniciando TARV entre 6 meses e 1 ano

apresentou também maiores frequéncias:

e de LTCD4+ de memoria transitéria (TTM) e efetora (TEM) com marcador de
ativagdo (CCR5+) em relacdo a criancas iniciando TARV apds os 5 anos de
idade: CD4+(TTM) CCR5+ (p=0,013); CD4+(TEM) CCR5+ (p=0,010);
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e de LTCD4+ de memoria efetora terminal (TTE) com marcador exaustao (PD1+)
e aneriga (CD28-) em relacdo a criangas iniciando TARV ap06s os 5 anos de
idade: CD4+(TTE) CD28- PD-1+ (p=0,026); CD4+(TTE) PD-1+ (p=0,026).

Criangas iniciando TARV entre 1 e 5 anos de idade tiveram maiores
frequéncias de LTCD4+ de memoria efetora (TEM) em relagédo a criangas iniciando
TARV antes dos 6 meses de idade: CD4+(TEM), p=0,008. Este mesmo grupo
surpreendentemente teve maiores frequéncias de LTCD4+ de memoria transitoria
(TTM), efetora (TEM) e intermediaria (TINT) com marcador de ativacdo (CCR5+) em
relacdo a criangas iniciando TARV ap6s os 5 anos:

» CD4+(TTM) CCR5+ (p=0,040)
» CD4+(TEM) CCR5+ (p=0,009)
» CD4+(TINT) CCR5+ (p=0,030)

Em resumo, quando examinadas as frequéncias dos marcadores nos grupos
estratificados por idade de inicio de TARV, viu-se que criangas iniciando TARV antes
dos 6 meses de idade apresentavam menores frequéncias de marcadores de ativacao
(CD38+, HLA-DR+, CCR5+) em LTCDA4+ totais, de memodria central (TCM) e efetora
(TTM, TEM, TTE); e menores frequéncias de marcadores de marcadores de apoptose
(CD95+), de exaustdo (PD-1+), de anergia (CD28-) e de senescéncia (CD57+),
inclusive em células recém egressas do timo (CD31+), em LTCD4+ totais, naive, de
memoria central (TCM) e efetora (TTM, TINT, TEM). Por sua vez, criangas iniciando
TARV entre 6 meses e 1 ano de idade apresentavam menores frequéncias de
marcador de apoptose (CD95+) e senescéncia (CD57+) em LTCDA4+ total, naive, e de
memoaria efetora (TTM, TINT e TEM)- inclusive em células recém egressas do timo
(CD31+).

4.7 Marcadores de senescéncia, apoptose, exaustdo e ativagcdo em LTCD8+

A Figura 12 mapeia as correlagbes entre idade de inicio de TARV e as
frequéncias de marcadores de ativagcdo (CD38+, HLA-DR+, CCR5+), apoptose

(CD95+), senescéncia (CD57+), exaustdo (PD-1+) e anergia (CD28-), em diferentes
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combinacgfes, como descrito acima, nas varias subpopulacdes de LTCD8+. A leitura

do heat map nos indica que foram significantes as seguintes correlagées com idade de
inicio de TARV:

Positiva, marcadores de ativacdo (HLA-DR+CCR5+) em LTCD8+ de memoria
intermediaria (TINT);

Positiva, de células de memdria transitéria (TTM) recém egressas do timo
(CD31+);

Positiva, de marcador de senescéncia (CD57+) em LTCD8+ total e de memoria
central (TCM), inclusive em LTCD8+ de memoria central (TCM), de memaria
transitoria (TTM), de memoria efetora (TEM) e totais recém egressos do timo
(CD31+);

Positiva, marcador de apoptose (CD95+) em LTCD8+ total, naive, de memaria
central (TCM), de memoria transitéria (TTM), intermediaria (TINT), e de
memoria efetora terminal (TTE), inclusive em LTCD8+ naive, de memoria
transitéria (TTM), intermediaria (TINT) e totais recém egressos do timo
(CD31+);

Positiva, marcador de exaustdo (PD-1+) em LTCD8+ total e de memoria
transitoria (TTM) recém egressos do timo (CD31+);

Positiva, de marcadores de exaustdo (PD-1+), senescéncia (CD57+) e
apoptose (CD95+) em LTCD8+ de memoéria central (TCM), de memoria
transitéria (TTM), intermediaria (TINT) e totais recém egressos do timo
(CD31+);

Positiva, de marcadores de senescéncia (CD57+) e apoptose (CD95+) em
LTCD8+ de memdria central (TCM), de memoéria transitéria (TTM),
intermediaria (TINT) e efetora terminal (TTE) e total;

Positiva, de marcadores de exaustdo (PD-1+), senescéncia (CD57+) e
apoptose (CD95+) em LTCD8+ de memobria central (TCM) e de memoria
transitoria (TTM);

Positiva, de marcadores de anergia (CD28-) e senescéncia (CD57+) em
LTCD8+ total;

Positiva, de marcadores de anergia (CD28-) e apoptose (CD95+) em LTCD8+
de memodria intermediaria (TINT), efetora terminal (TTE) e total,

Positiva, total de LTCD8+ e LTCD8+ de memodria efetora (TEM) e efetora
terminal (TTE).
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A Figura 13 ilustra exemplos de correlagfes positivas entre idade de inicio de
TARV e marcadores de apoptose (CD95+), senescéncia (CD57+) e exaustdo (PD-1+)
em LTCD8+ total.
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Figura 12. Heat map de marcadores de senescéncia, apoptose, exaustdo, anergia e
ativacdo nas subpopulacées de LTCD8+. Correlacdo de Spearman, teste bicaudal.
*p<0,05; **p<0,01;***p<0,001.
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Figura 13. Exemplos de correlacdes positivas entre idade de inicio de TARV e
marcadores de apoptose (CD95+), senescéncia (CD57+) e exaustdo (PD-1+) em
LTCD8+ total.

De forma analoga ao que foi feito na subpopulacéo de LTCD4+, examinaram-
se entdo as frequéncias dos marcadores nos grupos estratificados por idade de inicio
de TARV, na subpopulagdo de LTCD8+, para explorar o estado de inflamacéo e
maturacdo celular desta subpopulacdo de células T das criancas incluidas. Os
achados serdo aqui descritos segundo as subpopulacdes linfocitarias de LTCD8+ e

estdo demonstrados na Figura 14.

Criangas iniciando TARV antes dos 6 meses de idade tinham menores

frequéncias de LTCDS8+ total do que criangas iniciando TARV entre 1 e 5 anos
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(p=0,013) e apos os 5 anos de idade (p=0,001). Além disso, este grupo apresentava

menores frequéncias:

e EmLTCDS8+ total:

* de marcadores de senescéncia (CD57+), exaustdo (PD1+), anergia (CD28-) e

apoptose (CD95+):

»

»

»

»

»

»

»

»

»

CD8+ CD57+ do que criancas iniciando TARV entre 1 e 5 anos (p=0,035) e
apoés os 5 anos (p=0,049);

CD8+ CD28+ CD57+ do que criancas iniciando TARV entre 1 e 5 anos
(p=0,011);

CD8+ PD1+ do que criancas iniciando TARV entre 1 e 5 anos (p=0,049);

CD8+ CD28+ PD-1+ do que criangas iniciando TARV entre 1 e 5 anos
(p=0,015);

CD8+ CD57+ CD95+ do que criancas iniciando TARV entre 1 e 5 anos
(p=0,046) e apds os 5 anos (p=0,045);

CD8+ PD-1+ CD95+ do que criangas iniciando TARV entre 1 e 5
anos(p=0,049);

CD8+ CD28- CD57+ do que criangas iniciando TARV ap6s os 5 anos
(p=0,049);

CD8+ CD28- CD95+ do que criangas iniciando TARV ap0s os 5 anos
(p=0,038);

CD8+ CD31+ PD-1+ CD57+ CD95+ do que criangas iniciando TARV entre
1 e 5 anos (p=0,009) e apds os 5 anos (p=0,023).

+ de marcador de ativacdo (HLA-DR+) do que criancas iniciando TARV ap0s os
5 anos (p=0,049).

e EmMLTCD8+ naive :

* de marcadores de ativagéo:
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»

»

»

»

»

CD8+ naive HLA- DR+ do que criangas iniciando TARV entre 6 meses e 1
ano (p=0,041) e apds os 5 anos (p=0,034);

CD8+ naive CD38+ CCR5+ do que criancas iniciando TARV entre 6 meses
e 1 ano (p=0,013);

CD8+ naive CD38+ HLA- DR+ do que criancas iniciando TARV entre 6
meses e 1 ano (p=0,018) e apos os 5 anos (p=0,002);

CD8+ naive CD38+ HLA- DR+ CCR5+ do que criangas iniciando TARV
entre 6 meses e 1 ano (p=0,032);

CD8+ naive CCR5+ do que criancas iniciando TARV entre 1 e 5 anos
(p=0,018).

de marcadores de apoptose, senescéncia e exaustdo, do que criancas

iniciando TARV entre 1 e 5 anos:

»

CD8+ naive CD95+ (p=0,020);

CD8+ naive CD57+ CD95+ (p=0,026);

CD8+ naive CD31+ CD57+ (p=0,035);

CD8+ naive CD31+ CD95+ (p=0,031);

CD8+ naive CD31+ PD-1+ CD57+ CD95+ (p=0,015).

Em LTCD8+ de memoaria central (TCM):

de marcadores de anergia (CD28-), senescéncia (CD57+), apoptose (CD95+) e

exaustao (PD-1+):

»

»

»

»

CD8+(TCM) CD28- CD57+ que criangas iniciando TARV entre 6 meses e 1
ano (p=0,013);

CD8+(TCM) CD28- PD-1+ que criangas iniciando TARV entre 6 meses e 1
ano (p=0,026);

CD8+(TCM) CD28- PD-1+ CD57+ que criangas iniciando TARV entre 6
meses e 1 ano (p=0,008);

CD8+(TCM) PD-1+ CD57+ que criancas iniciando TARV entre 6 meses e 1
ano (p=0,026), entre 1 e 5 anos (p=0,001) e apds os 5 anos (p=0,034);
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»

»

»

»

»

»

»

»

»

CD8+(TCM) PD-1+ CD57+ CD95+ que criangas iniciando TARV entre 1 e 5
anos (p=0,001) e apds os 5 anos (p=0,028);

CD8+(TCM) CD57+ que criancas iniciando TARV entre 1 e 5 anos
(p=0,004);

CD8+(TCM) CD95+ (%) que criangas iniciando TARV entre 1 e 5 anos
(p=0,009) e apébs os 5 anos (p=0,023);

CD8+(TCM) PD-1+ (%) que criancas iniciando TARV entre 1 e 5 anos
(p=0,007)

CD8+(TCM) CD57+ CD95+ (%) que criangas iniciando TARV entre 1 e 5
anos (p=0,003);

CD8+(TCM) CD31+ CD57+ (%) que criancgas iniciando TARV entre 1 e 5
anos (p=0,011);

CD8+(TCM) CD31+ CD95+ (%) que criangas iniciando TARV entre 1 e 5
anos (p=0,007) e apos os 5 anos (p=0,019);

CD8+(TCM) CD31+ PD-1+ (%) que criancas iniciando TARV entre 1 e 5
anos (p=0,006);

CD8+(TCM) CD31+ PD-1+ CD57+ CD95+ (%) que criancas iniciando
TARV entre 1 e 5 anos (p=0,001) e apos os 5 anos (p=0,019).

de marcador de ativacdo (CCR5+) que criancas iniciando TARV entre 1 e 5

anos (p=0,018) e apds os 5 anos (p=0,013).

Em LTCD8+ de memédria transitéria (TTM), de marcadores de senescéncia,

apoptose, e exaustdo, que criancas iniciando TARV entre 1 e 5 anos:

M

M

M

M

M

CD8+(TTM) CD57+ (p=0,005);
CD8+(TTM) CD95+ (p=0,000);
CD8+(TTM) PD-1+ (p=0,006);
CD8+(TTM) CD28- PD-1+ (p=0,017);

CD8+(TTM) CD28- PD-1+ CD57+ (p=0,012);
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»

»

»

»

»

»

»

»

CD8+(TTM) CD31+ CD57+ (p=0,007);
CD8+(TTM) CD31+ CD95+ (p=0,001);

CD8+(TTM) CD31+ PD-1+ (p=0,002), também comparando-se com as
criancas iniciando TARV apos os 5 anos (p=0,034);

CD8+(TTM) CD31+ PD-1+ CD57+ CD95+ (p=0,001); também

comparando-se com as criancas iniciando TARV ap0s os 5 anos (p=0,049);
CD8+(TTM) CD57+ CD95+ (p=0,001);

CD8+(TTM) PD-1+ CD57+ (p=0,004) , também comparando-se com as

criangas iniciando TARV apos os 5 anos (p=0,049);

CD8+(TTM) PD-1+ CD57+ CD95+ (p=0,001) , também comparando-se
com as criancgas iniciando TARV ap6s os 5 anos (p=0,041);

CD8+(TTM) PD-1+ CD95+ (p=0,001) , também comparando-se com as

criancas iniciando TARV apos os 5 anos (p=0,034).

