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Resumo

Nos Ultimos anos, tém-se prestado especial atencdo ao papel do sistema imune inato no
combate a infe¢do do VIH, com o intuito de compreender melhor qual a importéncia da
resposta das células NK no impedimento da progressdo da doenca e no combate a
infecdo. Durante a resposta imune inata, vérias alteraces ocorrem sobre as células NK
provocadas pelo VIH, como alteragdes na distribuicdo dos seus subconjuntos e da
expressdo de recetores NK, que prejudicam a atividade destas. Contudo, existem casos
onde estas alteracdes ndo ocorrem protegendo os individuos da infecdo ou da progressao
da doenga. Este trabalho visa a apresentacdo pormenorizada das alteragdes que ocorrem
nas células NK antes, durante e apés a infecdo por VIH, assim como a apresentacdo de

dois casos de sucesso contra a progressao do VIH.



Abstract

Recently, many authors have investigating the role of the innate immune system in the
fight of HIV infection, in order to better understand the importance of the response of
NK cells in preventing disease progression and fighting infection. During the innate
immune response, several changes occur on NK cells caused by HIV, such as changes
in the distribution of its subsets and expression of NK receptors that impair the activity
of these. However, it was observed cases where these changes don’t occur, protecting
individuals from infection or disease progression. This work aims at presenting details
of the changes that occur in NK cells before, during and after HIV infection, as well as

the presentation of two cases of success against the progression of HIV.
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Qual o papel das células natural killer na infe¢do por VIH-SIDA

| - INTRODUCAO

A SIDA foi diagnosticada pela primeira vez nos Estados Unidos da América, hum
grupo de individuos homossexuais. Estima-se que o VIH tenha derivado do virus da
imunodeficiéncia simia, de fato. A infecdo em humanos iniciou-se por volta dos anos 30
em Africa, tendo-se espalhado desde entdo pelas areas rurais (Murray et al., 2005). A
partir dos anos 60, com o0 aumento da migracdo para as areas urbanas, o virus espalhou-
se pelas grandes cidades, onde os trabalhadores do sexo foram os principais
responsaveis pela sua disseminacdo. Apos a aquisi¢do, o VIH liga-se a molécula CD4
nos linfocitos T e mondcitos, usando os recetores de quimiocinas como co-recetores,
levando a uma destruicdo da arquitetura dos tecidos linfoides (Arosa et al., 2007). A
deméncia associada a SIDA resulta de multiplas infe¢cGes oportunistas ou pela infecéo
do VIH em células da microglia e neuronios (Murray et al., 2005). Testes para a dete¢édo
do VIH, normalmente, sdo efetuados tanto para identificar individuos infetados, para
que possam iniciar a terapia anti-retroviral, como individuos portadores que possam
transmitir a doenca (ex: doacdo de sangue/ Orgdos, mulheres gravidas, parceiros
sexuais), ou para vigiar do decurso da infecdo e para confirmar o diagnodstico de SIDA.
A natureza da infecdo crénica do VIH como a detecdo e quantificacdo gendmica podem
ser efetuadas por PCR e outros testes sorologicos (ex: ELISA), no entanto, ainda ndo é

possivel identificar a infecdo do virus logo apds a aquisi¢do (Murray et al., 2005).

A resposta imune do hospedeiro contra o virus destina-se a bloquear a infecdo e a
eliminar as células infetadas, porem, o virus dispde de mecanismos de escape a essa
resposta. Deste modo, o resultado depende do balango entre a eficacia dos mecanismos
de defesa do hospedeiro e 0s mecanismos de evasdo do mesmo. Quando o virus entra no
organismo é reconhecido pelas células do sistema imune inato e pelas células epiteliais
desencadeando uma resposta inflamatoria. Contudo, a inibicdo da carga viral por
interferGes do tipo | (ex: IFN-o, IFN-B) e a lise das células infetadas pelas células NK
sd0 mecanismos mais imediatos desencadeados pelo hospedeiro. As células NK sao
ainda capazes de produzir e secretar citocinas e quimiocinas exercendo a sua agéo
citolitica sobre as células alvo, que podem reconhecer quando a superficie destas ocorre

a diminuicdo da expressdo de antigénios de MHC de classe 1. Assim, as células NK sdo
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um importante mecanismo antiviral em estadios precoces da infecdo, antes do

desenvolvimento de respostas mediadas por linfécitos T e B (Arosa et al., 2007).

Este trabalho de reviséo foi realizado no ambito da unidade curricular de Projeto de Pds
Graduacdo/Dissertacdo, um dos requisitos necessarios a conclusdo do Mestrado
Integrado em Ciéncias Farmacéuticas, e visa a apresentagdo pormenorizada das
alteracbes que ocorrem nas células NK antes, durante e depois da infecdo pelo VIH,
assim como a apresentacdo de dois casos de sucesso contra a progressdo do VIH,
segundo publicacdes cientificas recentes.

A motivagdo para realizar este trabalho baseou-se no interesse em aprofundar
conhecimentos na area da Imunologia, nomeadamente em relacdo a importancia da

resposta inata no combate a infecdo por VIH.
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Il - CELULAS NATURAL KILLER

Aspetos Gerais

As células natural killer (NK) tém origem na linhagem linfide do sistema
imunoldgico, ndo ostentando a sua superficie nem recetores dos linfocitos B, nem
recetores dos linfocitos T; sdo, assim, caracterizadas como “células nulas” e, por isso,
pertencentes ao terceiro grupo de linfocitos. Constituem uma populacdo heterogénia de
linfocitos citotoxicos e produtores de citocinas com origem na medula éssea e
representam cerca de 5 a 25% do total de células mononucleares na circulagdo
sanguinea em condig¢des normais (Caligiuri, 2008; Vivier et al., 2011; Arosa et al, 2007)
que, apos ativacdo, podem migrar para uma variedade de tecidos e 0rgdos. Fazem parte
do sistema imune inato, sendo a sua funcdo fundamental a de proporcionar uma resposta
defensiva de primeira linha, funcionando como sentinelas com capacidade de detectar e
lisar células tumorais ou infectadas por virus sem que seja necessaria uma sensibilizacéo
prévia (Caligiuri, 2008; Vivier et al., 2011).

Célula Percursora (Stem Cell)

Desta forma, é preciso uma boa regulacéo .
destas respostas para que a distincdo entre as Cﬂ“‘ﬂ"“""’d’g"’f
celulas doentes e os tecidos vizinhos saudaveis Tt Pccscmond kit

] | ) { A
seja adequada. Assim, a ativacdo das células ®@®e 6 o ® :.J Y

NK é modelada a partir de células germinativas |
Lx.i\-n BLx.DﬂoT Lx.b itoNK

que induzem a inibicdo ou a ativagdo da @@~Qyiﬂ)@f‘) e e
expressdo ao nivel dos seus recetores de B V. en. 1. e

superficie. A incorporacdo dos sinais dos \'J* &’@0 @

recetores de superficie da célula é feita pela

-

dindmica estrutural entre a interface formada no

contacto entre as células NK e as células alvo —
sinapse imune (Davis et al., 1999). Figura.1- Esquema da rvore genealdgica das

células sanguineas.

As células NK, morfologicamente, sdo maiores quando comparados com os linfécitos T

e B e, a semelhanca dos linfocitos T citotoxicos (Tc) ativados, contém numerosos
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granulos citoliticos pré-formados, também designados de “grandes linfdcitos
granulares”. O nlcleo é geralmente redondo; no entanto, pode sofrer uma pequena
reentrancia de um dos lados (Figura.1). A superficie expdem maltiplos recetores —
recetores NK — que abrangem uma grande variedade de moléculas (por exemplo 0s
recetores KIR, LILR e LAIR) e exibem ainda uma forte expressdo para o interferdo - y
(IFN-y) e para outras citoquinas que levam a ativagdo de outros tipos de células

imunoldgicas (Lee et al., 2007; Smyth et al., 2002; Arosa et al., 2007).

Classificacdo e Forma de Atuacao

A imunidade pode ser definida como um somatorio de multiplos mecanismos que
resultam na defesa do nosso organismo contra agressdes externas como sdo, entre
outras, as doencas infeciosas. Ela atua por duas vias: a imunidade inata e a imunidade
adaptativa. A imunidade inata caracteriza-se por uma resposta imediata a um estimulo
agressor, apresentando mecanismos de largo espetro; e a imunidade adaptativa
distingue-se por uma resposta mais tardia (entre 2 a 5 dias) que exige a replicacéo clonal
de células efetoras como os linfocitos B e os linfocitos T, usando mecanismos de
reconhecimento mais especificos e restritos, ou seja, reconhecendo apenas antigénios
particulares (Janeway et al., 2004). Sugerindo que as células NK poderdo ser
responsaveis por uma acdo citotoxica em células tumorais e aut6logas infetadas por
virus sendo geralmente dependentes de anticorpos, isto porque apresentam recetores de
membrana para o fragmento Fc das imunoglobulinas IgG podendo, assim, interagir com
as celulas alvo revestidas de anticorpos, ligando-se a elas. Este mecanismo citotoxico
resulta de um balanco complexo entre sinais inibidores e ativadores que interatuam com
os recetores NK através da presenca ou da auséncia de moléculas do complexo major de
histocompatibilidade de classe | (MHC classe 1) presentes nas células alvo (Prodinger et
al., 2003). Apo6s a ligacdo as celulas alvo, as células NK originam varios poros na
membrana celular resultando na sua lise celular. As perforinas sdo as moléculas
responsaveis pela formacdo destes. A lise das células alvo pode ser ainda potenciada
pela libertacdo de enzimas e citocinas (por exemplo: IL-2, IFN-y, TNF-a, TNF-B) que
provocam um efeito sinérgico da agdo citotdxica. No entanto, as células NK ndo sdo as
Unicas com capacidade de produzir citocinas como o IL-2 e 0 IFN-y que podem também

ser produzidos pelos macréfagos, linfocitos B e linfocitos T diferenciados (ex: TCRaf
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CD8" e TCRy$), levando a um aumento significativo do efeito citotoxico (Abbas et al.,
2005; Roitt et al., 2001). Existe ainda um grupo de Células NK que sdo inertes ou pouco
ativas, podendo ser induzidas por citocinas a converter-se em células citotoxicas ativas.
Normalmente séo designadas de LAK (do inglés lymphokine activated killer). Atuam da
mesma forma que as células anteriormente descritas, com a diferenca que o potencial
citotoxico e o espetro de células alvo sdo substancialmente superiores quando ativadas.
Assim sendo, a especificidade distinta das funcdes efetoras das células NK (producéo de
citocinas e acdo citotoxica) associada a uma rapida resposta e a auséncia de memoria
caracteriza-as como pertencentes ao sistema imune inato e ndo adaptativo (Arosa et al.,
2007).

b Activation

Unhealthy cell

Healthy cell

by HLA class |

{ Inhibition

Ligand
=induce ¢-s&ll
*5ltered-zif
=non-sdf

Receptor

Figura.2- As células NK apresentam simultaneamente a sua superficie recetores ativadores e inibidores
que vdo influenciar o tipo de resposta destas células. Assim, pode ocorrer uma inibi¢do da resposta a)
levando as células NK a ndo reagir, ou uma ativacdo da resposta levando estas a desenvolver uma

resposta b) (Adaptado de Rajalingam, 2012).

Os leucocitos sdo as células do sistema imunitario responsaveis pela resposta contra os
agentes agressores e incluem os leucécitos polimorfonucleares (granuldcitos) e as
células mononucleares (linfocitos e mondcitos). Os linfocitos sdo a linhagem com mais
relevancia na resposta imunolégica uma vez que conferem respostas mais especificas. A
linhagem linféide divide-se em quatro familias (os linfécitos B; os Linfdcitos T; os
linfocitos NK e as Células dendriticas) (Figura.1). Os linfocitos B possuem na
membrana plasmatica um recetor, que é expresso apenas neste tipo de células, chamado
de BCR ou recetor das células B. Os linfocitos T sdo as células principais da imunidade

celular e apresentam trés subtipos: os linfécitos T auxiliares/ helper (Th), os linfocitos T
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citotoxicos (Tc) e os linfocitos supressores (Ts). Todos os linfocitos T expressam na
membrana plasmatica recetores especificos para um antigénio (TCR — recetor das
células T) (Arosa et al., 2007). As células NK ou linfécitos NK caracterizam-se pela
auséncia de recetores especificos para um antigénio como referido anteriormente. No
entanto, expressam a sua superficie maltiplos recetores — recetores NK — que devido a
sua diversidade molecular foram classificados dentro dos seguintes critérios (Arosa et
al., 2007):

i. O tipo de sinal que transmitem (ativacdo/ inibi¢do) (Figura.2);

ii. O tipo de proteina expressa a superficie (lectina ou imunoglobulina);

iii. O tipo de ligando, ou seja, se reconhece ou ndo moléculas do MHC classe I;

iv. O complexo gendmico onde séo localizados.

De forma a simplificar esta classificacdo os recetores NK foram organizados em dois

grandes grupos:

A. LRC (complexo de genes dos recetores de leucdcitos);

B. NKC (complexo dos genes das células NK).

O primeiro grupo, LRC, localiza-se no cromossoma 19 e contém mais de 50 genes que
codificam os recetores NK da familia das imunoglobulinas (ex: KIR, LIL e LAIR)
assim como os genes para o recetor Fca, o recetor NKp46 e os adaptadores DAP12 e

DAP10 (Wende et al., 1999).

Os recetores KIR (do inglés Killer Cell Immunoglobulin-like Receptor) séo
estruturalmente representados por uma extensdo entre 4 a 16 Kb podendo conter entre

quatro exdes a nove (forma mais comum) (Uhrberg et al., 1997) (Tabela.1).
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Tabela.1- Relacéo entre as regides codificadas para os recetores KIR com os exdes a partir dos genes do

cromossoma 19.

Exé&o Zona Codificada Observagdes
1 Codificam para a sequéncia
2 final
3 . . Os recetores KIR podem dividir-se em KIR2D
Codificam para 0s dominios - : _
4 : e KIR3D, dependendo de existirem dois ou trés
Ig extracelulares designados o
dominios de Ig extracelulares (Colonna et al.,
5 de DO, D1e D2
1995; D’ Andrea et al., 1995).
6 Codifica para o espagador
. Codifica para a regido
transmembranar
De acordo com o comprimento da cauda
citoplasmatica, os recetores KIR podem-se
8 subdividir em S (curto) ou L (longo). Os
recetores KIRDS apresentam um a.a. de lisina
na regido transmembranar que é responsavel
. o pela associagdo com proteinas adaptadoras com
Codificam para o dominio ) o
] . 0 DAP12 responsavel pela transmissdo de
citoplasmatico o )
sinais intracelulares ativadores. Os recetores
KIRDL determinam-se pela presenca de
9

sequéncias ITIM na cauda citoplasmatica

responsaveis pela transmissdo de sinais

intercelulares inibidores (Colonna et al., 1995;

D’Andrea et al., 1995).

Normalmente os recetores KIR ativadores e inibitérios sdo codificados por genes

diferentes e ndo por splicing alternativo. No entanto, para o gene do recetor KIR3D

alguns alelos podem codificar recetores inibitorios (ex: KIR3DL1) e outros alelos

podem codificar recetores ativadores (ex: KIR3DS1) (Winter et al., 1998). Os processos

de metilagcdo dos respetivos genes e a reorganizagdo da cromatina S0 0S mecanismos

responsaveis por regular a expressdao dos recetores KIR que sdo polimérficos e,
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geralmente, apresentam uma grande variedade genémica entre individuos, sendo o mais
comum de cinco a sete genes, podendo atingir os dez genes. Os genes comuns a todos
individuos séo os KIR3DL3, KIR2DL4 e KIR3DL2 (Maxwell et al., 2002; Pando et al.,
2003). Uma vez que o gene KIR é expresso na forma de recetor a superficie de
linfocitos NK, linfocitos T (TCRyd ¢ TCRofp de memoria) e na maioria dos linfocitos
NKT CD8", a sua expressdo mantém-se estavel na sua descendéncia (Phillips et al.,
1995; Ferrini et al., 1994). Entre os varios recetores KIR destaca-se 0 KIR2DL4, uma
vez que este é expresso de forma constitutiva na superficie de uma subpopulagdo de
linfécitos NK com niveis de expressdo de CD56 elevados (CD56™%") (Goodridge et al.,
2003; Kikuchi-Maki et al., 2004). Esta subpopulacdo de linfécitos NK destinge-se por
apresentar atividade citotdxica baixa, e elevada capacidade de secrecdo de citocinas e de
quimiocinas reguladoras em comparacdo com os linfocitos NK com niveis de expressao
de CD56 baixos (CD56"™). O KIR2DL4 carateriza-se ainda por ser o (nico que
expressa 0s dominios DO e D2, por possuir um residuo de arginina na regido
transmembranar que lhe permite a associacdo com o FceRly, em vez do adaptador
DAP12 (Kikuchi-Maki et al., 2004; Yusa et al., 2002) e pela presenca de uma sequéncia
de ITIM na cauda citoplasmatica (Faure et al., 2002; Yusa et al., 2002). A sua
agregacao com linfocitos NK ndo ativos permite a inducdo de IFN-y, enquanto que nos
linfocitos NK ativos induz a secrecdo de IFN-y e de citotoxidade (Rajagopalan et al.,
2001). Recentemente acredita-se que o recetor KIR2DL4 liga-se aos linfocitos NK
através da molécula ndo-classica HLA-G (Rajagopalan et al., 1999; Ponte et al., 1999).
Os recetores KIR inibitorios singularizam-se por reconhecerem apenas moléculas de
HLA classe | na sua forma nativa. Sao compostos pela cadeia pesada, a f2m e o péptido
onde a interacdo ndo envolve a regido de ligacdo ao péptido, mas a porcao lateral do
dominio al. Sendo assim, dependente da presenca do péptido apesar de o recetor KIR
ndo conseguir distinguir entre péptidos préprios e péptidos ndo proprios (Figura.3).
Desta forma, a ligacdo resulta na inibicdo da atividade citotdxica e na inibicdo da
secrecdo de citocinas reguladoras, aonde o processo inibitério se relaciona com a
presenca de sequéncias ITIM na cauda plasmatica (Fare et al., 2002). Por outro lado, 0s
recetores KIR ativadores salientam-se por apresentarem uma fraca ou mesmo ausente
afinidade de ligagdo para as moléculas de HLA de classe | nativas, onde a ligacdo
resulta na fosforilacdo de sequéncias ITAM presentes em proteinas adaptadoras
associadas com os KIR ativadores como o DAP12 (Lanier et al., 1998; Olcese et al.,

1997); no entanto ainda muito pouco se sabe sobre este mecanismo. Estudos recentes,

8



Qual o papel das células natural killer na infe¢do por VIH-SIDA

associam o envolvimento dos recetores KIR em certas doengas auto-imunes como a
artrite psoriatica, escleroderma, psoriasis vulgaris, etc (Suzuki et al., 2004). Por
exemplo, um individuo infetado com o VIH, sendo homozig6tico para o alelo HLA-
Bw4, desenvolve muito mais lentamente a doenga, vivendo por um periodo de tempo
mais longo do que um individuo com outro apdtipo para o HLA classe | (Flores-
Villanueva et al., 2001). Diversos estudos subsequentes evidenciaram que o efeito
“protetor” € mais evidente em individuos que possuam o aminodacido (a.a.) isoleucina na
posi¢do 80 no dominio al da cadeia pesada do alelo HLA-Bw4 combinado com a
presenca do gene para o recetor KIR3DS1 (Flores-Villanueva et al., 2001; Parham et
al., 2003).

Os recetores LILR (do inglés Leukocyte Immunoglobulin-like Receptor) s&o
igualmente reconhecidos como LIR, ILT e CD85

(Cosman et al., 1997; Colonna et al., 1997). Expdem LINFOCITO NK(T)
uma grande variedade da familia de genes LILR, mas &

com pouca variedade entre individuos, ndo sendo tdo

polimérficos quando comparados com os da familia

KIR. Dos 13 genes que codificam os recetores LILR,
apenas 0 LILRB1 (ILT2/LIR1) é que € expresso nos
linfocitos NK e que codifica juntamente com o | KR
LILRB2 (ILT4/LIR2) um recetor inibidor (Cosman et

al., 1997; Colonna et al., 1997).

Regido

Extracelular
Os recetores LAIR (do inglés Leukocyte-Associated Menbihe Dasmiten
Inhibitor Receptor) representam uma porcéo Citonlasma

. Fi .3- Interacdo d lecul
adjuvante aos recetores LILR (Arosa et al., 2007). 1gura.<- Tnferacao ¢ Lma molecuia

de HLA classe | com um recetor NK

— KIR (Adaptado de Arosa et al.,
0s LAIR-2. Os LAIR-1 expressam-se a superficie  5pq7).