Em LTCD8+ de memoria intermediaria (TINT), de marcadores de

senescéncia, apoptose, e exaustdo, em que criancas iniciando TARV entre 1 e

5 anos:

— CDB8+(TINT) CD57+ (p=0,046);

— CD8+(TINT) CD95+ (p=0,001);

— CDB8+(TINT) CD28+ CD57+ (p=0,023);

— CDB8+(TINT) CD28- CD95+ (p=0,000);

— CDB8+(TINT) CD31+ CD57+ (p=0,015);

— CDB8+(TINT) CD31+ CD95+ (p=0,003);

— CD8+(TINT) CD31+ PD-1+ CD57+ CD95+ (p=0,005);
— CDB8+(TINT) CD57+ CD95+ (p=0,001);

— CDB8+(TINT) PD-1+ CD57+ CD95+ (p=0,008);

— CDB8+(TINT) PD-1+ CD95+ (p=0,011).
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Em LTCD8+ de memdria efetora (TEM), de células CD8+(TEM) recém
egressas do timo CD31+ que criancas iniciando TARV ap6s os 5 anos
(p=0,030); e de marcador de senescéncia (CD8+(TEM) CD28+ CD57+) que
criangas iniciando TARV apds os 5 anos (p=0,043).

De LTCD8+ de memoria efetora terminal (TTE) que criancas iniciando TARV
apos os 5 anos (p=0,028), e além disso, menores frequéncias de marcadores
de apoptose, anergia, e senescéncia nesta subpopulacdo (LTCD8+ TTE) que

criangas iniciando TARV entre 1 e 5 anos:
» CD8+ (TTE) CD95+ (p=0,005);

» CD8+ (TTE) CD28- CD95+ (p=0,006); também quando comparados as
criancas iniciando TARV ap06s os 5 anos (p=0,049);

» CD8+ (TTE) CD31+ CD95+ (p=0,040);

» CD8+ (TTE) CD57+ CD95+ (p=0,013).



Resultados 85

10

COBe Cl (T2 (%)
5

40 &0

COM(NINT) COBTs COOSe (%)
20

Q

100

40

COBWTTE) COST+ COMS* (%)
60 80

20

g

E b
R £8
: ¢ §
i ie v » s 2 T =
, . . 8 § fo - -S4 g e i - -+ -
® - 3 b E - S ’ L - - -
N o o $ = o - ®
¥ ® » % 4
g
o o
Controdes <6m  6m-<1a 1.<Sa >s5a Controles <6m  6m-<ta 1-<8a »=fa Controles «<Bm Gm<ia t<Sa »fa
Idade Inicko TARV b \sace nicio TARV c 1dade inicx TARV
g 2
s
5 :
? a g e E g
. 8 - Y & a :
8 b4 2 2 2 . 8 ¢ £R 2 :
e F & 8 8 i - H ‘- :
g 3 o s- 2 i c
i § 8 ) & o g
g - 9 - ° < _‘ < -4
g ¥ i
% - o . 3
- 8
= y
Controles <6m 6m-<1a 1-<8a >=85a Controles <Bm  Gm-<ia 1.<5a >«8a Controles <6m 6&m-<ia 1.<Sa >=5a
idade Inicio TARV e ¥iade icio TARY f idade inicio TARV
8 3
= « .
8 z v g & °
8 o 4 g 2 ) ° g 8 i ‘
» ° - -4 o # \ o - P
8 ors & © & 8 y b4 - bt ® :
- i X ° S v 8 ° £ g b4 ° o
o s s e - ™Y X b4 Py - A
% z 8 & : £ g .
8 8 o
: % i
) P e °
Controles <6m 6m-<ia 1-<Sa >=5a Controles <6m  6m-<ia 1-<Sa >=83 Controles <6m  6m-<ia 1.<5a >=8a
idade Inicio TARV h Kade Iniclo TARV i Idade Iniclo TARY

a p=0,027; b p=0,004; c p=0,003; d p=0,001; e p=0,001; f p=0,007; g p=0,013; h p=0,000; | p=0,06 (também vs criancas iniciando TARV>5a, p= 0.049.

Figura 14. LTCD8+ com marcadores de apoptose (CD95+), de exaustdo (PD-1+) e de senescéncia (CD57+) nas criancas incluidas no
estudo: criangas iniciando TARV <6m tem menores frequéncias destes marcadores do que criangas iniciando TARV entre 1 e 5 a.
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Também foi de interesse investigar as diferengcas no grupo das criangcas
iniciando TARV entre 6 meses e 1 ano de idade. Este grupo apresentou menores

frequéncias:
e EmLTCDS8+ total:

+ de marcador de exaustdo CD8+ CD28+ PD-1+ do que criangas iniciando
TARV entre 1 e 5 anos (p=0,039);

* de marcador de apoptose CD8+ CD95+ do que criancas iniciando TARV
entre 1 e 5 anos (p=0,049);

* de células recém egressas do timo CD8+ CD31+ do que criangas iniciando
TARV entre 6 meses e 1 ano (p=0,041).

e Em LTCD8+ naive, de marcadores de apoptose, senescéncia e exaustao do
gue criangas iniciando TARV entre 1 e 5 anos: CD8+ naive CD31+ PD-1+
CD57+ CD95+ (p=0,020); CD8+ naive CD31+ CD95+ (p=0,039).

e Em LTCD8+ de memodria intermediaria (TINT), de marcador de ativacao,
CD8+(TINT) HLA- DR+ (p=0,045) do que criangas iniciando TARV entre 1 e 5

anos.

e Totais de LTCD8+ de memoéria central (TCM) do que criangas iniciando TARV
entre 1 e 5 anos (p=0,017; p=0,028).

e EmLTCD8+ de memdria efetora terminal (TTE), de marcadores de apoptose
e anergia: CD8+(TTE) CD95+ do que criancgas iniciando TARV entre 1 e 5 anos
(p=0,024) e ap6s os 5 anos (p=0,041); CD8+(TTE) CD28- CD95+ do que
criancas iniciando TARV entre 1 e 5 anos (p=0,039) e apds os 5 anos
(p=0,033). Na mesma subpopulacdo porém de LTCD8+(TTE), criancas
iniciando TARV entre 6 meses e 1 ano apresentaram maiores frequéncias de
marcadores de exaustdo e também anergia do que criancas iniciando TARV
entre 1 e 5 anos: CD8+(TTE) PD-1+ (p=0,008); CD8+(TTE) CD28- PD-1+
(p=0,012); CD8+(TTE) PD-1+ CD57+ (p=0,010).
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Surpreendentemente, criancas iniciando TARV entre 6 meses e 1 ano tiveram
maiores frequéncias, em LTCD8+ de memoria central (TCM) de marcadores de
ativagao:

» CD8+(TCM) CD38+ que criancas iniciando TARV entre 1 e 5 anos
(p=0,010) e apds os 5 anos (p=0,011) ;

» CD8+(TCM) HLA- DR+ que criangas iniciando TARV entre 1 e 5 anos
(p=0,033) e apls os 5 anos (p=0,041) ;

» CD8+(TCM) CD38+ HLA- DR+ que criancgas iniciando TARV entre 1 e 5
anos (p=0,039) e apos os 5 anos (p=0,041).

Levando-se em consideracdo as andlises de comparagdo entre 0S grupos
estratificados conforme a idade de inicio de TARV — e corroborando os achados das
correlagbes idade de inicio de TARV e marcadores - em diversas subpopulagdes de
LTCD8+ os grupos de criangas que iniciaram a TARV de forma mais precoce, em
particular antes dos 6 meses de idade, tinham de forma geral menores frequéncias de
marcadores que estdo associados com senescéncia, exaustdo, anergia e apoptose,
com algumas excecdes. Por exemplo uma excecao a esta observacéo seria o achado
de alguns marcadores de anergia, exaustdo e apoptose em LTCD8+ de memoria
efetora terminal (TTE), terem sido encontrados em maior frequéncia no grupo que
iniciou TARV entre 6 meses e 1 ano. Marcadores de ativacdo foram encontrados em
LTCDB8+ totais, naive e em LTCD8+ efetores (TINT) em menor frequéncia nas criancas
iniciando TARV antes dos 6 meses, porém apareceram em maior frequéncia em
LTCD8+ de memodria central (TCM) nas criangas iniciando TARV entre 6 meses e 1
ano. Nas demais subpopulacdes os marcadores de ativacdo aqui estudados nao

apareceram de forma significativamente diferente entre os grupos.
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4.8 Sorologias vacinais e marcadores de senescéncia, apoptose,
exaustdo e ativacdo em LTCD4+ e LTCD8+

Procurou-se a seguir investigar como 0os mesmos marcadores de ativacéo,
senescéncia, e exaustdo do sistema imune celular se relacionavam com os titulos de
resposta vacinal para os quatro antigenos estudados - Hepatite B, Hepatite A, Rubéola
e Caxumba, e adicionalmente, como se comportavam nas criancas imunes vs. nao
imunes para cada uma das doencas. Além disso foi de nosso interesse estudar como
as propor¢des de subpopulacdes linfocitarias (LTCD4+ e LTCD8+) se relacionavam
com as sorologias vacinais. Os achados serdo descritos a seguir detalhando a relacao
entre propor¢des linfocitarias, marcadores e resposta vacinal para cada uma das

doengas.

e Hepatite B

Quando examinada a correlacdo entre titulos anti-HBs (UI/L) e os diversos
marcadores estudados, apresentaram correlagdo positiva com titulos os marcadores
relacionados a senescéncia (CD57+), apoptose (CD95+) e exaustdo (PD1+) em
LTCD4+ de memoria central (TCM) e LTCDA4+ efetoras (TTM) recém egressos do timo
(CD31+). Surpreendentemente, apresentou correlagdo negativa com titulos anti-HBs a
subpopulagcdo de LTCD4+ naive com marcador de ativacdo (HLA-DR). Entre estas
subpopulagbes de LTCD4+ de memoéria central (TCM) e LTCD4+ efetoras (TTM)
recém egressos do timo (CD31+), em particular os LTCD4+ (TTM) CD31+ CD57+ e
LTCD4+(TTM) CD31+ PD-1+ CD57+ CD95+ tinham maiores frequéncias nas criangas
ndo imunes a Hepatite B, definidas como aquelas que nédo apresentavam, a inclusdo
no estudo, titulos anti-HBs = 10UI/L. Outras subpopulacdes com menor frequéncia em
criangas imunes foram aquelas de LTCD4+ efetores (TINT, TTM), inclusive recém
egressos do timo (CD31+), com marcadores que indicavam apoptose (CD95+) e
exaustdo (PD1+). Por outro lado, marcadores de ativacdo celular (HLA-DR, CCRS5,
CD38) em células efetoras (TINT) foram encontrados de forma mais frequente em

imunes.

Similarmente ao encontrado nas subpopulacdes linfocitarias CD4+, em

LTCD8+ marcadores de senescéncia (CD57+), exaustdo (PD-1) e apoptose (CD95+)
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em células de memoria efetora (TEM) e células naive, inclusive em LTCD8+ (TEM) e
naive recém egressos do timo (CD31+), estavam relacionados com menores titulos de
protecdo para a Hepatite B — correlacdo positiva. As mesmas subpopulacdes de
LTCD8+ com marcadores que indicavam senescéncia em LTCD8+ naive, inclusive em
células recém egressas do timo (CD31+), tinham menores frequéncias em imunes
guando examinadas as diferencas entre os grupos (imunes vs. ndo imunes). De forma
analoga, as mesmas subpopulacdes de LTCD8+ (TEM) recém egressos do timo
(CD31+) com marcadores de apoptose (CD95+), senescéncia (CD57+) e exaustdo
(PD1+), tinham menores frequéncias em criancas imunes para a Hepatite B.
Adicionalmente, a frequéncia da subpopulagéo de LTCD8+ de memoria central (TCM)
era menor nas criangas imunes, assim como marcadores de anergia (CD28-) e
apoptose (CD95) na mesma subpopulacdo (TCM) eram também menos frequentes em
imunes. Surpreendentemente, marcadores de ativacdo (HLA-DR, CD38, CCR5) em
LTCD8+ de memodria central (TCM) e efetora (TEM) estavam associados com mais
titulos anti-HBs— correlagdo negativa. De forma andloga, marcadores de ativagéo
(HLA-DR, CCR5, CD38) em LTCDS8+ totais, de memdria central e efetoras (TEM,
TINT, TTM) foram encontrados com maior frequéncia em criangas imunes para a
Hepatite B (Figura 15).
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Linfécitos T CD4+ Linfécitos T CD8+

Naive TCM TTM TINT TEM TTE Naive TCM TTM TINT TTE

TOTAL |

CD38+CCRS+
CD38+HLA-DR+ |
HLA- DR+ CCRS+ |
CD384HLA-DR+CCRS+
Célula T recém egressa do timo CD31+
CD57+
CD95+
PD1+
CD31+ CO57+
CD31+ CD95+
CD31+ PD-1+
CD31+4 PD-14 CD57+ CD95+
Senescéncia/exaustdo CD57+ CDI5+
PD14CD57+ |
PD-14 CD57+ CD95+
PD14CDY95+
CD28- CD57+ |
CD28- CD95+
CD28- PD-1+

CD28- PD-1+ CD57+ =

Correlagdo de Spearman, teste bicaudal. *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001.
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Figura 15. Heat Map de correlagdes entre titulos de protegcdo para Hepatite B e
marcadores de senescéncia, apoptose, exaustdo, anergia e ativacdo nas
subpopulagtes de LTCD4+ e LTCD8+.