Existem dois tipos de recetores LAIR: os LAIR-1 e

celular operando como recetores inibitérios e

apresentam uma estrutura idéntica a dos recetores KIR, mas com duas sequéncias de

ITIM. Quanto aos LAIR-2, 0 seu mecanismo ainda € desconhecido.
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Os recetores NCR (do inglés Natural Cytotoxicity Receptor) contém trés membros de
recetores: 0 NKp46, o NKp30 e 0 NKp44.. O NKp44 e o NKp46 tém a capacidade de
identificar proteinas virais na superficie de células infetadas (ex: hemaglutina do virus

da gripe). Os recetores NKp30 e NKp46 sdo expressos por linfocitos NK ativados e ndo

ativados emitindo sinais intracelulares ativadores pela associagdo com a cadeia CD3{ ou
com a cadeia y do recetor FceRI (Arosa et al., 2007). Enquanto, que o recetor NKp44 s6

é expresso por linfocitos NK ativados emitindo sinais intracelulares ativadores entre a

associagdo com o adaptador DAP12 (Arosa et al., 2007). Desta forma, estes recetores,
em juncdo com o NKG2D, sdo vistos como os responsdveis pela atividade citotdxica
espontdnea de linfocitos NK humanos contra vérias patologias (ex: melanomas,

carcinomas, e por linfocitos B infetados pelo virus de Epstein-Barr).

Os adaptadores DAP10 e DAP12 néo séo recetores NK, porém constituem uma parte
integrante dos recetores NK ativadores (Arosa et al., 2007). O DAP10 (do inglés DNAX
Activating Protein of 10kDa) é uma glicoproteina transmembranar homodimérica que é
expressa em celulas hematopoiéticas. Na regido celular apresenta uma cisteina, a regido
transmembranar encontra-se carregada negativamente 0 que permite a associacdo com
recetores NK ativadores (ex: 0 NKG2D) (Arosa et al., 2007). Na cauda citoplasmatica
contém uma sequéncia de tirosina YXXM que, se fosforilada contém a capacidade de
reunir as cinases PI3K e Grab2. O DAP12 (do inglés DNAX Activating Protein of
12kDa) é igualmente uma glicoproteina transmembranar homodimérica que abrange
uma regido extracelular pequena tendo uma cisteina envolvida no desenvolvimento de
pontes de dissulfureto. Uma regido transmembranar, com a presenca de um acido
aspartico, que lhe concede uma carga negativa. Permitindo ao DAP12, associar-se a
recetores cuja regido transmembranar contenha a.a. basicos carregados positivamente
(ex: recetores KIR ativadores com o recetor NKG2D) (Arosa et al., 2007). Por fim,

contém uma sequéncia de ITAM na cauda citoplasmatica.

O segundo grupo, NKC, localiza-se no cromossoma 12 e contém 0S genes para a
codificacdo dos recetores dos linfocitos NK da familia aparentada as lectinas do tipo C
incluindo os recetores CD94/NKG2, NKG2D, NKRP1-A e 0 CD69 (Vance et al., 1999;
Lazetic et al., 1996; Brooks et al., 1997).
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O recetor CD94 é, normalmente, expresso a superficie celular da maioria dos linfécitos
NK, dos TCRaB CD8" de memoéria e dos linfocitos TCRyS (Aramburu et al., 1990;
Toyama-Sorimachi et al., 2001). Este pode ser expresso como um homodimero
(CD94/CD94), ndo tendo qualquer envolvido na transmissdo de sinais, ou como um
heterodimero junto com membros da familia NKG2 (ex: CD94/NKG2A) (Houchings et
al., 1991). Os recetores CD94/NKG2 sdo modulados através de sinais extracelulares
induzidos por citocinas (ex: IL-15; IL-12 e TGF-B) e por ligandos do complexo
TCR/CD3. Os recetores CD94/NKG2A, CD94/NKG2C e CD94/NKG2E sédo capazes
de reconhecer células de HLA-E presentes nas células alvo, uma vez que o HLA-E tem
a particularidade de se ligar a péptidos originados pela degradacdo de moléculas de
MHC classe | classicas, mais especificamente da sequéncia sinal. Em contraste, o
resultado desta interacdo é diferente para cada tipo de recetor. Desta forma, o recetor
CD94/NKG2A contém uma sequéncia ITIM na cauda citoplasmatica originando um
heterodimero que atua como um recetor NK inibidor (Houchins et al., 1997; Carretero
et al., 1997; Palmierri et al., 1999). Ja os recetores CD94/NKG2C e CD94/NKG2E

contém na regido transmembranar um aminoacido de lisina que lhes permite

associarem-se com o0 acido aspartico, presente na mesma regido transmembranar do
adaptador DAP12, resultando em heterodimeros que atuam como recetores NK

ativadores.

Os recetores CD56 sdo responsaveis pela expressdo de citocinas e de quimiocinas.

Consoante o nivel de expressdo destes recetores os linfécitos NK podem dividir-se em
duas subpopulages: os linfocitos CD56"" e os linfécitos CD56%™ (Lanier et al.,
1986). Os linfocitos CD56""" definem-se por possuirem uma capacidade elevada de
producdo de citocinas e quimiocinas reguladoras exibindo simultaneamente uma baixa
citotoxidade e baixa expressdo de CD16 (Lanier et al., 1986; Andre et al., 2000;
Colonna et al., 1997). Nos humanos, a maior percentagem em circulacdo corresponde
aos linfocitos CD56%™ num valor de aproximadamente 90% (Lanier et al., 2000;
Moretta et al., 2001). Estes definem-se por manifestarem uma baixa capacidade de
producdo citocinas e guimiocinas juntamente com uma alta citotéxidade e ainda por
expressarem niveis mais elevados de CD16 do que os CD56™" (Tabela.2). Os
linfocitos NK tém ainda a capacidade de expressar cadeias do recetor CD56 para a IL-2
desempenhando um papel importante para a sua homeostase. Desta forma, os linfécitos
CD56™™ expressam as cadeias o (CD25) e p (CD122) em conjunto com a cadeia y.
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(CD132) que é comum com os retores para a IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 e IL-15, formando
para a IL-2 um recetor de alta afinidade, ou seja, permite que os linfocitos CD56"9"
proliferem na presenca de concentragdes baixas de I1L-2 (Caligiuri et al., 1990; Nagler et
al., 1990; Caligiuri et al., 1993; Baume et al., 1992). No caso dos linfécitos CD56%™,
estes apenas expressam as cadeias Py, afigurando recetores de baixa afinidade para a IL-
2 e prolifera pouco na sua presencga (Caligiuri et al., 1990; Baume et al., 1992). As
citocinas IL-1, IL-10, 1L-12, IL-15 e IL-18 sdo expressas de forma substancial por
varios recetores dos linfocitos NK mas também por mondcitos e células apresentadoras
de antigénio (Cooper et al., 2001; Kunikata et al., 1998; Carson et al., 1995). Destaca-se
ainda a cadeia a do recetor para a IL-15, uma vez que este em conjunto com as cadeias
Byc representa um recetor de alta afinidade para esta citocina. Estudos recentes revelam
a importancia desta citocina, uma vez que acredita-se que a IL-15 desempenha um papel
fulcral na manutencdo da homeostase (Fehniger et al., 2001; Lanier et al., 2000).

Tabela.2- Diferencas funcionais e fenotipicas dos linfécitos NK CD56. * Niveis baixos; *** niveis
elevados (Adaptado de Megan et al., 2001).

Linfocito NK
Carateristica
CD56bright CD56°™
CD56 **k* *
CD16 ** *k*k
**k*
o TNF-a
Citocinas TNF-B *
IFN-y
IL-10
Citotoxidade dependente de
* *k*k
anticorpos
Citotoxidade “natural” * faleled
Granulos * Hx
CD94/NKG2A falaled *
Recetores KIR * HHx
ecetores para citocinas IL-2Rp
IL-15Rp IL-15RB
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Ye Ye
. CXCR1
Recetores para quimiocinas CCR7
CX;3CR1
Moléculas de adesdo L-selectina PEN5-PSGL-1

Transmissédo de Sinais intracelulares nos recetores NK

A transmissdo de sinais intracelulares reverte da ligacdo dos recetores NK presentes nos
linfocitos NK, nas subpopulacbes de linfocitos T e noutros tipos de celulas
hematopoiéticas, resultando em sinais ativadores com atividades reguladoras e efetoras
ou sinais inibitdrios (Long, 1999). A transmissdo de sinais pode ainda ser denominada
de sinapse imune, como referido anteriormente. O fato de uma célula imune ir ao
encontro de uma célula alvo e dai ndo se desencadear uma resposta inume ndo deve ser
considerado como um “ndo-evento”, uma vez que na interface da estrutura das células
NK existe uma assimilacdo chamada de — resposta inibitéria — que desencadeia um
gatilho inibitério conduzindo a célula a ndo reagir (Davis et al., 1999). Por outro lado,
os recetores NK ativadores sdo ativados pelos membros da familia Src por fosforilacéo
de sequéncias contendo tirosinas nas caudas citoplasmaticas de trés tipos de proteinas
adaptadoras dotadas com a capacidade de se associarem através da regido
transmembranar dos referidos recetores - a cadeia y do recetor FceRly, a cadeia CD3( e
aos adaptadores DAP10 e DAP12 (Colucci et al., 2002; Zompi et al., 2003). A
fosforilacdo das tirosinas permite ainda a ancoragem e posterior ativacdo de duas
cinases de tirosina existentes nos linfocitos NK e T, a ativacdo de Syk e de ZAP-70 aos
adaptadores e o desencadeamento de eventos intracelulares que resultam no aumento do
calcio intracelular e na ativacdo da transcricdo de genes para citocinas e quimiocinas,

bem como a desgranulacdo de granulos citotoxicos.

6. Ativacio e Funcdo das Células NK

Apos varios anos de estudos intensivos sobre os recetores NK, sabe-se hoje que os
mecanismos moleculares de supressdo de células stressadas e/ou defeituosas, de células
13
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tumorais e de células infetadas por virus encontram-se muito bem caraterizados, em que
a atividade citotoxica das células NK é o resultado de um equilibrio entre sinais
positivos e negativos proferidos pelos recetores NK ativadores ou inibitorios
respetivamente, e, a semelhanca do que acontece nos linfécitos T, envolve a ativacéo de
multiplas proteinas sinalizadoras e adaptadoras intracelulares (Arosa et al., 2007). Desta
forma, os linfécitos NK encontram-se sujeitos a controlos muito apertados de ativacdo
das fungdes efetoras por sinais intracelulares provenientes dos recetores NK ativadores
e inibidores ap6s agregacdo induzida pelos seus ligandos (ex: as moléculas de MHC
classe 1). O contacto celular com outras células (ex. como as células dendriticas), outros
tipos de linfocitos e com células alvo € um dos mecanismos normais de ativagdo dos
linfocitos NK (Cooper et al., 2001). Outro mecanismo normal de ativagéo é através de
citocinas existentes no microambiente circundante aos linfocitos NK, incluindo o IFN-y,
IL-2, IL-12, IL-15. Assim, contrariamente aos linfocitos T naive, os linfocitos NK que
ndo se encontram ativados podem proliferar como resposta a sinais transmitidos através
de recetores de citocinas e quimiocinas de forma constitutiva. As citocinas que utilizam
a cadeia yc, como IL-2 e IL-15, desempenham um papel determinante na transmissao de
sinais intracelulares que induzem a proliferacdo dos linfocitos NK, cooperando para a
sua homeostase, como ja referido anteriormente (Zompi et al., 2003; Carlyte et al.,
2004). Todavia, € importante realcar que as atividades efetoras dos linfocitos NK nao
sdo, forcosamente, associadas a um processo de proliferacdo, uma vez que a sua fungéo
mais importante se encontra relacionada com a producdo de citocinas com atividades
antivirais e antitumorais (ex: IFN-y, TNF-pB), pela ativagdo de macrofagos (Lanier et al.,
2000). Durante a fase inicial da resposta imune sdo os linfocitos NK o0s maiores
produtores de citocinas. Citocinas estas que também tém a capacidade de modular
respostas adaptativas mediadas por linfocitos T, nomeadamente os linfocitos T CD4" e
linfécitos T CD8". Desta forma, o IFN-y produzido por linfocitos NK ativados é o
responsavel por um aumento da expressao de moléculas de MHC classe | e classe Il em
células apresentadoras, conduzindo a um aumento do porte de antigénios aos linfécitos
T e da sua ativacdo. Contudo, este pode também induzir a formacdo de linfécitos Thl
envolvidos na comutacdo do tipo de imunoglobulina pelos linfécitos B. Assim, as
citocinas produzidas pelos linfocitos NK, como o IFN-y e produzidas ao longo das fases
iniciais de uma resposta imunolégica tém, por exemplo, a capacidade de influenciar o
tipo de resposta (Cooper et al., 2001). Outra fungdo importante dos linfocitos NK é a

atividade citotoxica que pode ser de origem natural ou mediada por anticorpos, como
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anteriormente mencionado. A subpopulacdo de linfécitos NK ndo ativados que
apresenta maior atividade citotéxica natural séo os CD56%™; contudo apds ativacdo com
0 IL-2 tanto a subpopulacio CD56“™ como a subpopulacio CD56°"™ exibem
atividades citotoxicas semelhantes. Na atividade citotoxica mediante de anticorpos
(ADCC) é necessério a ativacdo do recetor CD16 atraves das células alvo revestidas de
imunoglobulinas. Os linfécitos CD56%™ s&o os que apresentam niveis de expressao de
CD16 mais elevados, ou seja, sdo a subpopulacdo que exibe maior atividade citotdxica
ADCC (Cooper et al., 2001). Independentemente da origem da atividade citotoxica, esta
atua da mesma forma, ou seja leva a eliminacdo das células alvo a partir de mecanismos
semelhantes aos usados pelos linfocitos T CD8" citotdxicos, isto é, a partir da producio
de grénulos citotoxicos que contém perforinas e granzimas que irdo por sua vez destruir
a célula alvo. Por fim, é relevante mencionar que os sinais negativos transmitidos pelos
recetores NK inibitérios, sdo um mecanismo de protecdo que impede as respostas
descontroladas por parte dos linfocitos NK contras as proprias células, tecidos ou 6rgaos
(Lanier et al., 2000). Assim, os sinais transmitidos pelos recetores NK inibidores
permanecem sempre ativos. Enquanto os sinais transmitidos pelos recetores NK
ativadores, apenas operam apos a interacdo com celulas alvo especificas. Ou seja,
células que exibam niveis elevados dos seus ligandos respetivos na superficie e niveis
baixos dos ligandos dos recetores NK inibidores. Uma vez, que alguns dos ligandos dos
recetores NK ativadores (ex: NKG2D) sdo apenas expressos por células tumorais,
infetadas por virus ou gue se encontrem sob algum tipo de stresse (ex: MICA, MICB); e
gue a0 mesmo tempo expressem niveis baixos de moléculas de MHC classe I,
resultando numa célula que se encontra a transmitir sinais positivos em maior
quantidade que os sinais negativos e por conseguinte a ativar os linfécitos NK (Lanier et
al., 2000).

I11- VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA
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Aspetos Gerais

A SIDA ou sindrome da imunodeficiéncia adquirida é causada por um virus linfotrépico
com afinidade preferencial para os linfocitos T CD4", que participam ativamente no
controlo do sistema imunoldgico. Sendo este, o virus da imunodeficiéncia humana ou
mais vulgarmente conhecido como VIH (Anderson et al., 2010). O VIH pertence a
subfamilia dos lentivirus, dos retrovirus. O seu genoma viral é constituido por duas
moléculas de ARN simples ligadas entre si, originando uma fita dupla, permitindo uma
taxa de recombinagdo gendmica muito maior. A principal carateristica dos retrovirus é a
producdo de uma enzima, a transcriptase reversa, que produz ADN a partir de uma
molécula de ARN (Weiss, 2001). Este tipo de virus sofre constantes mutacdes devido
aos erros causados pela transcriptase reversa, tornando-os em virus dificeis de combater.
O VIH replica-se dentro das células hospedeiras e apresenta dois tipos: o VIH-1 e o
VIH-2, sendo o primeiro tipo o mais virulento (Weiss, 2001).

Classificagio

Os retrovirus sdo classificados pelo tipo de doengas que causam, tropismo tecidual e
espetro de hospedeiros que abrangem, morfologia e complexidade genética (Tabela.3).
Os lentivirus ou virus lentos, caraterizam-se por apresentarem um longo periodo tempo
entre a infecdo inicial e o principio dos sintomas mais graves, e, normalmente estdo
associados a doencas neuroldgicas e/ou associados a imunossupressdo (Murray et al.,
2005).

Tabela.3- Classificacdo de retrovirus (Adaptado de Murray et al., 2005).

Subfamilia Caracteristicas Exemplos
. Associados ao cancro e a desordens
Oncovirus L. -
neurologicas.
Manifestam  desenvolvimento  da [ Virus da imunodeficiéncia
. doenca lento: causa  distdrbios | humana (VIH-1, VIH-2),
Lentivirinae - . ~ ~ . . .
neuroldgicos e imunossupressdo, sdo | virus visna (ovelha), virus da
virus do tipo — D. artrite/ encefalite caprina
Spumavirinae NGl CAUSAM  CEEARE  EIEE (e Virus “espumoso” humano
P caraterizam-se por causar ‘“‘espuma’ p

16




Qual o papel das células natural killer na infe¢do por VIH-SIDA

vacuolizada citopatoldgica.

Virus Contém sequéncias de retrovirus que

, . Virus da placenta humana.
Enddégenos | integram no genoma humano.

Segundo o Nacional Institute of allergy and infectious Diadeases (2013), ap6s a infecéo,
o VIH pode esconder-se no citoplasma ou integrar-se no material genético
(cromossomas) das células alvo, permanecendo, desta forma, protegido contra o sistema
imune podendo permanecer assim durante meses ou mesmo anos, sem desencadear
qualquer tipo de sintomatologia ao hospedeiro. Assim, devido ao tipo de mecanismo de
atuacdo, morfologia e distdrbio clinico causado (imunossupressdo) que o VIH é

classificado como um lentivirus pertencente a familia dos retrovirus.

Morfologia e Estrutura do virus

O VIH possui uma forma esférica com um diametro de 1/10 000 mm (Figura.4). O
envelope viral é composto por uma dupla camada lipidica, que é adquirida pela
particula viral (virido) a partir da célula hospedeira depois de este passar o citoplasma
da célula hospedeira (Tabela.4). Ao longo do envelope, encontram-se incorporadas
proteinas da célula hospedeira e cerca de 72 copias de um complexo de proteinas
pertencentes ao virus designadas de env apresentando-se sob a forma de um espigéo e
visivel a superficie. Segundo o Nacional Institute of allergy and infectious Diadeases
(2013), o env ou gpl60 é um complexo proteico que sofre divisdo aquando a sua
formacdo, sendo separado por uma enzima em duas regides. Assim, o env é constituido
por um tampao feito a partir de trés moléculas chamadas de glicoproteina 120 (gp120) e
numa haste composta por outras trés moléculas designadas de glicoproteina 41 (gp41l),
gue ancoram a estrutura ao envelope viral (Imagem.4). No interior do envelope viral
encontra-se a capside que ostenta uma forma cilindrica (Murray et al., 2005) (tabela 2)
composta por 2000 cdpias da proteina viral p24. A capside envolve o material genético
do virus num nacleo de eletrbes denso (Murray et al., 2005), ou seja, incorpora duas
cadeias simples de ARN, ligadas entre si que formam uma fita, das quais cada uma tem

uma cépia completa dos genes do virus.
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Tabela.4- Caraterizagdo dos diferentes tipos de retrovirus consoante a morfologia do nicleo e da capside
(Murray et al., 2005).

Tipo de
Retroviru Caracteristicas Exemplos Imagem
S
Particulas ~ imaturas  quando -
presentes sob a forma intracelular, /ﬁ/
A que ap6s  atravessarem  a @/ N\
membrana plasmética tornam-se 7 \O)
virides maduros (tipo-B, tipo-C e
tipo-D).
Possuem nucleo com | Virus provoca tumor
B Nucleocapside ~ em  posicéo .
. - mamario em ratos.
excéntrica no virido maduro.
Virus Humano T-
Possuem nacleo com | linfotrépico (HTLV-
C Nucleocapside em posicdo central | 1, HTLV-2, HTLV-
no virido maduro. 5), virus do sarcoma
de Rous (galinhas).
Possuem nacleo com
D Nucleocapside ~ com  forma | Virus de macaco
o Mason-Pfizer.
cilindrica.