e Hepatite A

Quando explorada a correlacdo entre anticorpos totais para a Hepatite A e
marcadores de interesse em LTCD4+ das criangas incluidas, a maior frequéncia de
células recém egressas do timo (CD31+) em LTCD4+ totais, assim como LTCD4+
totais com marcador de menor diferenciagdo (CD45RA+) e LTCD4+ de perfil
intermediario (TINT) estiveram relacionados com maiores titulos de protecdo para a
Hepatite A — correlacdo positiva. Surpreendentemente também tiveram correlagédo
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positiva com titulos LTCD4+ totais com dupla marcacdo de anergia (CD28-) e
senescéncia (CD57+). LTCD4+ de memoria efetora (TEM) com dupla marcacdo de
anergia (CD28-) e apoptose (CD95+) também estavam relacionados com maiores
titulos para Hepatite A, porém em subpopulacdo menos diferenciada (CD28+) de
LTCD4+ (TEM), o marcador de apoptose (CD95+) estava relacionado com menores
titulos. De forma anéloga, LTCD4+ de memdria central (TCM) marcados com CD95+
estavam relacionados com menores titulo para Hepatite A — correlagdo negativa.
Também surpreendentemente, a frequéncia da subpopulacdo de LTCD4+ de
memodaria transitéria (TTM) diferenciada (CD28-) e com dupla marcacdo de exaustao e
senescéncia (PD-1+ CD57+) estava correlacionada de forma positiva com titulos para
Hepatite A. Algumas destas subpopulagbes que tiveram correlacdo positiva com
titulos — LTCD4+ CD28- CD57+ e LTCD4+ (TTM) CD28- PD-1+ CD57+ - foram
encontradas em maiores frequéncias em criangas imunes para a Hepatite A (i.e, com
anticorpos totais para a Hepatite A 220UI/L) do que nas crian¢as ndo imunes. Também
surpreendentemente, marcadores de senescéncia (CD57+), apoptose (CD95+), e
anergia (CD28-) em LTCD4+ de resposta efetora terminal (TTE) tinham menores
frequéncias em criangas imunes. Outras subpopulacdes encontradas em menor
frequéncia em imunes foram: o maior percentual de linfécitos totais, e LTCD4+ de
perfil precursor (naive CD28+) e de perfil intermediario (TINT). O marcador de ativacéo
(CD38+), tanto em LTCD4+ total quanto em LTCD4+ naive, foi encontrado em menor
frequéncia em imunes para a Hepatite A, assim como marcadores de senescéncia
(CD57+), apoptose (CD95+), e exaustdao (PD-1+), em diversas combinacdes, e em
LTCD4+ de memodria central (TCM) e resposta efetora transitéria (TTM), inclusive

recém egressos do timo (CD31+).

Examinando-se as correlagfes entre as subpopulagfes de LTCD8+ e seus
marcadores, e titulos para a Hepatite A, a maior frequéncia de marcador associado a
apoptose (CD95+) em LTCD8+ total, naive e efetor terminal (TTE) esteve relacionada
a menores titulos para Hepatite A — correlagdo negativa. Marcadores de anergia
(CD28-), senescéncia (CD57+), e exaustdo (PD-1+) em LTCD8+ naive, inclusive em
células recém egressas do timo, também estiveram relacionados a menos titulos de
protecdo contra a Hepatite A, assim como marcadores de ativacdo (CD38+, HLA-DR,
CCR5+), em LTCD8+ naive e de memodria efetora (TEM). Também tiveram, entretanto,
correlagdo negativa com titulos as subpopulacdes de LTCD8+ de memébria central
(TCM) e transitéria (TTM). O marcador de menor diferenciacdo (CD45RA+) em

LTCD8+ total estava relacionado com maiores titulos de anticorpos totais para a
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Hepatite A. De maneira semelhante ao encontrado em LTCD4+, também em LTCD8+
o maior percentual de linfécitos totais e de perfil precursor (LTCD8+ naive CD28+)
tiveram maiores frequéncias em imunes para a Hepatite A, assim como marcadores
de senescéncia (CD57+), apoptose (CD95+), e exaustdo (PD-1+), em diversas
combinagfes, em LTCD8+ de memoria central (TCM) e resposta efetora transitoria
(TTM), inclusive LTCD8+ (TCM) recém egressos do timo (CD31+), tiveram menores
frequéncias em criancas imunes. Além disso, marcador de senescéncia em LTCD8+
total, de apoptose (CD95+) em LTCD8+ de memoria efetora terminal (TTE), e de
senescéncia (CD57+), apoptose (CD95+), anergia (CD28-) e exaustdo (PD-1+) em
LTCD8+ naive, inclusive recém egressos do timo (CD31+), tiveram menores
frequéncias em imunes. Finalmente, e consistente com o que foi encontrado na
andlise de correlagfes entre subpopulacdes de LTCD8+ e seus marcadores, e titulos
para a Hepatite A descrita acima, marcadores de ativagdo (CD38+, HLA-DR, CCR5+)
em LTCD8+ naive e de memodria efetora (TEM) foram mais encontrados nas criangas
ndo imunes (Figura 16).
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Linfécitos T CD4+ Linfécitos T CD8+

Naive TCM_ TTM TINT TEM TTE Naive_ TCM TTM TINT TEM TTE
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Correlacdo de Spearman, teste bicaudal. *p<0,05; **p<0,01;* **p<0,001.

Figura 16. Heat Map de correlagBes entre titulos de protegcdo para Hepatite A e
marcadores de senescéncia, apoptose, exaustdo, anergia e ativacdo nas
subpopulagtes de LTCD4+ e LTCD8+.

. Rubéola

As subpopulacdes de LTCD4+ de memodria central (TCM) e efetora (TEM)
tiveram correlacdo negativa com titulos de protecéo para a Rubéola. A subpopulacéo
de LTCD4+ naive porém, teve correlacdo positiva com titulos. Em relacdo aos titulos
de protecdo contra a Rubéola e sua correlacdo com marcadores de interesse nas
varias subpopulacdes de LTCD4+ estudadas, de forma consistente marcadores de
diferenciacdo(45RA-), apoptose (CD95+), senescéncia (CD57+) e exaustdao (PD1+)
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em LTCDA4+ totais, naive, e de memoéria efetora (TEM, TINT, TTM, TTE) estiveram
relacionados com menores titulos de 1gG anti Rubéola — correlagdo negativa.
Marcadores de apoptose (CD95+) em LTCD4+ de memodria central (TCM) também
estiveram relacionados com menores titulos, assim como marcadores de apoptose
(CD95+), senescéncia (CD57+) e exaustdo (PD1+) em LTCDA4+ totais, naive, de
memoria intermediaria (TINT) e transitéria (TTM) recém egressas do timo (CD31+).
Marcadores de menor diferenciacdo (CD45RA+, CD27+) e células precursoras
(LTCD4+ naive) estiveram relacionados com maiores titulos. Como excecdo,
marcadores de senescéncia (CD57+) e anergia (CD28-) em células de memdéria
transitoria (LTCD4+TTM CD28- CD57+) estiveram relacionados a maiores titulos —
correlagdo positiva. Também surpreendentemente, o marcador de ativacdo (CD38+)
em LTCD4+ efetores terminais (TTE) esteve associado a mais titulos. Outros
marcadores de ativacdo nas demais subpopulacdes de LTCD4+ né&o tiveram
correlagdo com resposta a Rubéola estatisticamente significante. Esta mesma
subpopulagcdo de resposta efetora terminal marcada com CD38+: LTCD4+ (TTE)
CD38+ foi encontrada em maiores proporgdes no grupo das criangas imunes (IgG anti-
Rubéola = 10 Ul/ml). Este marcador de ativacdo (CD38+) e outros (HLA-DR, CCR5+)
em LTCD4+ de memoria efetora intermediaria e terminal (TINT, TTE) tiveram maior
frequéncias em criancas imunes. Também surpreendentemente, marcadores de
anergia (CD28-) e senescéncia (CD57+) em LTCD4+ de memoria transitéria (TTM)
tiveram maiores frequéncias em imunes. Consistente, porém, com o que foi
encontrado na andlise das correlagbes entre subpopula¢cdes marcadas e titulos,
marcadores de anergia (CD28-), senescéncia (CD57+), apoptose (CD95) e exaustdo
(PD-1+), em diversas combinag¢des, em LTCD4+ totais, naive e de memdria central e
efetora (TINT, TEM, TTE), inclusive em subpopulacdes recém egressas do timo
(CD31+), tiveram menores frequéncias em imunes. Digno de nota, porém, o0s totais
das subpopulacdes de memoria central (TCM) e de memoéria efetora (TEM) e efetora
terminal (TTE) tinham também menores frequéncias em imunes. Em contraste, a

frequéncia da subpopulagao de LTCD4+ naive era maior em imunes para a Rubéola.

Nas criangas do estudo o maior percentual de LTCD8+ estava associado com
titulos mais baixos para a Rubéola. De forma semelhante ao observado nas
subpopulacbes de LTCD4+, nas subpopulacbes de LTCD8+ marcadores de anergia
(CD28-), apoptose (CD95+), senescéncia (CD57+) e exaustdo (PD-1+), em diversas
combinagfes, em LTCD8+ totais, inclusive em células recém egressas do timo,

estavam correlacionados com menos titulos de protecéo contra a Rubéola— correlacao
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negativa. Varios destes marcadores nas subpopulacbes de LTCD8+ naive, de
memoria central (TCM), de memoria intermediéria (TINT) e transitéria (TTM), inclusive
recém egressos do timo (CD31+), também tiveram correlacdo negativa com titulos,
assim como em LTCD8+ de memobria efetora (TEM) e efetora terminal (TTE).
Marcadores de ativacdo (CD38+, CCR5+, HLA-DR+) em LTCD8+ totais, de memadria
central e células efetoras (TTM, TTE) por sua vez, de maneira geral estiveram
associados com mais titulos para a Rubéola, com excecdo da subpopulacdo de
LTCD8+ de memdria intermediaria (TINT) marcada com HLA-DR+ e a subpopulacéo
de LTCD8+ de memodria central (TCM) com marcador CCR5+, que estiveram
negativamente correlacionados com titulos. De forma analoga, 0s mesmos
marcadores de ativagdo (CD38+, HLA-DR, CCR5+) tiveram maiores frequéncias em
LTCD8+ totais, de memdéria central (TCM) e de memoéria intermediaria (TINT) e
transitéria  (TTM) em criancas imunes para Rubéola. Também confirmando os
achados da andlise das correlagbes entre subpopulacdes e titulos, marcadores de
apoptose (CD95) e exaustdo (PD-1+) em LTCDS8+ total inclusive recém egressos do
timo (CD31+), tiveram menores frequéncias em criangas imunes. De forma analoga,
marcadores de anergia (CD28-), senescéncia (CD57+), apoptose (CD95) e exaustdo
(PD-1+), em LTCD8+ naive e em LTCD8+ de memodria intermediaria (TINT) tiveram
menores frequéncias em imunes, inclusive em LTCD8+ naive e LTCD8+ (TINT) recém
egressos do timo. Marcadores sugestivos de apoptose (CD95+) e de exaustdo (PD-
1+) em LTCD8+ de memoria transicional (TTM) também foram encontrados em
menores frequéncias em criangas imunes, inclusive em LTCD8+ (TTM) recém

egressos do timo (Figura 17).
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Figura 17. Heat Map de correlacdes entre titulos de protecdo para Rubéola e
marcadores de senescéncia, apoptose, exaustdo, anergia e ativagdo nas
subpopulagtes de LTCD4+ e LTCD8+.

. Caxumba

Quando analisadas as correlagbes entre titulos de protecdo contra a
Caxumba e os marcadores de interesse nas varias subpopulacdes linfocitarias, se
correlacionaram com titulos mais baixos marcadores de anergia (CD28-), exaustdo
(PD-1+), senescéncia (CD57+) apoptose (CD95+) em LTCD4+ de memoria efetora
(TEM), em diversas combinagdes — correlacdo negativa. O marcador de exaustao (PD-
1+) em LTCD4+ de memoria intermediéria (TINT) recém egressos do timo (CD31+)
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também apareceram com correlagdo negativa com titulos. Surpreendentemente, a
maior frequéncia de LTCD4+ naive recém egressos do timo (CD31+) estava
relacionada com menores titulos de 1gG anti-Caxumba. Nenhum marcador de ativacéo
celular nas subpopulacbes de LTCD4+ se correlacionou de forma estatisticamente
significante com titulos anti-Caxumba. Analisando-se as diferengas entre 0s grupos de
criancas imunes, ou respondedoras a Caxumba (IgG anti Caxumba =211,0 UA/mI) e
ndo imunes, marcadores de anergia (CD28-), apoptose (CD95), ativacdo (CD38+,
HLA-DR) e exaustdo (PD-1+) em LTCDA4+ totais tiveram menores frequéncias em
imunes. Outras subpopulagcdes com menores frequéncias em criancas imunes
incluem: LTCD4+ naive recém egressos do timo (CD31+) e LTCD4+ naive -inclusive
recém egressos do timo (CD31+)- com marcadores de apoptose (CD95+), ativagédo
(CD38+, HLA-DR, CCR5+), senescéncia (CD57+) e exaustdo (PD-1+); LTCD4+ de
memoria intermediaria (TINT) com marcador de ativacdo (HLA-DR+ CCR5+), e,
finalmente, LTCD4+ de memdria efetora (TEM) com marcadores de anergia (CD28-),

apoptose (CD95), senescéncia (CD57+) e exaustdo (PD-1+).