O VIH, sendo um retrovirus, apenas possui trés genes estruturais — gag, pol e env — que
contém as informacdes necessarias para produzir as proteinas estruturais para a
formacdo de novos virides (Murray et al., 2005). Nas extremidades de cada cadeia de
ARN do virus, existe uma sequéncia denominada de terminal longo de repeti¢do (LTR).
Estas sequéncias contém promotores, intensificadores e outras sequéncias de genes
usadas para ligar diferentes fatores da transcri¢do celular (Murray et al., 2005) e podem
ser desencadeadas tanto pelas proteinas virais, como pelas proteinas da célula
hospedeira. Segundo o Nacional Institute of allergy and infectious Diadeases (2013), na
capside existe ainda uma proteina p7 (proteina da nucleocépside), 10 a 50 cépias da
enzima transcriptase reversa e da enzima integrase, dois ARN de transferéncia celular

(tARNS) (Murray et al., 2005) e a enzima protease.
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4. Ciclo de Replicacédo
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Figura.5-1lustracéo do ciclo de replicacdo do VIH numa célula hospedeira (Adapato de: Nacional Institute
of allergy and infectious Diadeases (2013).

Apos a transmissdo/infecdo, o virus invade as células hospedeiras o mais breve possivel
a fim de se replicar. Inicialmente da-se a fusdo do virido com a membrana superficial da
célula hospedeira. A fusao ocorre por ligacdo dos espigdes glicoproteicos do virus com
os recetores CD4 presentes a superficie das células hospedeiras M-tropicas (ex.:
macrofagos, células dendriticas). Primeiro da-se a ligacdo da por¢do gpl20 do virus
com a molécula CD4 da célula hospedeira, e, de seguida, a porcdo gp120 liga-se ao
CCR5 (do inglés 7-Transmembrane G-Protein-Coupled Chemokine Receptor), um
recetor secundario presente nos macrofagos e linfocitos T ativados (Figura.5, passo 1;2)
(Isaacman-Beck et al., 2009; Salazar-Gonzalez et al., 2009; Alexander et al., 2010).
Normalmente, com o desenvolvimento da infe¢cdo o virus sofre mutacGes passando a
ligar-se a outro recetor secundario, 0 CXCR4 presente nas células hospedeiras T-

tropicas como os linfocitos T naive e linfocitos T helper (Th) (Murray et al., 2005;
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Wilen et al., 2011). Segundo o Nacional Institute of allergy and infectious Diadeases
(2013), a ligacdo ao recetor secundario permite a aproximacdo do envelope viral a
membrana plasmética promovendo a integracdo da porcao gp41l resultando na fusdo das
duas membranas. Curiosamente existe uma pequena percentagem da populacdo que
manifesta deficiéncias genéticas ao nivel da expressdo destes recetores secundarios
tornando-os resistentes a infecdo do VIH (Murray et al., 2005). A primeira fase da
replicacdo comega no citoplasma com a ajuda da transcriptase reversa (sintetizada a
partir do gene pol), que usa o tARN do virido como primer para sintetizar a banda
negativa de ADN complementar (CADN). Esta funciona também como Ribonuclease 11
degradando o ARN a fim de sintetizar a banda positiva do cCADN (Arts et al., 1996)
(Figura.5, passo 3). Durante a sintese do provirus (ADN do virido), sdo duplicadas para
cada genoma sequéncias terminais (U3 e U5) anexando-lhes, em ambas as
extremidades, as LTRs. Criam-se assim, as sequéncias necessarias para integrar,
intensificar e promover as sequéncias de LTR para a regulacdo da transcri¢cdo. No final
¢ obtido uma copia de ADN do genoma viral maior do que a copia original de ARN
(Murray et al., 2005). E durante a primeira fase, que o virus sofre muitas mutacoes
sendo a transcriptase reversa o principal responsavel, uma vez que € geneticamente
muito instavel (ex: a margem de incerteza do VIH € de 5 erros em 9000 par de bases); €
por esta razdo que novas geracoes do virus sdo produzidas, e também a razédo de o virus
conseguir alterar a sua patogenicidade e escapar ao sistema imune (Arts et al., 1996). A
segunda fase da replicacdo comeca com o transporte do cADN para o nucleo e sua
consequente aglutinacdo ao cromossoma do hospedeiro. A integrase (enzima sintetizada
a partir do gene pol), é responsavel pelo transporte do cADN até ao nacleo (Figura.5,
passo 4). Para que haja integracdo € preciso que a célula hospedeira se encontre em
crescimento. Uma particularidade do cADN do VIH e também de outros lentivirus, é
que tém a capacidade de permanecer no citoplasma e/ou no nucleo sob a forma nao
integrada, até que a célula entre em crescimento celular e que o ADN circular da célula
seja ativado (Murray et al., 2005). Com o ADN viral incorporado no ADN celular, a
Gltima fase da replicacdo comeca com a transcricdo a partir da acdo da polimerase Il da
célula hospedeira. Uma extensdo completa de ARN ¢é originada e usada para incorporar
no novo virido e também para produzir varios mARN com sequéncias de genes
estruturais (gag, gag-pol ou env). Estes, posteriormente, sdo sintetizados e glicosilados
no reticulo endoplasmatico e no complexo de golgi dando origem a glicoproteinas

(Figura.5, passo 5). Estas sdo incorporadas em membranas, que também envolvem as
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unidades extracelulares das proteinas virais secundarias, migrando assim, até a
membrana plasmatica (Hehlmann et al., 1991). Depois de sofrerem acetilacdo, ligam-se
a membrana na zona onde se encontra a glicoproteina do envelope viral. O novo virido
forma-se por associacdo de duas copias do genoma e duas moléculas de tARN
(Figura.5, passo 6). Por fim sofre maturacdo com a ajuda da protease. Esta separa o
virido imaturo da membrana celular por clivagem das glicoproteinas (gag e gag-pol), a
transcriptase reversa é libertada e o nicleo é formado (Figura.5, passo 7). A protease
tem um papel essencial na replicagdo pois permite que sejam formados novos virides
infetantes. A maturacdo do virido ocorre ao nivel da superficie celular (Murray et al.,
2005).

Segundo o Nacional Institute of allergy and infectious Diadeases (2013), durante a
replicacdo, o VIH age como se fosse parte integrante das células hospedeiras, estando
assim, dependente do seu ciclo celular. No entanto, o virus consegue interferir com o
ciclo normal das células, como anteriormente mencionado. Para além dos trés genes
estruturais, o VIH possui seis genes regulatérios (tat, ver, nef, vif, vpr e vpu), que
contém informacgBes importantes para produzir proteinas controladoras, como
anteriormente mencionado. Desta forma, as proteinas regulatérias participam
ativamente nas diferentes fases da replicacdo garantindo ao maximo a sua integridade,
sendo tat o responsavel pela ativacdo da transcricdo dos genes virais e 0S genes da
célula hospedeira. O rev promove e regula o transporte do mARN viral para o
citoplasma. O nef reduz a expressdo de CD4 e das moléculas de MHC classe | na
superficie das células, altera as vias de sinalizacdo dos linfocitos T, regula a
citotoxidade do virus e esta encarregado de manter os niveis da carga viral elevados. O
nef é o principal responsavel pela evolugdo da infecdo para estadios de doenca mais
graves, como o desenvolvimento para sida. O vif assimila e promove a maturacéo, liga-
se a transcriptase reversa evitando hipermuta¢fes do genoma e ajuda o virus a replicar-
se em células mieloides. Estudos recentes demonstraram que o vif codifica uma proteina
que interage com uma proteina (APOBEC3G) de defesa antiviral das células
hospedeiras, inativando o seu efeito antiviral e permitindo que o virus se replique
normalmente. O vpu ajuda a reduzir a expressdo superficial de CD4 promovendo a
libertacdo do virus. E o vpr (vpx no VIH-2) desempenha um papel importante no

transporte do cADN até ao nucleo, na replicacdo do virus em células que ndo estejam
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em crescimento (ex: macrofagos) e prende as células na fase G2 do ciclo celular

otimizando a sua replicacéo.

5. Infecdo e Progressdo Clinical

Durante o ato sexual, o VIH infeta as células de Langerhans e as células dendriticas do
epitélio local, fixando-se a superficie, destas, por ligagdo com DC-SING, uma molécula
de lectina, permitindo, assim, ao virus viajar até aos nddulos linfaticos e infetar as
células T CD4 (Pantaleo et al., 1993; Fox et al., 1991). No decorrer da infecdo os
macréfagos sdo constantemente infetados pelo virus sendo, provavelmente, o seu maior
reservatorio e meio de distribuicdo. A mutacdo da regido gp120 do gene env, permite ao

virus alterar o seu tropismo dos macréfagos para os linfocitos T CDA4.

A replicagéo do virus ocorre principalmente ao nivel dos nddulos linfaticos que libertam
constantemente o virus e os linfécitos T infetados para a corrente sanguinea. Ao longo
da infecdo os niveis de linfocitos T CD4 vao diminuindo devido a inducédo da citolise
provocada pelo virus. Esta diminuicdo, pode também ser provocada pela ativacdo da
citolise através dos linfocitos T citotdxicos como forma de resposta ao antigénio do
VIH, que representa um grande desafio para os linfécitos T, resultando na sua
diferenciacdo terminal e morte rdpida. Pode ainda, ser provocada devido a uma grande
acumulacdo das copias do cADN ndo integradas que diminuem a permeabilidade do
citoplasma conduzindo a formacdo de sincicios e, por fim, na apoptose celular. A
habilidade do virus para provocar a lise nas células alvo encontra-se diretamente
relacionada com a quantidade de recetores CD4 expressos a superficie destas; sendo
uma das razles, pela qual os macrofagos ndo sdo tdo afetados por estes fendmenos
citoliticos, uma vez que apresentam menor expressdo dos recetores CD4 do que 0s
linfocitos T. A constante diminuicdo do ndmero de linfocitos T CD4 e o constante
aumento do virus no sangue que levam ao desenvolvimento dos sintomas da sida
(Murray et al., 2005).
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Figura.6- Fases evolutivas da infecdo pelo virus da imunodeficiéncia humana ao longo do tempo (Murray
et al., 2005). Fase 1: infecdo aguda; fase 2: infecdo crécina assintomatica; fase 3: fase assintomatica e

terminal ou SIDA.