Na analise das correlacdes envolvendo LTCD8+, uma das subpopulacdes de
perfil precursor (LTCD8+ naive CD28+) estava surpreendentemente correlacionada
com menores titulos de protegdo contra a Caxumba - correlacdo negativa.
Subpopulacdes que estavam correlacionadas também com menores titulos incluem:
LTCD8+ de meméoria central (TCM) com marcador de exaustdo (PD-1+), LTCD8+ de
memodria transitéria (TTM) com marcadores de exaustdo (PD-1+) e anergia (CD28-),
inclusive em LTCD8+ (TTM) recém egressos do timo (CD31+), e LTCD8+ de memoria
intermediaria (TINT) com marcadores de exaustdo (PD-1+) e anergia (CD28-).
LTCD8+ (TINT) com marcador de ativacdo celular (CCR5+) estava, entretanto,
correlacionado com maiores titulos anti-Caxumba. Quando investigadas as diferengas
de subpopulacdes de LTCD8+ nos grupos imunes a Caxumba vs. ndo imunes, as
criancas imunes ou respondedoras apresentavam menores frequéncias de LTCD8+
total. A subpopulagéo de LTCD8+ recém egressos do timo com marcador sugestivo de
apoptose (CD95+) também apresentou correlacdo negativa com titulos, assim como
subpopulac6es de memodria efetora (TEM, TINT, TTE) apresentando marcadores de
ativacdo (CD38+, HLA-DR, CCR5+). Como excecdao, observou-se que a subpopulacéo
de LTCD8+ de memoria efetora terminal (TTE) marcada com CD38+ tinha maior
frequéncia nas criancas imunes. Finalmente, marcadores de apoptose (CD95+) e
exaustao (PD-1+) em LTCD8+ efetores (TINT, TTM)- inclusive recém egressos do timo

(CD31+), tiveram menores frequéncias em imunes.
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Em resumo, para as 4 doencas imunopreveniveis aqui estudadas,
marcadores de anergia (CD28-), senescéncia (CD57+), apoptose (CD95+) e exaustao
(PD1+), em diferentes subpopulacdes de LTCD4+ e LTCD8+ estiveram, com algumas
exce¢cles, mais frequentemente relacionados com menores titulos de protecdo, e
comumente encontrados em menores frequéncias em criancas imunes. Marcadores
de ativagao celular (CD38+, CCR5+, HLA-DR+) em LTCD4+ e LTCD8+ apresentaram
um perfil mais varidvel segundo o antigeno. No caso de protecdo para a Hepatite B,
marcadores de ativacdo em LTCD4+, mas principalmente LTCD8+ precursores e
efetores frequentemente se correlacionavam de maneira positiva com titulos, e essas
subpopulagbes tinham maiores frequéncias em criangas respondedoras.
Diferentemente da Hepatite B, para a Hepatite A, subpopulagbes de LTCD8+
precursoras e efetoras com marcadores de ativacdo tiveram menores frequéncias em
criangas respondedoras, e a subpopulagdo de LTCD4+ total marcada com CD38+
teve menor frequéncia em criangas imunes. Em relacdo a Rubéola, em uma
subpopulagdo de LTCD4+ efetor com marcador de ativagédo (LTCD4+ TTE CD38+) se
correlacionava de forma positiva com titulos, e subpopulagbes efetoras de
LTCD4+(TINT, TTE) com marcadores de ativacdo eram mais frequentes em criancas
imunes; e em LTCD8+ totais, de memdria central e efetora se correlacionavam de
forma também positiva com titulos, e eram mais frequentes em criangas imunes.
Finalmente, quanto a resposta a Caxumba, em geral marcadores de ativacdo em
LTCD4+ total, naive e efetores, tinham menor frequéncia nas criangcas imunes; em
LTCD8+ uma subpopulacdo de memoria intermediéria (TINT) marcada com CCR5+
tinha correlagéo positiva com titulos, enquanto que outras subpopulacfes de LTCD8+
efetores com marcadores de ativacdo foram menos frequentes nas criangas imunes,
com excecdo de uma subpopulagéo (LTCD8+ TTE CD8+), que teve maior frequéncia

nas criancas imunes (Figura 18).
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Figura 18. Heat Map de correlagbes entre titulos de protegdo para Caxumba e

marcadores de senescéncia,

apoptose,

exaustdo, anergia

subpopulagtes de LTCD4+ e LTCD8+.
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LTCD4+ e LTCDS8+

e ativagdo nas

Treg e marcadores de senescéncia, apoptose, exaustao e ativacdo em

Com o objetivo de completar a analise do sistema imune no que tangia as

células T das criancas incluidas no estudo, foi explorado o perfil das células T

reguladoras (Treg). Ndo foi encontrada diferenca de frequéncia de Treg nos grupos

estratificados segundo a idade de inicio de TARV. Quando examinada a correlacao

entre idade de inicio de TARV e % Treg, o inicio mais precoce da TARV estava
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correlacionado com maiores frequéncias de Treg na inclusdo no estudo (correlagcéo de
Spearman, rho=-0,33; p=0,034). As frequéncias de Treg ndo foram diferentes nos
grupos de criangcas imunes e ndo imunes para cada uma das doencas estudadas
(Hepatite B, Hepatite A, Rubéola e Caxumba).

Em seguida procurou-se saber como as Treg se relacionavam com o0s
marcadores de interesse deste estudo. A Figura 19 detalha as correlacdes
estatisticamente significantes entre marcadores e %Treg. Na subpopulacdo de
LTCD4+, houve correlacdo positiva entre a %Treg e marcadores de senescéncia
(CD57+), apoptose (CD95+) e exaustdo (PD-1+) em LTCDA4+ total e efetores (TEM,
TINT), inclusive em LCD4+ total e de memoria efetora (TEM) recém egressos do timo
(CD31+). A subpopulagéo de LTCD4+ naive se correlacionou negativamente com
%Treg, porém houve correlagdo positiva entre %Treg e marcadores de ativacao
(CCR5+, HLA-DR) nesta subpopulacdo. Também houve correlagdo positiva entre
%Treg e a subpopulacdo de LTCD4+ de memoria transitoria (TTM), mas negativa
entre %Treg e a subpopulacdo de LTCD4+ de memoria intermediaria (TINT), inclusive

marcada com marcadores de exaustao (PD-1+) e anergia(CD28-).

Na subpopulacdo de LTCD8+, houve correlagdo positiva entre %Treg e
marcadores de apoptose (CD95+) e exaustdo (PD-1+) em LTCDB8+ total, inclusive em
células recém egressas do timo (CD31+), assim como entre %Treg e marcador de
apoptose (CD95+) em LTCD8+ efetores (TINT, TTE) recém egressos do timo
(CD31+). Também houve correlacdo positiva entre %Treg e subpopulacdes de
LTCD8+ de memdria central (TCM) e de memodria transitéria (TTM). Finalmente, houve

correlagdo negativa entre %Treg e LTCD8+ de memaria intermediaria (TINT).
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Figura 19. Heat Map de correlacdes estatisticamente significantes entre marcadores

de ativagdo e maturacdo de LTCD4+ e LTCD8+ e %Treg.
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5.1 TARV precoce e a preservacao de LTCD4+ e da razdo LTCD4+/LTCD8+

O objetivo deste estudo foi de explorar a idade de inicio da TARV e diferentes
desfechos relativos ao funcionamento do sistema imune de criangas perinatalmente
infectadas pelo HIV e em supressao viral. Estudos prévios ja demonstraram o efeito da
TARV iniciada mais precocemente no reestabelecimento mais expressivo de
contagens de LTCD4+ nas criangas infectadas pelo HIV “7¢, Van Dyke RB et al,
analisando dados oriundos de multiplos centros seguindo criancas infectadas pelo HIV
perinatalmente demonstraram que LTCD4+ nadir mais alto e idade mais precoce de
inicio de TARV eram preditores independentes de LTCD4+ mais altos na altura da
andlise do estudo, uma média de 11 anos apds o inicio de TARV %4, Corroborando
com a evidéncia neste sentido, dados clinicos destas duas coortes de criangas por nés
estudadas demonstraram que a TARV instituida mais precocemente preservou o pool
de LTCD4+ das criancas anos apos o inicio da terapia: a idade mais precoce de inicio
de TARV esteve correlacionada com contagens de LTCD4+ absoluto e % na inclusdo
mais altos; e criangas que iniciaram TARV antes dos 6 meses de idade apresentaram
niveis de LTCD4+ absolutos maiores quando comparadas as criangas que iniciaram
TARV entre 1 e 5 anos e apés os 5 anos de idade, denotando beneficio inclusive
guando a TARYV foi iniciada antes dos 6 meses de idade, uma janela relativamente
curta para uma intervencdo como a do inicio da TARV. Outros achados que
corroboraram com a preservacdo de LTCD4+ e sugerem uma menor deplecdo do
sistema imune associada a TARV mais precoce se referem a preservacado de Nadir de
LTCD4+ com o inicio mais precoce da TARV, também com beneficio quando a TARV

foi iniciada antes dos 6 meses de vida.

A razao LTCD4+/LTCD8+ vem sendo reconhecida como importante marcador
de progresséo da doenca pelo HIV, principalmente por estar associada, quando baixa
ou invertida (<1), a maior mortalidade e morbidade por causas ndo-AIDS %. Sainz T
et al encontraram, em grupo de criancas e adolescentes perinatalmente infectados
pelo HIV e em TARV, que a razdo LTCD4+/LTCD8+ estava inversamente associada, e
de forma independente, com as frequéncias de células T expressando marcadores de
ativacdo, senescéncia e exaustdo, e com menores frequéncias das subpopulacdes
naive em LTCD4+ e LTCD8+ 1%, Os autores concluiam sugerindo que a inverséo da
razdo LTCD4+/LTCD8+ poderia refletir um estado de ativagdo e senescéncia celular,

apesar da TARV, de supressdao viral, e de recuperagdo de LTCD4+ através da TARV,
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corroborando com achados de estudos prévios em adultos 1°61% De forma
semelhante, Alvarez et al demonstraram que a TARV ndo chegava a normalizar a
razdo LTCD4+/LTCD8+, considerando-a um indicador de progressdo da doenca .
Razdes de LTCD4+/LTCD8+ na faixa de 1,5 e 2,5 sédo consideradas normais, porém
reconhece-se que exista muita variabilidade segundo idade, etnia, sexo, entre outros
fatores °. No nosso estudo a razdo LTCD4+/LTCD8+ média de todas as criancas
incluidas foi de 1,6 (IC95% 1,3-1,8), portanto considerada normal, e em nenhum dos
grupos estratificados pela idade de inicio de TARV a razdo esteve invertida,
possivelmente confirmando o sucesso terapéutico deste grupo, porém as criancas
iniciando TARV antes dos 6 meses apresentavam razao LTCD4+/LTCD8+ mais alta
se comparada as criangas iniciando TARV entre 1 e 5 anos e ap0s os 5 anos de
idade. Adicionalmente, a idade mais precoce de inicio de TARV esteve correlacionada

com razdes LTCD4+/LTCD8+ mais altas.

5.2 TARV precoce e preservacdo da maturagdo precoce, senescéncia e
ativacdo de células T

As evidéncias disponiveis apontam para alteracdes do sistema imune no
contexto de infeccdo pelo HIV, muitas vezes subclinicas, incluindo de ativacao,
maturacdo e envelhecimento precoce de células T, apesar de TARV e supresséao viral
11 Achados indicam alteracdo na diferenciacdo das células T, em particular de
LTCD8+ 92106111-113 ' com predominio de subpopulacées de memdria efetora vs. naive
nos individuos infectados pelo HIV. Azzoni et al demonstraram, em um
desdobramento do estudo CHER "2, que avaliou e comprovou os beneficios do inicio
da TARV precoce em lactentes na Africa do Sul, que o inicio mais precoce de TARV
preservava 0 compartimento naive de LTCD8+, aproximando-os dos padrbes vistos
em lactentes ndo infectados pelo HIV (revisado em %), e o compartimento de memoéria
central de LTCD4+ ', No nosso estudo, criancas iniciando TARV antes dos 6 meses
de vida apresentavam menores frequéncias de LTCD4+ de memdria efetora (TEM) do
gue aquelas iniciando TARV entre 1 e 5 anos, ou apés os 5 anos de vida.
Adicionalmente, criancas iniciando TARV antes dos 6 meses apresentaram frequéncia
de LTCD8+ de memoria efetora terminal (TTE) mais baixa do que criangas iniciando
TARV apos os 5 anos. Tais achados sugerem que o inicio de TARV mais precoce

possa preservar subpopulacdes de LTCD4+ e LTCD8+ da diferenciacéo precoce.



Estudos prévios indicaram maior prevaléncia de fendtipo senescente e
apoptético em criangas infectadas pelo HIV, frequentemente tdo precoce quanto no
primeiro ano de vida**113115-118 Entretanto, no estudo de Tandon R et al, em LTCD8+
de criangas e adolescentes infectados pelo HIV ndo houve diferengas nas frequéncias
de marcadores classicos de imunossenescéncia com o aumento da duragdo da
infeccdo como esperado, e os autores questionam se haveriam outros marcadores
que nado os considerados classicos para imunossenescéncia (CD57+ e CD57+CD28-)
em criancas . Foldi et al encontraram que criancas infectadas pelo HIV, em particular
criancas que nao estivessem em TARV, apresentavam maiores frequéncias do
marcador inibitério PD-1+ em LTCD4+ de memoria (central e efetora), e digno de nota,
esta expressdo aumentada estava relacionada com maior progressdo da doenca
avaliada através de parametros clinicos como carga viral, totais de LTCD4+ e razéo
LTCD4+/LTCD8+ entre outros 1°,

Outro achado importante desde estudo foi o fato de que uma vez iniciada a
TARV, frequéncias de PD-1+ nos LTCD4+ de memoria diminuiam mas ndo se
normalizavam, denotando prejuizo ja estabelecido ao sistema imune. Apesar de ter
sido realizado com adultos, o estudo de Cockerham LR et al € de nosso interesse por
também ter investigado o efeito do momento de inicio de TARV (mais precoce vs.
postergada) na expressdo de PD-1: os autores estudaram a expressdo de PD-1 em
LTCD4+ e LTCD8+ em adultos durante infecgé@o recente pelo HIV, iniciando TARV até
6 meses apds o diagnostico da infeccdo pelo HIV (grupo de TARV precoce) e
iniciando TARV ap6s 2 anos de diagnéstico (grupo de TARV postergada) 2°. A
expressdo de PD-1 em todas as subpopula¢cfes de LTCD8+ e nas subpopulacdes de
TLCD4+ de memoria central e memaria efetora eram mais altas do que nos controles
durante a infeccdo recente pelo HIV, e niveis de PD-1 eram mais altos nas
subpopulagfes de LTCD4+ e LTCD8+ do grupo que iniciou TARV mais tardiamente,
porém apds 1 ano de TARV, os niveis de PD-1 haviam decaido e eram similares nos 2
grupos 12°. O estudo de Foldi et al '*® , assim como revisGes anteriores, apontaram
para o fato de que o envelhecimento precoce do sistema imune de criangas infectados
pelo HIV seria particularmente pronunciado na presenca de replicacdo viral ©.