Os defeitos moleculares, celulares e funcionais provocados pelo VIH durante a infecdo
levam progressivamente a destruicdo do sistema imune até a fase terminal da doenca, a
sida. Passadas duas a quatro semanas ap0s O primeiro contato com 0 virus surge a
primo-infecdo que se carateriza pelo aparecimento de um quadro febril com faringite,
linfadenopatias e eritema generalizado, etc (Daar et al., 1991; Clark t al., 1991; Safrit et
al., 1994). Segundo o Nacional Institute of allergy and infectious Diadeases (2013),
normalmente cerca de 70% da populacdo sofre estes sintomas. Durante esta fase, a
viremia é elevada, ou seja, existe no sangue um numero elevado de copias do VIH
(carga viral) que rapidamente se espalha por todo o organismo (Figura.6). O sistema
imune responde a esta disseminagdo através dos linfocitos T CD4" ativados por
libertacdo de citocinas pelos macrofagos, células natural killer e outras células T e B
(Murray et al., 2005), terminando com a resposta especifica e intensa por linfocitos T
CD8" citoliticos ou CTL (do inglés Cytotoxic T Lymphocytes) (Arosa et al., 2007). A
acdo destes € muito importante no controlo da evolucdo da infecdo do VIH, uma vez
que tém capacidade de matar diretamente as células infetadas pelo virus através da
libertacdo de quimiocinas e por bloqueio das zonas de ligacdo dos recetores do virus,
diminuindo a viremia. No entanto, ndo existe a erradicacdo do virus (Fauci et al., 1993;
Fox et al., 1991; Daar et al., 1991; Safrit et al., 1994). Contudo, os linfocitos T CD8"

necessitam de ser ativados pelos linfocitos T CD4", pelo que quando ha reducédo dos
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seus niveis, os niveis dos linfocitos T CD8" também diminuem. Poucas semanas depois
do inicio da infecdo aguda, aparece a resposta detetavel por anticorpos com fraca acao
neutralizante especifica sob a por¢do gpl20 e gp4l do virus (alvo dos testes de
diagndstico seroldgico da infecdo) (Arosa et al., 2007). Segundo o Nacional Institute of
allergy and infectious Diadeases (2013), de forma a escapar ao sistema imunoldgico, o
virus instala-se em varios 6rgéos, particularmente nos 6rgdos linfaticos (ex: timo, baco e
nddulos linfaticos) integrando-se dentro do material genético das células alvo. Protegido
do sistema imunoldgico, o virus permanece assim durante longos periodos de tempo -
infecdo cronica assintomatica (Imagem.6). Normalmente, cerca de dois a cinco anos
apresentando menor viremia do que na fase inicial, e com diminuicdo lenta e constante
dos linfocitos T. Em especial, a subpopulacio T CD4" no sangue periférico e replicagio
ativa do virus (Wei et al., 1996; Ho et al., 1995), preferencialmente no tecido linfoide,
como mencionado anteriormente. Apesar da presenca de anticorpos e de CTL
especificos, que resultam em linfadenopatias generalizadas progressivamente
persistentes até estados de doenca mais avangados, sendo a fraqueza e perda de peso
alguns dos sintomas (Daar et al., 1991; Koup et al., 1994). Em adicdo a
imunodepressdo, o VIH pode também causar anomalias neuroldgicas. As células da
glia, sdo células neuroldgicas predominantemente infetadas pelo VIH, no entanto os
neuronios também podem ser infetados. Os monacitos e células da microglia infetados
podem libertar substancias neurotdxicas ou fatores quimiotaticos que promovem
respostas inflamatdrias no cérebro. Também é possivel ocorrerem efeitos citopaticos do
virus diretamente sobre os neuronios (Murray et al., 2005). A infecdo sintomatica
terminal déa-se quando os linfocitos T CD4" deixam de ser funcionais, ou seja, quando
0s nlimeros existentes de linfocitos T CD4" no sangue periférico sdo inferiores a 500/pL
com consequente aumento da viremia, as respostas de antigénios especificos e dos
linfocitos T CD8" tornaram-se disfuncionais, desregulando todas as respostas humorais.
Com a diminuicdo dos niveis dos linfécitos T CD4 e simultanea destruicdo da estrutura
dos 6rgdos linfaticos (Arosa et al., 2007) agravam-se 0s sintomas gerais, surgindo
neoplasias atipicas e infecBes graves sendo, na maioria, provocadas por agentes
oportunistas (ex: infecdes flangicas, bacterianas, provocadas por protozoéarios, virus
Herpes, etc.); cuja presencga retrata define clinicamente a sida. A evolucdo da fase
crénica assintomatica para a fase terminal de sida é muito variavel entre individuos.
Vaérios estudos comprovaram que esta evolucdo depende da eficacia da resposta imune

na fase aguda, ou seja, o desenvolvimento da infecdo evolui para estados mais graves
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conforme a eficécia da a¢do dos CTL, relacionando-se, assim, inversamente com o nivel

de viremia no fim da primo-infecdo (Koup et al., 1994; Pantaleo et al., 1994).

6. Mecanismos de Resisténcia e Estratégia Farmacoldgica

Vérios estudos demonstraram a existéncia de individuos capazes de combater
naturalmente o VIH ndo chegando a desenvolver doenca (VIH-resistentes) e de
individuos que mesmo infetados retardam a sua progressdo por periodos de tempo mais
longos (ndo-progressores). Como ja referido anteriormente, a mutacdo genética dos
recetores de quimiocina é um dos meios de resisténcia a infecdo por VIH. Estudos
comprovaram que individuos que sejam homozigdticos para uma delecdo no gene
CCRS5, com producdo de uma proteina deficiente, ndo séo infetados pelo VIH, enquanto
que individuos que apresentem esta mutacdo e que sejam heterozigoticos, ou que
tenham polimorfismos nos genes de outros recetores de quimiocinas apenas
demonstraram uma progressdo da doenca mais lenta (Arosa et al., 2007). Outro
exemplo de resisténcia a infecdo foi encontrada em individuos que infetados com
mutantes naturais de nef (o principal responsavel pela viremia do VIH) e/ou primatas
infetados com mutantes do virus da imunodeficiéncia simia, que carece de nef, viveram

por periodos de tempo maiores que o0s esperados (Murray et al., 2005).

Inicialmente, na terapéutica contra o VIH usava-se a azidotimidina, um analogo
nucleosidico inibidor da transcriptase reversa, que, demonstrou ter eficacia limitada (6 a
18 meses) devido a uma rapida resisténcia das estirpes mutantes de VIH. De forma a
reduzir o aparecimento destas resisténcias a terapéutica, foram produzidos novos
farmacos como, por exemplo, os inibidores da transcriptase reversa como o ITIAM
(inibidor da transcriptase reversa nuleosidico), o ITINN (inibidor da transcriptase
reversa ndo-nucleosidico) e o IP (inibidor das proteases virais). Mais tarde impulsionou-
se a combinacdo de dois ou trés farmacos, com mecanismos de atuacdo diferentes,
dentro da mesma terapéutica. Os resultados obtidos foram muito encorajadores
evidenciando-se com as alteragdes provocadas no ciclo “natural” da infe¢do do virus
junto com uma notavel reducdo da mortalidade e morbilidade (ex: infecbes
oportunistas) e consequente retardacdo da infecdo. Esta estratégia foi entdo denominada

de terapéutica anti-retroviral altamente ativa ou HAART (do inglés Highly Active Anti-
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Retroviral Therapy) (Murphy et al., 2001). No entanto, as limitagdes terapéuticas
existentes (ex: efeitos colaterais indesejaveis dos farmacos como a toxicidade)
existentes obrigam a um uso prudente face a progressdao da doenca num determinado
instante e exigindo, muitas vezes, a suspensdo da terapéutica com reducdo do efeito
terapéutico. A partir do HAART conseguiu-se obter um maior controlo da proliferagédo
e da reducédo da carga viral tanto no sangue periférico como nos nédulos linfaticos até
um limite de detecdo de 20-50 coOpias de genoma viral/ pL (valores detetados por
marcadores bioquimicos usados no progndstico de doentes com risco elevado de
evolucdo da infe¢do) e um aumento do nimero de linfocitos T CD4" (Arosa et al., 2007;
Murphy et al., 2001). A recuperacdo do sistema imune é tanto maior quanto mais cedo
se iniciar o tratamento. De forma a contornar as limitagdes desta terapéutica, o
desenvolvimento de farmacos mais seguros e com novos mecanismos de agéo (evitando
resisténcias cruzadas) encontra-se em estudo ou em avaliacdo clinica. Outra estratégia
terapéutica € a criacdo de regimes de interrupcdo programada de tratamento (IPT) que
potenciem o papel do sistema imune no controlo da proliferacdo viral. Nesta estratégia o
farmaco utilizado é suspenso por um periodo de tempo adequado e estipulado como
suficiente para a obtencdo de uma ativacdo eficaz do sistema imune e da inducdo da
reversao para estirpes virais mais sensiveis ao tratamento. No entanto, este demonstrou-
se pouco eficaz uma vez que os resultados obtidos ndo foram significativamente
diferentes dos resultados obtidos nos casos controlo (sem interrupcao da terapéutica)
(Arosa et al., 2007). Em suma, a grande dificuldade de encontrar um tratamento eficaz
na infecdo por VIH passa por definir epitopos significativos, dada a heterogeneidade do
virus in vivo e da composicao genética do MHC das células do hospedeiro, que

condicionam fortemente a sua resposta.

IV- ALTERACOES NAS CELULAS NK PROVOCADAS PELO VIH

1. Efeitos provocados nas células NK durante a infecdo por VIH

As células NK séo cruciais para a primeira linha de defesa do sistema imunitario contra
infecBes viricas (Cooper t al., 2001). Os trés subconjuntos das células NK podem ser

definidos pela sua expressdo diferencial de CD56 e CD16. O maior subconjunto
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compreende as células citoliticas CD3"9CD56%™"CD16! (Jacobs et al., 2001). O
segundo subconjunto inclui as células imunorreguladoras CD3™CD56™¢"CD16"™¢
capazes de segregar grandes quantidades de citocinas e quimiocinas (Coopere et al.,
2001). Finalmente, o Gltimo subconjunto consiste nas células CD3™CD56"CD16"
recém-descritas (Mavilio et al., 2003; Mavilio et al., 2005). Durante a infecdo crénica
de VIH-1 a citotoxidade das células NK assim como a sua producdo de citocinas sdo
diminuidas, no entanto, estas deficiéncias poderao ter inicio em estados da doenga mais
precoces (Brunetta et al., 2010). Esta perda da atividade pode estar associada com o
aumento “anérgico” dos subconjuntos das células NK que expressam niveis de CD56
relativamente baixos (CD56"CD16*). Alguns autores propuseram que este
subconjunto pode influenciar a populacdo total das celulas NK (Mavilio et al., 2005).
Modelos in vitro sugerem que a viremia do virus pode contribuir para esta deficiéncia
(Kottilil et al., 2003). Desta forma, a desgranulacdo das células NK in vivo podera ter
inicio, provavelmente, durante a infecdo priméaria (Alter et al., 2004). Assim, varios
autores procuraram avaliar detalhadamente algumas alteraces sobre as células NK

antes, durante e apos a infecdo por VIH-1.

i Efeitos sobre o numero total de células NK ativadas na infecdo aguda por VIH-1

A infecdo pelo VIH tem mostrado provocar alteracdes levando a uma perda do nimero
das células CD3"™CD56"9"CD16™¢ (Mavilio et al., 2003; Azzoni et al., 2002; Hu et
al., 1995; Alter et al., 2004). Recentemente a acumulacdo das ceélulas
CD3"™CD56™M"CD16™9 tem sido descrita na fase crénica (Mavilio et al., 2005). Alter
e colegas avaliaram as alteracbes do comportamento das células NK durante as
diferentes fases da infecdo e no controle de individuos ndo infetados (Alter et al., 2005).
N&o tendo sido observadas diferencas no total de células NK, incluindo todos os
subconjuntos (CD3™CD56™"CD16™¢; CD3™CD56%"CD16P;
CD3™9CD56™9CD16P*) onde as células NK foram observadas ( grupos de individuos
com infecdo crénica ou em grupos de individuos sem infecdo — controlos) (Anexo D.1-
A). Em contraste, a percentagem total de células NK observada nos pacientes com

infecdo aguda demonstrou estar significativamente aumentada (p=0,05) (Anexo D.1-A).

! As células NK foram definidas como células expressadoras de CD3™CD7, método adaptado por Milush
e colegas (Milush et al., 2009).
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Em conjunto, estes dados sugeriram que a populacdo de células NK é em geral
expandida durante a infecdo aguda, retornando a niveis semelhantes aos observados em
individuos ndo infetados e em individuos com infecdo cronica. Alter e colegas,
apontaram ainda que as respostas das células T ocorriam depois das respostas NK e que
estas eram inversamente correlacionadas com a magnitude da atividade das células NK
durante a infecdo priméria (Alter et al., 2007). Naranbhai e colegas verificaram, que as
propor¢des das células NK ativadas durante a infecdo primaria aumentavam
significativamente (p=0,03) (Anexo C.1-B). Confirmando, que existe uma correlagio
positiva (r =0,68; p=0,0001) (Anexo C.1-C) entre as proporcoes de células NK ativadas
e as células T durante a aquisicdo de VIH-1, enquanto que no decorrer da infecdo estas
diminuiam progressivamente. Todavia, as propor¢des ativadas das células NK
correlacionaram-se de forma independente da carga viral (r = 0.35; p = 0,02) (Anexo
C.1-F), mas ndo com as contagens das células T CD4" (Anexo C.1-H). A diferenca
observada, na frequéncia dos niveis de células NK durante a infe¢do primaria entre os
individuos soropositivos, soronegativos e sorodiscordantes nao revelou ser significativa,
apesar do surgimento de uma fraca tendéncia numa maior frequéncia para os individuos
soronegativos. A variacdo das frequéncias dos subconjuntos das células NK ndo deferiu
entre a pré-infecdo e a pds-infecio. Em contrapartida, a proporcéo de células T CD8"

aumentou apos a infe¢do por VIH-1 (Naranbhai et al., 2013).

ii. Funcédo das células NK diminui durante a infecdo primaria por VIH-1

Para quantificar os efeitos do virus sobre as células NK, varios estudos foram realizados
de forma a avaliar o grau de desgranulagdo destas e o grau de secrecdo do IFN-y em
amostras de sangue coletadas antes e depois da infecdo, durante as fases iniciais da
infecdo priméria. Para tal, Naranbhai e colegas, submeteram as células NK a trés meios
de cultura com diferentes estimulacdes. Assim, apds a estimulacdo, ex vivo, no meio
contendo IL-2 isolada a proporcdo de células NK desgranuladas foi elevada durante a
infecdo primaria quando comparada com as propor¢des anteriores a aquisicdao da
infecdo (p=0,006) (Anexo C.3-A). Em contraste, a desgranulacdo como resposta das
células NK no meio contendo células 721 (Karre, 2008) foi significativamente reduzida
durante a infe¢do priméria (p=0,002) (Anexo C.3-A). Do mesmo modo, a estimulagdo

no meio contendo PMA/lIonomicina apresentaram a mesma tendéncia mas sem
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importancia estatistica (p=0,06) (Anexo C.3-A). N&o houve diferenca na propor¢do de
células NK secretoras de IFN-y no meio ex vivo contendo IL-2 isoladamente (Anexo
C.3-B). Apos estimulagdo com as células 721, estas apresentaram uma maior tendéncia
de secretarem IFN-y (p=0,09) (Anexo C.3-B). Da mesma forma, a propor¢édo de IFN-y
produzido apos estimulacdo com o meio PMA/lonomicina foi significativamente menor
apos a infecdo (p=0,03) (Anexo C.3-B).

iil. A frequéncia de células NK que expressam marcadores homing para os tecidos

linfoides encontrou-se aumentada na infecéo priméria VIH-1

Outro paréametro de avaliacdo de Naranbhai e colegas, foi a medicdo do impacto da
aquisicdo do virus no trafico de células NK (Naranbhai et al., 2013). A frequéncia de
células NK que expressam ambos CCR7, que permitem o transporte do virus para o
tecido linfoide (Robertson, 2002), ou integrinas a4 e b7, que permitem o homing para o
intestino (Rivera-Nieves et al., 2005) foram quantificadas. Demonstrou-se que a
frequéncia de células expressadoras de CCR7', apds a infecdo, aumentou
significativamente (p=0,0001) (Anexo C.4-A). Para estados mais avancados da infecédo
aguda, observou-se uma diminuicdo dos mesmos, nao retornando para os valores
iniciais. Em contrapartida, a proporcdo de células NK que expressam tanto as

subunidades de integrina a4 e b7 permaneceram inalteradas (Anexo C.4-B).

iv. Alteracdes nas proporcdes dos subconjuntos das células NK na infecdo por VIH

De modo a caraterizar as cinéticas através das redistribuicdes que ocorrem no interior
do compartimento das células NK, estudos (Alter et al., 2005) tiveram como base
individuos identificados durante a infecdo aguda. Tendo sido observada um aumento de
CD3"™CD56%™CD16* em individuos na fase aguda (Anexo D.1-B), em comparagio
com os controlos negativos (p=0,01). Em contraste, 0 CD3"™¢CD56"""CD16"™ foram
significativamente menores na infecdo aguda em oposicdo aos controlos negativos.
Embora tenha ocorrido um aumento ligeiro da propor¢cdo das células
CD3™CD56™CD16* na infecdo aguda, esta diferenca ndo foi significativamente
menor do que em individuos com infecdo crénica sem tratamento (p=0,005), indicando

uma acumulacdo deste com a exposicdo prolongada a viremia. O efeito da replicacéo
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viral persistente sobre a composicdo dos compartimentos das células NK também foi
alvo de estudo. Tendo-se verificado uma supressédo da replicagdo de infegOes virais
abaixo dos niveis de dete¢do em individuos na infe¢do aguda, que iniciaram o0 HAART
como linha de base. A proporgéo de CD3™9CD56""CD16"™9, permaneceu reduzida em
individuos com replicacdo viral persistente (p=0,01) (Anexo D.1-C), tendo aumentado
significativamente em individuos tratados durante a infecdo aguda (Anexo D.1-C). Em
contrapartida, a propor¢do de CD3"CD56"CD16* aumentou significativamente na
infecdo aguda nos sujeitos ndo tratados, ndo havendo alteracfes relevantes nos que
receberam tratamento. Em conjunto, estes dados demonstraram que a delecdo das
CD3™9CD56™"CD16™ inicia-se durante a infecdo aguda, seguida de uma perda
secundaria retardada de CD3™9CD56"™CD16" e de uma acumulagdo de
CD3™CD56™CD16* persistente no ambiente viral. Em contraste, o inicio da
HAART durante a infecdo aguda, demonstrou-se vantajosa resultando numa parcial
normalizacdo no interior das células NK (Alter et al., 2005). Para elucidar melhor as
propriedades funcionais destes subconjuntos, diferentes capacidades de reconhecer o
MHC em células alvo (Anexo D.2-A,B) e responder a estimulagdo mitogénica na
infecdo crdnica (Anexo D.2-C,D), medindo intracelularmente a producdo do IFN-y ¢ a
expressdo de CD107a foram avaliadas por Alter e seus colegas (Alter et al., 2004; Alter
et al., 2004). Apds a estimulacdo das células com MHC desprovidas de células K562, a
expressao e secrecdo de citocinas CD107a foram apenas reguladas pelos recetores KIR
que as células CD3"™CD56%™CD16"> expressam, mas ndo nas células
CD3™CD56™M"CD16™Y (Anexo D.2-A,B). Em contraste, quando se estimulou as
células com  PMA/lonomicina (Anexo D.2-C,D) tanto as  células
CD3™CD56%™CD16P como as células CD3"™CD56™CD16™ responderam &
estimulacdo. Interessantemente, as células CD3"CD56"CD16°* ndo foram capazes
de secretar citocinas ou de expressar CD107a ap0s a estimulagdo com as células alvo
desprovidas de MHC, respondendo apenas a um estimulo muito limitado com
PMA/lIonomicina (Anexo D.2-C,D). A comparacdo dos diferentes grupos demonstrara,
que a expressio de CD107a e a secrecdo de citocinas pelas células
CD3"™CD56%™CD16P* apds a estimulacdo com células K562, foram significativamente
elevados nos individuos infetados com progressao da replicacdo viral, em comparagédo
com sujeitos infetados com cargas virais indetetaveis, com infe¢cdo ndo progressiva ou
nos grupos controlo (p=0,05 para todas as comparacdes) (Anexo D.2-A,B). Assim, foi

associado um aumento da expressdo de moléculas KIR nas células NK nos individuos
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com virémia, em comparacdo com individuos que ndo apresentam virémia (63% versus
34%; p=0,001) (Mavilio et al., 2003). Em contraste, a capacidade das células NK
responderem ao PMA/lonomicina foi severamente prejudicada nos individuos com
infecdo crdnica progressiva, ao passo que a capacidade de responder a esse estimulo
permaneceu intacta nos ndo progressores (p=0,001). Assim, os resultados demonstraram
um efeito diferencial persistente da viremia na resposta das células NK, resultando num
aumento da capacidade de resposta a estimulacdo com as células K562 associadas a um
aumento da expressdo de KIR, mas reduzida capacidade de resposta global pela
estimulacdo com mitogénicos. Desta forma, as alteracdes na distribuicdo das células NK
tiveram um efeito importante sobre a desgranulacéo e a atividade funcional destas em
diferentes estados da doenca. Os individuos com doenca cronica ndo progressiva que
mantiveram as distribuicdes dos subconjuntos das células NK normais, também
manifestaram respostas funcionais das células NK adequadas a estimulagdo com

PMAV/lonomicina ou com as células K562.