Entretanto, Méndez-Lagares G et al, em seu estudo examinando marcadores
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de senescéncia, ativacao e proliferagcdo celular nas vérias subpopulacdes de LTCD4+
de criancas infectadas pelo HIV em TARV demonstrou aumento desses marcadores
(CD28-CD57+ para senescéncia, HLA-DR+ para ativacdo e Ki67+ para proliferacéo)
em pools de LTCD4+ total, de memodria central, efetora e efetora terminal em
comparagdo com controles saudaveis, e que nao sofreram a influéncia de replicacéo
viral 1?1, Nosso estudo procurou explorar alteracdes que persistissem a mais longo
prazo, em situacdo de TARV e supressdo viral sustentadas, e encontrou que
frequentemente o0s grupos de criancas iniciando TARV mais precocemente
apresentavam menores frequéncias de marcadores de senescéncia (CD57+),
apoptose (CD95+), exaustdo (PD-1+) e anergia (CD28-), em vérias subpopula¢des de
LTCD4+ e LTCD8+. De forma analoga, a menor idade de inicio de TARV nas criancas
incluidas neste estudo esteve também frequentemente correlacionada com menores
frequéncias de tais marcadores. Digno de nota, tais alteracdes e diferengas entre os
grupos persistiram anos apoés a instituicdo da TARV, diferentemente do observado no

estudo de Cockerham LR et al, e mesmo em situagdo de supressao viral.

Assim como nos adultos, nas criancas a ativacao celular é caracteristica da
infeccdo cronica pelo HIV e esta intimamente ligada a progressao da doenca.
Prendergast et al encontraram maiores frequéncias de LTCD8+ marcados com CD38+
e HLA-DR+ em criancas infectadas com HIV sem TARV no momento da inclusédo no
estudo, se comparadas a controles HIV negativos, marcadores estes sem relagdo com
a carga viral dos pacientes, mas sim com o marcador de exaustdo PD-1 em LTCD8+
122 paul ME et al encontraram que 0s progressores lentos, em comparagdo com as
demais criancas infectadas pelo HIV, apresentavam nos primeiros 2 meses de vida
porcentagens de LTCD4+ mais elevadas, niveis mais baixos de carga viral, valores
mais baixos de LTCD8 +, e menores porcentagens de LTCD8+ ativados (HLA-DR+),
gue por sua vez constituiam o melhor fator preditivo de progressdo da doenca aos 2

meses de idade: quanto mais baixa a sua frequéncia, menor a progressao da doenca
36

A instituicdo da TARV é capaz de alterar os padrbées de ativacao celular e
muitas vezes aproxima-los dos padrdes dos individuos néo infectados pelo HIV. Com
0 objetivo de examinar como a TARV alterava a homeostase das subpopulacdes
linfocitarias e os padrdes de ativagdo celular em criangas infectadas pelo HIV, um
estudo comparou 41 criancas infectadas pelo HIV em S&o Paulo, em TARV com
melhor ou pior resposta, medida através da carga viral, entre si e com um grupo

controle de 20 criancas nao infectadas. Niveis mais elevados de ativacao celular de
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LTCD8+, medida através da intensidade da expressdo de CD38+, foram encontrados
em criancas infectadas pelo HIV, especialmente no grupo de pior supressédo viral %,
De forma semelhante, Alvarez et al demonstraram que o TARV em criancgas infectadas
pelo HIV perinatalmente melhorava rapidamente os padrfes de ativacdo de LTCD4+ e
LTCD8+ (CD38+HLA-DR+) 1% e Azzoni et al demonstraram que lactentes que
iniciaram a TARV mais precocemente (média de idade de inicio = 54 dias de vida)
apresentavam menor frequéncia de LTCD8+ ativado (pela expresséo de HLA-DR+ e
CD95+) quando comparados a lactentes com inicio de TARV postergada (média de
inicio: 220 dias de vida) 4. Tal estudo, de Azzoni L et al, porém, avaliou os beneficios
descritos nas criangas ao completar 1 ano de idade, portanto no inicio da TARV, fosse
precoce ou postergada. Nosso estudo entretanto teve a possibilidade de explorar os
beneficios da TARV mais a longo prazo, j4 que as criangas tinham uma média de 9
anos de TARV na altura da inclusdo, e encontrou que os marcadores classicos de
ativagdo (HLA-DR+, CCR5+ e CD38+) eram menos frequentes em diversas
subpopulagbes de LTCD4+ e LTCD8+ nos grupos de criangas iniciando TARV mais
precocemente, em especial antes dos 6 meses de idade.

Em pacientes infectados pelo HIV a fungdo do timo em produzir LTCD4+
naive é fundamental para a manutencao e recuperacdo da capacidade do sistema
imune em continuar a responder a estimulos 123, Tal producgédo é estimada a partir da
pesquisa de LTCD4+ recém egressos do timo (marcados com CD31+) , que se
reduzem durante a infeccdo pelo HIV mas séo restaurados com o inicio da TARV 14,
Rakhour et al examinaram se as frequéncias dessas células em criangas infectadas
pelo HIV de forma perinatal poderiam ser utilizadas para prever a progressao da
doenca pelo HIV. Seus resultados incluiram o achado de que uma frequéncia de
LTCD4+ de células recém egressas do timo (CD31+) inferior a 50% era preditora de
deterioracdo do sistema imune '?*. Em nosso estudo participantes apresentaram
frequéncias de LTCD4+ total e naive marcados com CD31+ ao redor de 50% e 73%
respectivamente, sem diferenca entre 0os grupos de criancas iniciando TARV em
idades diferentes. Adicionalmente, consideramos que a frequéncia aumentada de
marcadores de ativacdo e exaustdo celular inclusive em LTCD4+ ou LTCD8+ recém
egressos do timo (CD31+) sup6e um comprometimento precoce de células T, visto de

forma mais frequente nas criangas iniciando TARV mais tardiamente.
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5.3 TARV precoce e resposta a vacinacao

A vacinacdo de criancas infectadas pelo HIV é uma das estratégias mais
importantes para a prevencao de outras doencas infecciosas, porém tera sua eficacia
prejudicada se o sistema imune da crianca ndo for capaz de desenvolver uma
resposta adequada. Fatores que influenciam a capacidade de resposta a vacinacao
nestas criancas no que se refere aos compartimentos de células T e B se referem a
reconstituicdo imune da crianga poés inicio da TARV, tanto qualitativa e quanto
quantitativamente, e séo influenciados pela idade de inicio da TARV entre outro
fatores: criancas que iniciam TARV mais precocemente tem uma melhor resposta a
vacinacao, contudo podem apresentar uma resposta imune comprometida (revisado
em &%), Nas criangas incluidas no nosso estudo, a TARV instituida mais precocemente
pode ter desencadeado beneficio na resposta as vacinas estudadas particularmente
para a Caxumba (maiores titulos e maior percentual de protegidos) e a Rubéola
(maiores titulos); porém tendéncias de maiores titulos e maiores proporgdes de
protegidos relacionadas com idade de TARV mais precoce foram vistas para 0s

demais antigenos, mesmo que sem significancia estatistica.

No nosso estudo encontramos uma imunidade variavel conforme o antigeno
apos vacinacdo de rotina das criancas: a Caxumba teve a menor propor¢cdo de
protegidos (44%) enquanto que 80% das criangas estavam protegidas contra a
Hepatite A, um pouco abaixo de dados da literatura que descrevem boa resposta de
criangas infectadas pelo HIV a vacinagéo contra a Hepatite A, variando de 85 a 100%
(revisado por %5, Crisinel PA et al também encontraram percentuais altos de protecédo
para a Hepatite A em criancas infectadas pelo HIV, porém estas apresentavam titulos
mais baixos que criancas saudaveis, sugerindo uma menor duracdo da protecdo 1%,
Zaccarelli-Filho et al ao investigar resposta a vacinacao de rotina para Difteria, Tétano,
Sarampo, Rubéola e Hepatite B em criancas infectadas pelo HIV em TARV, porém
com supressao viral variavel, encontraram titulos relativamente baixos de resposta
para Rubéola, variando de 27% nas criangas em faléncia de tratamento até 66% nas
criancas com resposta a TARV parcial %2, Curiosamente, criancas em sucesso
terapéutico apresentavam percentual de protegidos (43%) menor do que no grupo das
criancas que respondiam parcialmente ao tratamento. No nosso estudo 57% das

criancas em geral estavam protegidas para
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a Rubéola, variando de 41% nas criancas iniciando TARV entre 1 e 5 anos, a 82%
nas criangas iniciando TARV antes dos 6 meses. O estudo de Zaccarelli-Filho et al
encontrou percentuais de protecdo adequados para Hepatite B (variando nos grupos
conforme a supresséao viral entre 91% e 100%), sem diferenca entre pacientes em
supressdo viral ou ndo %, e proximos dos niveis esperados para criangcas nado
infectadas pelo HIV: estima-se que uma série de 3 doses da vacina da Hepatite B
induza protecdo em mais de 95% das criancas saudaveis '%. Abramczuk BM et al
investigaram também reposta a vacinacdo contra Difteria, Tétano e Hepatite B, e de
forma semelhante ao que encontraram Zaccarelli-Filho et al , no seu estudo criancas
infectadas pelo HIV apresentavam boa resposta contra a Hepatite B, porém respostas
menos adequadas a Difteria e Tétano ?’. No nosso estudo entretanto os niveis de
protecdo para a Hepatite B foram mais baixos do que os encontrados em ambos
estudos: 64% nas criangas em geral, chegando a 55% no grupo das criangas iniciando
TARV entre 1 e 5 anos. Siberry et al investigaram também a resposta de criangas
vivendo com HIV a vacina MMR anos apés o0 esquema vacinal e encontraram
prevaléncias de soroprote¢cdo mais baixas do que nos controles: 57% para sarampo,
65% para rubéola e 59% para caxumba 3. Digno de nota, entre outros fatores como
indices mais altos de LTCD4+ e mais baixos de carga viral, o inicio de TARV mais
precoce e 0 numero de doses recebidas apds o estabelecimento de TARV por no
minimo trés meses foram importantes preditores de soroprotecdo . Lima M et al
estudaram a resposta contra a rubéola de criangas infectadas perinatalmente pelo HIV
a vacina MMR dada aos 15 meses de idade, até 3 meses poOs vacinacdo, e
encontraram que a resposta variava conforme a classificacdo de gravidade da doenca
pelo HIV, passando de 62% nas criangas com comprometimento do sistema imune
moderado a grave, até 100% nas criancas sem comprometimento na altura da
vacinacdo 1?8, No nosso estudo as proporcdes de protecdo as doencas estudadas
podem ser mais baixas que o esperado por conta do em geral longo intervalo entre a

vacinacao de rotina e a incluséo no estudo.

Nosso estudo teve como um de seus objetivos examinar a homeostase de
LTCD4+ e LTCD8+, e a relacdo entre marcadores de ativacdo, senescéncia e
exaustdo celular e resposta vacinal. Milagres LG et al demonstraram em estudo
explorando a resposta de criancas infectadas pelo HIV a vacina conjugada de
meningococo C, que criangas que nao responderam bem a vacinacdo apresentavam
maior expressdo de CD38+ e HLA-DR+ em LTCD4+, e menor frequéncia de linfocitos

T reguladores (Treg), quando comparadas a criangas que apresentaram resposta
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satisfatéria a vacina '*. De forma semelhante, del Pozo Balado Mdel M et al
encontraram que a maior frequéncia de Treg em adultos infectados pelo HIV estava
associada a menores titulos de protecdo para a Hepatite B '*°. No nosso estudo as
frequéncias de Treg n&o eram diferentes entre as criangas imunes ou ndo imunes para
0s quatro antigenos: Hepatite A, Hepatite B, Rubéola e Caxumba. Milagres LG et al
exploraram em estudo subsequente a resposta a vacina conjugada de meningococo C
em criancas infectadas pelo HIV e encontraram que criangas que responderam bem a
vacinacao apresentavam maiores frequéncias de LTCD4+ em estdgios de menor
diferenciacdo (naive e TCM) em comparagdo as criancas que nao responderam
bem®!. De forma semelhante, no nosso estudo a subpopulacdo de LTCD4+ naive
apareceu correlacionada de forma positiva com titulos para a Rubéola, e criancas
imunes a apresentavam em maior frequéncia se comparadas as ndo imunes. Para as
outras vacinas ndo houve diferenga significante entre imunes e ndo imunes no que
tangia ao compartimento de LTCD4+ naive. Também de maneira analoga, no nosso
estudo a subpopulagdo de LTCD4+ de memoria efetora (TEM) teve correlacdo
negativa com titulos para a Rubéola, e menor frequéncia em imunes vs. ndo imunes.
Diferente do encontrado por Milagres LG et al em relagdo a protecdo contra o
meningococo C !, porém, no nosso estudo também a subpopulagdo de memoria
central (TCM) teve correlacdo negativa com titulos para a Rubéola, e menores
frequéncias em imunes vs. ndo imunes. Esta diferenca pode ser explicada porém pela
diferenca no intervalo da avaliacdo pds vacinagdo: no nosso estudo a avaliacdo dos
marcadores de ativacdo e maturacdo se deu varios anos apos a vacinacao de rotina
das criancas, enquanto que nos estudos de resposta a vacina contra o0 meningococo C
aqui descritos, a avaliagdo da resposta se deu em um curto intervalo pés vacinagao.
Ao longo do tempo as subpopulacdes de LTCD4+ e LTCD8+ das criancas incluidas
provavelmente sofreram as alteracfes esperadas por conta da infeccdo pelo HIV,
tendéncia provavelmente amenizada por conta da TARV instituida nestas criancgas,
mas também por conta da idade, com perda progressiva dos compartimentos menos

diferenciados em detrimento dos mais diferenciados (revisado em °4).

Ainda sobre este estudo de Milagres LG et al '3, e diferentemente dos
resultados do estudo anterior do mesmo grupo ?°, o grupo de respondedores a vacina
apresentava frequéncias aumentadas de marcadores de ativacéo celular em algumas
subpopulacdes de LTCD4+ e LTCD8+ 3, Os autores discutem que a ativacéo celular
nas subpopulacdes linfocitarias deveria ser heterogénea, e sugerem que a ativacao de

populagbes menos diferenciadas, como observado no nosso estudo
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em algumas situagbes, provavelmente teria um impacto maior por exemplo na
resposta a vacinas *!. No nosso estudo portanto, e de forma semelhante, marcadores
classicos de ativagdo celular (HLA-DR, CCR5+, CD38+) tiveram uma relacdo
ambivalente com a resposta vacinal, ora se relacionando com melhor, ora com pior
resposta. Por exemplo a subpopulacdo de LTCD8+ de memdria efetora (TEM) com
marcadores de ativacdo (CD38+ CCR5+) apresentou correlagdo negativa com titulos
para Hepatite A e menores frequéncias em imunes tanto para Hepatite A quando para
Caxumba, enquanto que LTCD8+ totais, de memdria central e efetora (TINT, TTM),
com marcadores de ativacdo (CD38+, CCR5+, HLA-DR+), foram encontradas em
maiores frequéncias em imunes para a Rubéola. A frequéncia dos marcadores de
senescéncia (CD57+), anergia (CD28-), apoptose (CD95+) e exaustdo (PD-1+) porém,
em diversas subpopulacdes de LTCD4+ e LTCD8+, mais consistentemente se

associaram a pior resposta as vacinas aqui estudadas.

Ainda em relagéo a resposta a vacina conjugada meningococo C, AC Frota
et al examinaram a relacdo da carga viral com resposta vacinal, e encontraram que a
manutenc¢do da carga viral indetectavel, independentemente dos niveis de LTCD4+ a
entrada do estudo, estava associada a melhor resposta vacinal *2. No nosso estudo,
como avaliamos a resposta a vacinacdo de rotina para doencas selecionadas, ndo
sabemos as condi¢cdes de carga viral e niveis de LTCD4+ na altura da vacinagao, o
que provavelmente alteraria a resposta as vacinas estudadas, mas examinando-se
as médias de idade na ultima dose das vacinas de Hepatite A, Hepatite B e
Triplice/Tetra viral e a média de idade de inicio de TARV nos grupos, pode-se inferir
que na maioria dos casos no minimo a ultima dose das vacinas foi administrada em
vigéncia de TARV. Provavelmente os progressores lentos desta coorte configuram
excegao ja que possivelmente iniciaram TARV em idade mais avangada daquela de

aplicacdo da ultima dose das vacinas.

5.4 Células T reguladoras (Treg) e marcadores de ativacdo, maturacao e
exaustéao celular

Células T reguladoras (Tregs) sdo extremamente importantes no
funcionamento do sistema imune no que tange a manutengdo da auto-tolerancia e ao
controle de doencgas auto imunes, podendo inclusive estar associadas a nao infeccao

HIV, i.e., a protecdo de individuos expostos, através da manutencdo de
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menor ativagao celular, por exemplo em profissionais do sexo estudadas no Quénia, e
mesmo contribuindo para a néo transmisséo perinatal do HIV 33135 Tregs expressam
niveis altos de CD25 (cadeia do receptor de IL-2) e do fator nuclear de transcricdo P3
(FoxP3), e baixos niveis de CD127 **138, No nosso estudo as Treg foram marcadas
como LTCD4+ CD25high CD127low FOXP3+, como descrito previamente na literatura
139 No contexto da infeccdo pelo HIV, os linfécitos Treg poderiam exercer papéis
conflitantes tanto no sentido de conter a ativagdo celular associada a infeccao pelo
HIV quanto no sentido de diminuir a resposta imune contra o HIV, portanto de forma
prejudicial ao sistema imune, dependendo do momento da infec¢do/ progressao da
doenca (revisado em 4%). Porém de forma geral a expanséo de linfécitos Treg parece
estar associada a ativagao celular em especial durante a infeccdo cronica na auséncia
de TARV e a contagens mais baixas de LTCD4+ 49, Estudos apontam para o fato que
pacientes que ndo apresentam recuperacdo adequada de LTCD4+ apds inicio de
TARYV apresentam perfil de maior ativagéo celular, de imunossenescéncia, apoptose e
exaustdo, além de apresentarem um perfil de maturacdo de LTCDA4+ alterado no
sentido de apresentarem menos subpopulacdes naive e acumulo de células altamente
diferenciadas, maiores frequéncias de linfécitos T regulatérios (Treg), e expressdo
alterada de biomarcadores sollveis; padrdes alguns dos quais poderiam inclusive
estar presentes mesmo antes do inicio da TARV 4!, A terapia antirretroviral porém em
individuos com supressao viral bem sucedida parece diminuir e praticamente
normalizar as frequéncias de linfécitos Treg, e nesses casos parece se relacionar
inversamente com ativacéo celular residual *°. No nosso estudo a expansédo de Treg
associou-se a marcadores de maturac@o e senescéncia de linfocitos, apesar da TARV
de sucesso, e de contagens de LTCD4+ mais altas. De forma semelhante, Khaitan et
al defenderam a identificacdo de Tregs em criancas através da marcacao
concomitante de FoxP3 e Helios em estudo que demonstrou aumento da frequéncia
de Tregs em criancas infectadas pelo HIV independentemente de TARYV, e progresséo
maior da doenca pelo HIV acompanhando a expansdo de Treg 2. Outro achado
relevante de Khaitan et al.,, também de forma semelhante aos achados do nosso
estudo, foi o fato de o aumento de Tregs estar associado a marcadores de ativacéo e
exaustdo em LTCD4+ de meméria (CD38+, Ki67+ e PD-1+) 142,

Prendergast et al encontraram menores frequéncias de células Treg em
criangas infectadas pelo HIV sem TARV do que nos controles HIV negativos, e uma

tendéncia de  associagdo inversa entre  frequéncia de Tregs e
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ativacdo de LTCD8+ %2, De forma oposta, Cobos Jiménez V et al encontraram que
pacientes infectados pelo HIV apresentavam uma maior percentagem de Tregs,
comparados a controles HIV negativos #3. Maiores frequéncias de Tregs se
correlacionavam de forma positiva com percentuais de LTCD4+ ativados
(CD4+CD38+HLA-DR+) mas ndo com percentuais de LTCD8+ ativados
(CD8+CD38+HLA-DR+), diferentemente dos achados de Prendergast et al 22, Nos
controles as frequéncias de Tregs se associaram negativamente com idade 43,
Freguja et al ,encontraram que as propor¢cdes de Treg de criancas infectadas pelo HIV
tinham correlacdo positiva com niveis de LTCD8+ e LTCD8+ ativados (marcados com
CD38+), e negativa com niveis de LTCD4+ 44, Além disso, niveis de LTCD8+CD38+ e
de Tregs aumentavam conforme aumentasse a viremia dos pacientes. NO nosso
estudo a frequéncia de Treg frequentemente se correlacionou de forma positiva com
marcadores de apoptose (CD95+), exaustdo (PD-1) e senescéncia (CD57+), em
particular em LTCD4+ e LTCD8+ efetores, sugerindo que este estado de maturagao
precoce de células T acabaria por recrutar mais linfécitos Treg, na tentativa de diminuir

este estado de inflamag&o/maturagéo.

5.5 LimitacOes

Sao varias as limitacdes deste estudo. Em primeiro lugar, tratou-se de um
estudo transversal. Estudos longitudinais seriam mais eficientes na tentativa de
estabelecer relacdes entre idade de inicio de TARV e os desfechos de interesse como
ativacdo e maturacdo celular precoce, e reposta vacinal. O grupo de criancas
estudado era composto de criancas de diferentes histéricos clinicos no que tangia a
evolucdo da doenca e ao momento de inicio de TARV, tornando-o bastante
heterogéneo. No sentido de mitigar os efeitos dessa heterogeneidade, como critérios
de inclusdo estabelecemos a carga viral indetectavel, e a TARV instituida ha no
minimo 6 meses. Finalmente, o tamanho amostral foi pequeno para analises
estatisticas mais elaboradas e de maior poder, porém reflete a atual situagéo
epidemioldgica do HIV pediatrico no Brasil, em que h4 menos casos novos de criangas

infectadas pelo HIV.



6. Conclusoes
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Os resultados deste estudo demonstraram que, em criancas infectadas
perinatalmente pelo HIV, houve beneficio da idade de inicio de TARV mais precoce ha
preservacdo do sistema imune, medido primeiramente através de contagem de
LTCD4+ na inclusdo no estudo assim como de LTCD4+ Nadir. O inicio da TARV
precoce também preservou subpopulacbes de LTCD4+ e LTCD8+ de um perfil
fenotipico de diferenciacdo precoce, do envelhecimento e exaustdo celular. Estes
achados tém implicacéo pratica, como por exemplo no que tange a resposta imune a
vacinas rotineiramente aplicadas na infancia. Neste estudo o beneficio da TARV mais
precoce foi mais claro na avaliacdo da resposta imune a Caxumba e a Rubéola. Em
conclusdo, a preservacdo do sistema imune associada ao inicio mais precoce da
TARV pode ser mensurada através de parametros imunes assim como de

soroconversao vacinal.
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SA0 PAULO, DD de Fevereiro de 2018

Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
{Coordenador)

Endersgo: Rua Ovidio Pires ge Campos, 225 5° andar

Babrro:  Cerquelra Cesar CEP: [5.403-010
UF: =0 Municiplo:  SAD PAULD
Telsfone: [11)2651-T555 Fam: [11)2661-T565 E-mall: cappesq.admihe.fm.usp.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituigdo Coparticipante
DADODS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Resposta imunoldgica e imunossenescéncia em criangas infectadas pele HIV e idade
de inicio de tratamento antirretroviral [TARW)
Pesquisador: Esper Georges Kallas
Area Tematica:
Versdo: 1
CAAE: 35523414.9.3001.0081
Instituigdo Proponente: HOSPITAL DAS CLIMICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAUS P

Patrocinador Principal: Financiamento Prépric
DADDS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.173.276
Data da Relatoria: 13012015

Apresentagio do Projeto:

De forma geral, como consequéncia da diminuigdo da incidéncia de novos casos de infecgio pelo HIV em
criangas e diminuigdo da mortalidade e aumento da sobrevida de criangas recebendo TARV, servigos
voltados para criangas vivendo com o HIV ne mundo e no Brasil tém oferecido cuidados a pacientes
infectados por via vertical pelo HIV chegande & adolescéncia e 3 vida adulta. Ao mesmao tempo, vem sendo
despertado interesse para compreender melhor os efeitos do TARVY instituide mais precocements nas
Criangas na recuperacio do sistema imune e na resposta s vacinas normais da infincia, na formagie de
reservatorios latentes, na ativagdo e no envelhecimento celular.

Trata-se de um estudo transwversal, exploratério, de marcadores da respesta imunolégica,
imunossenescéncia e ativagio celular numa subpopulagdo do total de pacientes em cuidado (criangas e
adolescentes <18 anos) recebendo TARW com sucesso, tendo iniciado TARVY em diferentes idades e com
diferentes graus de imunossupress3o, a partir de 2002, Entre os pacientes sexualments ativos, a
prevaléncia de DSTs mais prevalentes no nosso contexto, assim como a relagic com comportamento
sexual (de risco ow ndc), & marcadores de ativagio celular.

Hipétese:

A hipotese do objetivo principal deste estude & de gue a idade de inicio do TARW em criangas,

Enderego:  Awenida Dv. Armalda 165

Balrro:  Carguelra Casar CEP. [1.246-900
UF: = Municiplo: SAD PALULD
Telelong: [11)3696-1408 Fam: [11)3555-1406 E-mall: comitzeticabemilonoas.sp.gov.or
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quando se compara o inicio de TARV mais precoce vs. mais tardio, altera (ou modifica) padrées de resposta
e envelhecimento imunolégicos dos pacientes, ou padries de ativagdo celular.

Critéric de Incluso:

s pacientes a serem incluidos neste estudo exploratoric deverdo preencher os seguintes critérios de
inclus3o: - Idade inferior @ 18 anos » Infecgdo confirmada pelo HIV (perinatal) - Em TARV ha mais de seis
meses, iniciado a partir de 2000 « Carga viral (CV) indetectavel no Gitime controle =

Faciente e familiar concordam com a participagio no estudo segundo termos de assentimento da crianga e
consentimento do familiar

Critério de Exclusia:

Os pacientes a serem incluidos neste estudo exploratorio ndo poderio dever3o preencher nenhum dos
seguintes critérios de exclusio: - ldade superior a 18 anos » Infeccdo confirmada pelo HIV de transmisso
nio perinatal = N3o em TARV, ou em TARV ha menos de seis meses, ou TARV

iniciade antes de 2000 - Carga viral {(CV) detectavel no ultimo controle - Paciente efou familiar que ndo
concorde com a participagdo no estudo «

Faciente com neoplasia (excetn carcinoma espineocelular ou basocelular) » Paciente em uso de medicagio
imunossupressora.

Desfecho Primario:

Os desfechos primarios serdo: o Ativagdo celular: porcentagem de linfocitos T CD4+ ou CD8+ expressanda
concomitante marcadores para CD3E e

HLA-DR. o Imunossenescéncia: comprimento de teldmeros, atividade da telomerase e porcentagem de
linfocites T CD4+ ou CDE+ expressando marcador para CD57. o Resposta imune: o desenvolvimento de
protecio imunclaogica frente 3 vacina da Hepatite B serd medida nos pacientes vacinados; criangas ou
adultos jovens apresentande niveis de anticorpos Anti-HBs superiores a 10,0 mUlimL serdo considerados
imunizadas, ou

seja, representario casos de boa resposta imunitaria.

Desfecho Secundario:

s desfechos secundarios serdo: a. Marcaderes sorclogicos para: o Hepatite B o Herpes 2 o Sifilis o
Gonorreia b, Valor do score de risco para DSTs; ¢. Estaturalldade (£ score) & IMClidade (Z score); d.
Adequagdo do DMPM para idade; e. Classificagic de Tanner; f. Proporgio de pacientes com polimarfisma
CCRS532.

Objetive da Pesquisa:

Chjetive Primario:

Este estudo visa explorar, em criangas e adolescentes infectados pelo HIV por via vertical, em

Endersgo. Avenida Ov. Armaldo 165

Balrro: Cergueira César CEP: [1.245-900
UF: =2 Municiplo:  SAD PAULD
Telsfonge:  [11)3696-1406 Fax: (11)3555-1406 E-mall: comitzelicafemilonnas.sp.gov.or
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tratamento antiretroviral & com boa resposta

virclagica, o impacto da idade de inicie do tratamento antirretroviral nos padries de resposta imunologica,
imunossenescéncia precoce e ativagio celular.

Definigdes: Tratamento antirretroviral com boa resposta virclogica sera definido como pacientes em
trataments ha pele menos seis meses e apresentando carga viral indetectavel.

Objetive Secundario:

Determinar, na mesma coorte de criangas e adolescentes infectados pelo HIV por via vertical: a. A
prevaléncia de determinadas DSTs nos adolescentes sexualmente ativos, assim como quais variaveis
consideradas comeo possiveis fatores de risco esto associados a elas:b. Avaliar a distribuigdo de um score
de risco para DSTs nessa populagio & sua associagio com presenga ou nio de diferentes DS Ts;c. Avaliar
associagdo dos padries encontrados de ativagio celular com presenca ou ndo de diferentes D3Tsd. O
impacte da idade de inicio do tratamento antiretroviral em

parametros de crescimentoce. O impacto da idade de inicio do tratamento antirmetroviral no desenvolvimento
neuropsicomator;f. O impacte da idade

de inicio do tratamento antiretroviral na maturagdo sexual,g. A proporgio de pacientes com polimarfismo
em CCRS (presenca da delegio CCR532).h. A associagio dos pardmetros de progressio da doenga e
palimorfismo em CCRE.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos relacionados a coleta de exames e confidencialidade.

Mio ha beneficios direto ao paricipante.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante para o conhecimento da resposta imunologica e da imunossenescéncia de criangas
vivendao com o HIV.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio cbrigatdria:

Termaos adequades, TCLE claro.

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:
Estudo aprovado.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Endersgo: Avenida Dr. Armaldo 165

Balrro:  Cergueira César CEP: 01.246-900
UF: =2 Municiplo:  SAD PAULD
Telsfone:  [11)3696-1408 Fax: (11)3555-1406 E-mall: comitzeticaemilonnas sp.gov.br
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Mecessita Apreciagio da CONEP:

Mac

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O pesquisador devera enfregar uma copia do Parecer de Aprovagdo do CEP & Segdo de Pesquisa e
Trabalhos Cientificos da Divisdo Cientifica e aguardar o documento denominado "Autorizagdo Fara o
Inicicdo Estuda".

O pesquisader principal fica informado de apresentar a este CEP os relatérios parciais & o final do

estudo,conforme prevé a Resolugdo CNS n® 465/2012.

SAQ PAULO, 06 de Agosto de 2015

Assinado por:
TAMARA NEWMAN LOBATO SOUZA

{Coordenador)
Enderego: Avenida Dr. Armaldo 1685
Balrro:  Cerguelrs Casar CEP: [01.245-900
UF: =8 Municiplo:  SA0 PAULD
Tedefone: [11}3B96-1406 Fax: (11)3555-1406 E-mall: comiteeticafi=milonbas spogov.br
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO - HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

I- DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL
NOME DO

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2.......oonmnrssinnsnsisssssssssans SEX0: M
O rF 0O

DATA

(0120 S TELEFONE (DDD):
N P,

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2:......orereeereereemnereessesseeenas SEXO: M
O F O

DATA

(0150 S TELEFONE (DDD):
N O

II- DADOS SOBRE A PESQUISA
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TITULO: “RESPOSTA IMUNOLOGICA E IMUNOSSENESCENCIA EM CRIANCAS INFECTADAS
PELO HIV E IDADE DE INICIO DE TRATAMENTO ANTIRETROVIRAL (TARV)”

PESQUISADOR: Prof. Dr. Esper G. Kallas

CARGO/FUNCAO: Médico - Pesquisador INSC. CONSELHO REGIONAL N¢: CRM 67395
PESQUISADOR EXECUTANTE: Dra. Beatriz Thome

CARGO/FUNCAO: Médico - Pesquisador INSC. CONSELHO REGIONAL N¢: CRM 103951
UNIDADE DO INSTITUTO DE INFECTOLOGIA EMILIO RIBAS: Ambulatério de Pediatria

UNIDADE DO HCFMUSP: LIM 60 - Disciplina de Imunopatologia e Alergia - Departamento
de Clinica Médica

AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO [ RISCO BAIXO X RISCO MEDIO [ RISCO MAIOR
|

DURACAO DA PESQUISA: 3 anos
ESCLARECIMENTOS SOBRE A PESQUISA:

1) Desenho do estudo e objetivo: Vocé/seu filho estd sendo convidado a participar deste estudo, cujo
objetivo é o de conhecer melhor o efeito da idade de inicio do tratamento antirretroviral (TARV) no
funcionamento das células de defesa do organismo humano (sistema imunoldgico), assim como no
crescimento e no desenvolvimento das criangas. Para isso, esse estudo pretende observar em
laboratodrio, de que forma as células de defesa do organismo se comportam quando o individuo esta em
tratamento antirretroviral. Outros objetivos deste estudo sdao o de conhecer melhor o comportamento
sexual daqueles pacientes com vida sexual ativa, determinar a proporgdo de pacientes com outras
doencas sexualmente transmissiveis (DSTs), e os principais fatores que aumentam o risco para contrai-
las. Serdo estudadas, principalmente, as células de defesa chamadas Células T e algumas partes destas
células T (partes que também ajudam na defesa do organismo), chamadas HLA. A parte clinica deste
estudo servird para coletar amostras e informagdes sobre o histérico vacinal, o tratamento e a saude
dos pacientes, e o comportamento sexual quando adequado. Participardo deste estudo um grupo de
pessoas voluntarias, formado por criangas e adolescentes (de 0 a 18 anos incompletos) em tratamento
antirretroviral ha mais de seis meses e carga viral (CV) indetectavel.

2) Procedimentos: Apds a assinatura deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido em duas vias
(uma serd entregue a vocé e a outra ficara nos arquivos do estudo), os procedimentos da pesquisa
incluirdo: coleta de sangue para exames laboratoriais (para hemograma, biquimica, analise das células
de defesa), entrevista com o médico do estudo, e coleta de informagdes médicas. Amostras de sangue
de 50 mL para adolescentes e criangas maiores (que corresponde aproximadamente a 3% colher de
sopa) e 2-5 mL (que corresponde a 1 colher de chd) para bebés e criangas menores, segundo o peso,
serdo coletadas no dia da inclusdo. A retirada do sangue serd feita por uma agulha esterilizada
descartavel, que sera introduzida na veia do braco (procedimento rotineiro). Eventualmente vocé/seu
filho sera convidado para responder a um questionario individualmente (auto administrado) que tratara
do seu comportamento sexual/do seu filho. Se vocé/seu filho aceitar responder o questionario,
vocé/seu filho ndo respondera as perguntas que o deixarem desconfortavel. Informacdes sobre a sua
saude/de seu filho e o seu tratamento/de seu filho serdo coletadas de seus registros médicos.
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3) Desconfortos e riscos esperados: Os riscos relacionados a participagdo sdo minimos. Algumas pessoas
referem dor no local da pung¢do venosa e sensa¢do de desmaio e raramente ocorrem complicagdes
como formagdo de hematomas ou infecg¢Ges locais. Algumas pessoas podem se sentir desconfortaveis
ao discutir questdes relacionadas a sua vida sexual.

4) Beneficios para o participante: Este é um estudo experimental, que avaliara a relagdo entre inicio do
TARV e o sistema imunoldgico, assim como possiveis fatores de risco para DSTs, portanto, ndo ha
beneficio direto para vocé/seu filho durante o desenvolvimento do estudo.

5) Direitos e garantias:

- Garantia de acesso: Em qualquer etapa do estudo, vocé/seu filho tem total liberdade de questionar os
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de duvidas sobre o estudo. O principal
investigador é o Dr. Esper G. Kallds, que pode ser encontrado no enderecgo: Av. Dr. Arnaldo, 455 — 3¢
andar — sala 3205, telefone(s) 3061-8314 ou 3061-8395. O pesquisador executante é a Dr. Beatriz
Thome, que pode ser encontrada no telefone 38855313. Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida
sobre a ética da pesquisa, poderd entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) —
Comissdo de Andlise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas (CAPPesq) - Rua Ovidio Pires de
Campos, 225 — 52 andar — tel: 2661-6442 ramais 16, 17 ou 20, FAX: 2661-6442 ramal 26 — E-mail:
cappesg@hcnet.usp.br. Poderd entrar em contato também com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Instituto de Infectologia Emilio Ribas no telefone: (11) 3896-1406, ou Email:
comiteetica@emilioribas.sp.gov.br.

- Garantia de liberdade: Vocé/seu filho tem a liberdade de retirar o consentimento/assentimento e
deixar de participar do estudo a qualquer momento, sem que isto acarrete qualquer prejuizo no seu
atendimento clinico, laboratorial, ou continuidade de seu tratamento na Instituicio/de seu filho. Neste
caso, todo sangue coletado sera descartado.

- Direito de confidencialidade: Todo o possivel sera feito para assegurar que as informacdes
pessoais registradas no prontuario médico sejam mantidas em privacidade; respostas as perguntas,
registros e amostras coletadas para exames laboratoriais vdo ser manejados com o maximo de
privacidade. O seu nome/de seu filho nao vai aparecer nos questionarios respondidos nem nas
amostras de sangue. Informagdes pessoais serdo fornecidas se requerido por lei. Se as informacgoes
deste estudo forem publicadas ou apresentadas em encontros cientificos, o seu nome/de seu filho
ou outras informacdes pessoais ndo serdo usados. O seu nome/de seu filho nao aparecera em
nenhum relatério publicado sobre os resultados desta pesquisa.

- Direito de atualizacdo: O voluntario tem o direito garantido de saber sobre os resultados parcial
ou total de conhecimento dos pesquisadores.

- Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta pesquisa:
E garantido que os dados obtidos neste estudo, bem como todo o material armazenado, sé serdo
utilizados em outras pesquisas com a permissao do voluntario.

- Direito a Assisténcia e Indenizagdo: Caso vocé/seu filho venha a sofrer qualquer tipo de dano
previsto ou ndo no termo de consentimento e resultante de sua participagdo no protocolo, vocé/seu
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filho tera direito a assisténcia integral e direito a indenizagiao assumidos pelo pesquisador, pela
instituicdo e pelo patrocinador da pesquisa.

- Suspensio do Estudo Imediata: A pesquisa serd suspensa imediatamente caso o pesquisador
responsavel perceba algum risco ou dano a sadde, inclusive psicoldgica, do voluntario, consequente
a mesma, ndo previsto no termo de consentimento.

6) Despesas e ressarcimento : A participacdo neste estudo é voluntaria e nao havera despesas
pessoais em qualquer fase, incluindo exames e consultas. Também ndo havera compensagio
financeira pela sua participacdo/de seu filho.

CONSENTIMENTO PARA O ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS DE SANGUE NAO UTILIZADAS

Durante o estudo faremos exames laboratoriais, e se os exames puderem ser feitos
satisfatoriamente sem necessidade de repeti¢do sobrara uma quantidade do sangue colhido. Vocé
decide se podemos manter armazenadas as amostras nao utilizadas apds o final da pesquisa. Se
vocé aceitar, nenhuma amostra extra de sangue tera que ser colhida. O sangue sera armazenado,
por 5 anos, periodo que podera ser prorrogado por mais 5 anos com autorizacdo do Comité de
Etica em Pesquisa. As amostras armazenadas ficardo sob a responsabilidade do Dr. Esper Georges
Kallas, no Laboratorio de Investigacdo Médica da Disciplina de Imunologia Clinica e Alergia (LIM
60).

Noés poderemos usar as amostras armazenadas para saber mais sobre os efeitos da infeccdo pelo
virus do HIV e do tratamento antirretroviral no sistema imunolégico. Os avancos médicos baseados
em pesquisas futuras poderao beneficiar a vocé/seu filho ou a outras pessoas no futuro. Seu sangue
ndo serd vendido nem usado para a produgdo comercial de produtos derivados. Nenhum tipo de
pesquisa sera feita com as amostras armazenadas de seu sangue sem que haja revisao e autoriza¢do
por um Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

A decisdo de nos autorizar a armazenar o sangue nao utilizado para pesquisas futuras é voluntaria.
Se vocé decidir ndo armazenar nds destruiremos suas amostras ao final do estudo. A qualquer
momento vocé podera entrar em contato com os pesquisadores e pedir que seu sangue/de seu filho
ndo seja usado para pesquisas; neste caso, todas as suas amostras identificiveis que forem
encontradas em nossos laboratérios serdo destruidas.

Para fazer isso necessitamos de sua autoriza¢do; portanto, por favor, leia a afirmagdo a seguir
cuidadosamente e marque SIM ou NAO, de acordo com a opgdo que melhor expressa a sua opinido.
Independente do que vocé decidir, sua decisdo nao afetard seus cuidados de saiide nem sua
participacio neste estudo/de seu filho.

Se sua resposta for NAOQ, isto ndo influenciara a sua participacio no estudo/de seu filho.

“Minhas amostras de sangue podem ser armazenadas para uso futuro em pesquisas
para saber mais sobre o tratamento da infecgdo pelo virus do HIV”

SIM NAO




Anexos 129

OBS: O tempo de armazenamento do material sera autorizado pela Comissdo de Analise de Projetos
de Pesquisa do Hospital das Clinicas (CAPPesq)

Hd necessidade de consultd-lo para autorizar o uso deste material doado em outras
pesquisas cientificas?

( ) SIM. Eu quero ser consultado para autorizar ou ndo cada pesquisa futura com o
meu material/de meu filho.

( ) NAO. Eu dispenso a autorizacdo para cada pesquisa e estou informado(a) que a
Comissdo de Andlise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas (CAPPesq) ird
examinar a nova pesquisa e decidir sobre a utilizacdo.

CONSENTIMENTO PARA A UTILIZAGAO DO DNA PARA FINS RELACIONADOS AO ESTUDO

Amostras de DNA (DNA é o seu material genético) serdo retidas para usar no estudo genético
(genotipagem) do antigeno leucocitdrio humano (HLA) para auxiliar na investigacdo das respostas de
células T em pacientes em tratamento antirretroviral.

HLA sdo partes (moléculas) das células de defesa presentes em todos os seres humanos, que
caracterizam cada individuo e que esta associada a forma de evolugdo da doenca relacionada ao
HIV. Também ¢ utilizada na avaliagdo de compatibilidade de transplantes entre doadores e
receptores de 6rgdos. Essas informagdes genéticas serdo mantidas em segredo pela equipe do
estudo. As informacgdes serdo armazenadas com identificadores codificados e ndo com o nome do
participante.

Para que se possa analisar o seu HLA/ de seu filho, precisamos que vocé autorize a sua utilizagao.
Por favor, leia o paragrafo a seguir e marque SIM ou NAO na opg¢do que melhor expressar a sua
decisao:

Se sua resposta for NAO, isto ndo influenciard a sua participacio no estudo.

“Eu permito o uso de DNA para fins relacionados ao estudo.”

SIM NAO
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CONSENTIMENTO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou foram lidas
para mim, descrevendo o estudo “RESPOSTA IMUNOLOGICA E IMUNOSSENESCENCIA EM
CRIANCAS INFECTADAS PELO HIV E IDADE DE INICIO DE TRATAMENTO ANTIRETROVIRAL
(TARV)”. Eu discuti com o Dr. Esper G. Kallds ou um membro de sua equipe, sobre a minha
decisdo em participar deste estudo/ autorizar que meu filho participe. Ficaram claros para mim
guais sdo os propodsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e
riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacdo/ de meu filho é isenta de despesas, e que a decisdo de
participacdo ndo altera meu tratamento no hospital/de meu filho. Concordo voluntariamente
em participar deste estudo/ que meu filho participe e poderei retirar o meu consentimento a
gualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizos ou perdas de
qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste servico/de meu
filho.

Assinatura do Paciente/Representante Legal Data:

Assinatura da Testemunha Data:

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsdvel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntdria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Data:
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Assinatura da pessoa que obteve o consentimento

Assinatura do Responsavel pelo estudo
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Termo de Assentimento Livre & Esclarecido - HCFMUSPE
Vers3o 1.0 de 05 de Agosto de 2014
“RESPOSTA IMUMOLOSICA EIWUNOSSENESCENCIA EM CRIAMCAS INFECTADAS FELD HIV E IDADE DE INICIO DE TRATAMENTO ANTIRETROWIRAL I:TAR\.':I"

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO — HCFMUSP
TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(para menores de 18 anos)

1 - Titulo do protocolo de pesquiza - “RESPOSTA IMUNOLOGICA E IMUNOSSENESCENCIA EM CRIANCAS
INFECTADAS PELO HIV E IDADE DE INICIO DE TRATAMENTO ANTIRETROVIRAL [TARV)”

2 — Convite

Yocé estd sendo convidado(a) a participar da pesquisa que se chama “RESPOSTA IMUMOLOGICA E
IMUNOSSENESCENCIA EM CRIANCAS INFECTADAS PELO HIV E IDADE DE INICIO DE TRATAMENTO
ANTIRETROVIRAL (TARVY. Antes de decidir se quer participar, & importante que vocé entenda esta
pesquiza e como vocé pode participar dela. Conversamos com Seus pais ou responsaveis e eles sabem
que também estamos pedindo sua autorizagdo. Vocé pode perguntar qualguer coisa aos seus pais, amigos
ou qualguer um com guem vocé se sentir a vontade para conversar, pois pode haver algumas palavras que
nao entenda ou coisas que vocé guer que sejam mais explicadas porque vocé ficou mais interessado ou
preocupado. Caso isso acontega, por favor, pode interromper e pedir a explicagdo a qualguer momento. Nao
tenha pressa de decidir se deseja ou ndo paricipar desta pesquiza. Se vocé ndo desejar fazer parte da
pesquisa, ndo & obrigado, até mesmo se seus pais concordarem.

Obrigado (a) por ler este material.

3 - 0 que & a pesquisa e porque estamos fazendo isto?

Mos estamos estudando o tratamento da infecg@o pelo virus do HIV, também conhecido come tratamento
antirmetroviral (TARV). Ele & rezponsavel por diminuir e até acabar com a multiplicago do virus no corpo dos
pacientes. O tratamento com antimetrovirais (TARY) também & capaz de recuperar a fungdo do sistema de
defesas do corpo mas nao se sabe bem como a idade de inicio do tratamento interfere nessa recuperagao,
assim come em outros aspectos da fungiio do sistema de defesas humano. Entdo, nos queremos estudar
melhor essa relagdo para entender qual o melhor momento de iniciar o TARV nas criangas, estudando
pacientes que estdo saudaveis em uso da medicagdo (TARV). Nés também estamos estudando a presenga
de outras doengas transmitidas pelo sexo, no caso de pessoas que ja tem relagfes sexuais. Se esse for o
seu caso, nos faremos algumas perguntas relacionadas aos seus habitos em relagdo ao sexo, se vocé
concordar e se sentir & vontade. Mosso interesse & entender quais fatores colocam os adolescentes em
risco de adquirir essas doengas para poder criar melhores estratégias de prevengdo.

4 — Por que vocé esta sendo convidado(a)?

Yoce esta sendo convidado(a) para participar desta pesguisa porgue o seu tratamento (TARY) esta
funcionando muito bem e nés gqueremos estudar como esta funcionando o seu sistema de defesas. Outras
criangas e adolescentes da sua idade também serio convidados a participar desta pesquisa.

5 — Vocé tem que participar?

Vocé & quem decide se quer participar ou néo desta pesquiza. Se decidir paricipar, vocé precisara assinar
esta folha de informagdes e levar para casa para deixar guardado. Vocé ndo & obrigado a participar nesta
pesquisa. Minguém ficara bravo ou desapontado com vocé se vocé disser ndo: a escolha & sua. Se vocé
quiser, vocé pode pensar nisso e falar depois. Vocé pode dizer "sim” agora e mudar de ideia depois, e tudo
continuara bem. Yocé continuara a ser cuidado agui no hospital.

Ribrica do Responsavel Legal Ritbrica do Medico




Anexos 133

Termo de Assentimento Livre & Esclarecido - HCFMUSP
Vers3o 1.0 de 05 de Agosto de 2014
“RESPOSTA IMUNOLOSICA E IMUNOSSEMESCENCIA EM CRIANCAS INFECTADAS FELD HIV E IDADE DE INICIO DE TRATAMENTO ANTIRETROVIRAL I:TAR’\':I‘

6 — Como vocé vai participar?

Depois que vocé assinar esta folha de informages (Termo de Assentimento Livre e Esclarecide) em duas
copias (uma devera ser enfregue a vocé e a outra ficara com o médico da pesquisa), vamos fazer algumas
atividades juntos. Vamos coletar um pouco de sangue da veia do seu brago para alguns exames. Estes
exames vao mostrar como estio as células de defesa do seu corpo. Alguns pacientes também poderdo ser
convidados a responder a um questionario de habitos sexuais individualmente. Se este for o seu caso vocé
pode escolher responder ou ndo ao questionario, e ndo responder a todas as perguntas do questionario se
assim decidir.

7 - O que pode ter de bom e ruim se vocé participar da pesquisa?

Participando desta pesquisa, vocé estard ajudando a conhecer melhor os efeitos do tratamento
antirretroviral. Em alguns casos podera também estar ajudando a conhecer melhor o comportamento dos
adolescentes e seus riscos para sua salde.

Algumas pessoas podem sentir dor no local da picada da agulha no brago, e pode aparecer uma mancha
roxa elou dolorida no local que agulha entrou, mas que em alguns dias desaparece. Algumas pessoas nag
gostam de responder perguntas sobre a sua infimidade e vida sexual.

8 - O que vai acontecer quando a pesquisa terminar?

Esta pesquiza vai durar 3 anos. Quando o pesguiza terminar, nos poderemos guardar o SeU Sangue na
geladeira do hospital, para usarmos em alguma outra pesquisa sobre o HIV. Mas nds =6 guardaremos seu
sangue se vocé concordar. Se vocé ndo concordar, nos jogaremos tudo fora. Mos faremos o que vocd
decidir.

Depois que & pesguisa acabar vamos contar o que aprendemos para vocé e para seus pais. Depois,
contaremos em reunies para oufras pessoas interessadas no trabalho gue fazemos, como cientistas e
medicos, e vamos escrever tambem sobre esta pesquiza.

9 — A sua participagdo nesta pesquisa sera mantida em segredo?

Mao contaremos para outras pessoas que vocé estd nesta pesquisa. S0 o pessoal da equipe da pesquisa
vai saber, este & 0 nosso segredo! Mem o seu nome vai aparecer, porgue vocé vai ganhar um nimero que
sera s0 seu até o fim da pesquisa.

10 — Quem deixou esta pesquisa acontecer?

Exizste um grupo de pessoas no hospital - Comité de Etica em Pesquiza - que &, estuda e deixa as
pesguisas que estio boas acontecerem. Eles cuidam da protegio das pessoas que participam das
pesquisas para que fudo seja feito direitinho. Agui esta o enderego desse grupo de pessoas no nosso
hospital. Yocé pode ligar para |a se precisar.

Mome: Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto de Infectologia Emilio Ribas no telefone: (11) 3896-
1406, ou Email: comitesticai@emiliornbas sp.gov.br

Yocoe também pode ligar para:
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — tel: 2661-6442 ramais 16, 17, ou 20,

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5% andar , S&c Paulo, SP
Telefone: 2661-6442 ramais 16, 17, ou 20, FAX: 2661-6442 ramal 26
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E-mail: cappesai@hc.fm.usp.br .

Horario de Funcionamento: 2% a 62 feira de 8 as 16h

11 — Com quem mais posso falar?
Se vocé precizar de quakquer outra informacdo, ligue para o médico da pesguisa, o Dr. Esper G. Kallds, que

pode ser encontrado no endereco: Av. Dr. Amaldo, 455 — 3° andar — sala 3205, telefoneis) 3061-8314 ou
3061-8395. Vocé também pode falar com a Dra. Beatriz Thome, pelos telefones 38855313 ou 953774937

14 —Vou ganhar dinheire para participar na pesquisa?
Yocé néo vai ganhar nenhum dinheire para participar na pesquisa.

Obrigado por ler estas informagdes. Se quiser participar desta pesquisa, assine esta folha de informacdes —
Termo de Assentimento Livre e Esclarecido - e devolva-o ao Médico da Pesquisa. Vocé deve guardar uma
copia destas informagdes com voce.

ASSENTIMENTO

Eu entendi que a pesquisa € sobre o tratamento antirretroviral € seus efeitos no sistema de defesas.
Eu entendi que eu darei uma amostra de sangue através de uma picada no brago no momento que
entrar no estudo & minhas informagdes serao coletadas do meu arquive médico do hospital,

|:| SIM, eu quero participar na pesquisa

|:| Nﬁ{), el ndo quero participar na pesquisa

Assinatura do Paciente Diata:
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