As células NK sdo reguladas por varios recetores de ativacédo e de inibicdo (Pegram et
al., 2011). Uma familia importante de recetores NK séo os recetores KIR (Middleton et
al., 2010; Biassoni et al., 2009). Vérios KIR inibidores interagem especificamente com
0 HLA classe I, expresso nas potenciais células alvo (Biassoni et al., 2009). KIR2DL1
reconhece apo6tipos de HLA-C, com uma lisina na posicdo 80 (denominado de HLA-
C2), KIR2DL2/L3 reconhecem apotipos HLA-C com aspargina na posi¢do 80 (HLA-
C1) e KIR3DL1 reconhece apotipos HLA-B contendo o epitopo Bw4 (HLA-Bw4). A
interacdo dos KIR inibitérios com HLA garante tolerancia normal das células NK para
as células autologas, e os gatilhos de citotdéxidade das células NK em relacdo as células
de HLA comprometidos (ex: infetadas por virus) ou com HLA incompativel (ex: por
transplante) (Hoglund et al., 2010). Além disso, as interacdes entre KIR inibitorios/
HLA sdo necessarias para que as células NK amadurecam e ganhem competéncia
funcional ao ser acionado através dos seus recetores de ativagdo, um processo
conhecido como licenciamento ou maturacao (Hoglund et al., 2010). Ambos os KIR e 0
HLA loci mostram extrema diversidade entre a populacdo e de evolucéo rapida, o que
sugere que elas estdo sob selecdo mediada por patogenio e que influenciam o nivel de
evolugdo da doenca do individuo (Parham et al., 2005). De fato, diversos estudos
epidemioldgicos tém associado gendtipos KIR/HLA compostos com a suscetibilidade a
doencas infecciosas, condi¢es autoimunes, inflamatérias e cancro (Kulkarni et al.,
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2008). A genetica do hospedeiro pode ter um impacto importante na aquisicdo do VIH-
1 como polimorfismos em CCR5 e HLA (Kaslow et al., 2005). Notavelmente, a
discordancia do nivel do alelo de HLA de classe | entre pares na transmissao pode-se
correlacionar com uma diminuicdo do risco de transmissdo sexual ou perianal
(MacDonald et al., 1998; Lockett et al., 2001; Polycarpou et al., 2002; Dorak et al.,
2004; Mackelprang et al., 2008). As combinagdes KIR/HLA podem influenciar a taxa
de progressao da doenca (Martin et al., 2002; Gaudieri et al., 2005; Lopez-Vazquez et
al., 2005; Barbour et al., 2007; Martin et al., 2007; Jennes et al., 2011; Pelak et al.,
2011). Estudos em individuos soronegativos expostos ao VIH (HESN) também
mostraram um efeito de variacdo genética de KIR/HLA em suscetibilidade a aquisicéo
de VIH-1 (Jennes et al., 2008; Ravet et al., 2007; Boulet et al., 2008; Guerini et al.,
2011; Paximadis et al., 2011; Merino et al., 2011), e varios desses relatdrios com
KIR/HLA combinados com um perfil de ativagdo das células NK ser caracteristica de
individuos HESN (Jennes et al., 2008; Ravet et al., 2007; Boulet et al., 2008; Guerini et
al., 2011). Desta forma, os recetores KIR foram também alvos de estudo de diversos

autores:

V. Alteracdes das frequéncias dos recetores KIR expressos

Apods a infecdo pelo VIH-1, a expansdo da propor¢io de KIR ativados (KIR") foi
significativa, evidente e aparentemente mais elevada em individuos soronegativos (ndo
significativo). Antes da infecdo, a proporcéo de células NK KIR" que foram ativadas foi
significativamente mais baixa do que as células NK inibidoras (KIR") entre os
individuos discordantes e soropositivos. Nos soronegativos ndo atingiu significancia
estatistica (Naranbhai et al., 2013). Foi também analisado, a distribui¢cdo de recetores
KIR nas células NK durante o curso da infecdo por VIH-1 (Pascale et al., 1999). Assim,
considerou-se que nos individuos normais a expressdo em células NK era de,
preferencialmente, 20-38% das células expressas com pelo menos uma molécula KIR
(Anexo B.1 e B.3). A combinacdo de KIR expresso nas células NK varia entre
individuos. No entanto, estes dados foram consistentes com a heterogeneidade dos
apotipos KIR que predominantemente resultaram da presenca de um ou varios genes
KIR ativadores entre individuos (Uhrberg et al., 1997; Valiante et al., 1997). Nédo

ocorreram alteracdes significativas nas percentagens de KIR™ em individuos infetados.
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Em contraste, 0 nimero de KIR seguido de um complexo padrdo variado, acabou numa
diminuicdo de KIR" no que diz respeito ao status clinico. A expressio de KIR em
células NK sdo, portanto, diferencialmente afetadas como consequéncia direta ou
indireta da infecdo pelo VIH-1. O nimero total de células NK diminuiu durante a
progressdo da infecdo e o total nimero de células NK KIR™ correlacionou-se com esta
diminuicdo. De acordo com estes dados, o percentual de células NK KIR"™ néo se alterou

significativamente em individuos soropositivos.

Vi. Expressdo de recetores KIR especificos em individuos HESN

Estudos anteriores observaram em individuos HESN perfis de KIR especificos (Jennes
et al., 2008; Boulet et al., 2008; Guerini et al., 2011). Afim confirmar estes resultados,
foram comparadas frequéncias de genes KIR e genotipos KIR entre parceiros HESN.
Exibindo significativamente, maiores frequéncias de KIR2DL2 e KIR2DS2 e uma
frequéncia significativamente menor de KIR2DL3 nos controlos infetados (Anexo B.1-
AB). KIR2DL2 e KIR2DL3, alelos do mesmo locus do gene, foram caracteristicos do
grupo B centromérico e grupo A de apdtipos, respetivamente (Yawata et al., 2002;
Cooley et al., 2010). Nos individuos HESN, foram mais frequentes os homozigéticos
KIRDL2 e menos frequentes os homozigoticos KIR2DL3, em comparacdo com 0S
controlos infetados, e consistentemente com maior frequéncia de KIR com centromeérica
BB e frequéncias mais baixas dos gendtipos KIR AA entre os sujeitos HESN do que nos

controlos infetados (Anexo B.1-C).

Vii. Frequéncia de expressdo de recetores KIR na auséncia de HLA-C1, em
individuos HESN

KIR2DL2 e 0 KIR2DL3 regulam a funcdo das células NK de uma forma dependente de
HLA-C. Por isso, Jennes e colegas investigaram se as diferencas observadas nas
frequéncias de KIR2DL2/KIR2DL3 entre os grupos de individuos eram influenciadas
pelo transporte simultaneo de cognato de alelos HLA-C. Por conta propria, ndo houve
diferencas nas frequéncias alelicas de C1 e C2 entre os grupos em estudo (dados ndo
mostrados). A maior frequéncia do homozigético KIR2DL3 entre 0s controlos néo

infetados ocorreram preferencialmente com o conjunto C1 ou C2 (dados néo
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mostrados). No entanto, a maior frequéncia de homozigéticos KIR2DL2 entre sujeitos
HESN pareceu ser estatisticamente significativa apenas na auséncia de C1. Nao foram
encontradas diferengas nas frequéncias de Bw4-801 ou Bw4-80T, isoladamente ou em
combinagdo com KIR2DS1 ou KIR3DL1, entre os trés grupos (dados ndo mostrados)
(Jennes et al., 2013).

viii. Combinacdes KIR/HLA em casais VIH-1 discordantes e concordantes

A transmissdo ocorre, em parte, através da entrada do VIH nas células infetadas (virus
associado as células) presentes nas secrecdes genitais (Anderson et al., 2010; Salle et
al., 2010), que podem ser eficientemente orientadas por respostas dos alogénicos das
células NK. Assim, Jennes e colegas, apresentaram a hipotese, de que tais respostas séo
dependentes do nivel de incompatibilidade dos alogénicos KIR/HLA entre parceiros
sexuais, semelhante ao que é observado em apoétipos hematopoiéticos idénticos no
transplante de células estaminais, com auto-falta de HLA ou de KIR combinado, ou de
combinagdes de HLA que determinam se as células NK séo ativadas ou ndo (Moretta et
al., 2011). Para testar esta hipdtese, Jennes e colegas, compararam as frequéncias das
auto-faltas e das combinacdes de KIR/HLA entre parceiros discordantes e concordantes
(Anexo B.2). Tendo-se descoberto que os pares discordantes foram caraterizados por
um parceiro destinatario KIR2DL1/HLA-C2 com indice de parceiro HLA-C1/ C1
combinado, permitindo o escape a lise pelas células NK licenciadas com auto-indice
através de KIR2DL1. Os casais concordantes, por outro lado, foram caraterizados por
KIR2DL3 junto com o parceiro destinatario homozigético com HLA-C1/C2
combinado, entre parceiros, resultando numa combinacdo KIR/HLA que inibiu a lise
pelas células NK através KIR2DL3 (e KIR2DL1 que estava presente na maioria dos
individuos da populacdo em estudo). A maior frequéncia de homozigoticos KIR2DL2,
entre parceiros HESN destinatarios dos casais ndo discordantes, foi significativa e
correlacionou-se com o indice do genotipo especifico HLA-C do parceiro. Ndo foram
encontradas diferencas nas combinagdes alogénicas de KIR3DS1 ou KIR3DL1 com

HLA-Bw4 entre os casais VIH-discordantes e concordantes (dados ndo mostrados).

iX. Avaliacio das combinacfes KIR/HLA
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Jennes e colegas, investigaram ainda se as combinagdes KIR/HLA identificadas
independentemente se correlacionavam com o0 status dos casais concordantes e
discordantes, por utilizagdo de regressdo multivariada (Anexo B.3) (Jennes et al., 2013).
Todos os modelos, foram controlados para o indice do parceiro sexual, que foi
significativamente diferente entre casais concordantes e discordantes. A auto-falta do
KIR2DL1/HLA-C2 com a combinacdo HLA-C1/C1 e os homozigdticos combinados
KIR2DL3 com HLA-C1/C2 combinados de forma independente previu o estado casal, a
sua juncdo resultou num modelo melhor (Anexo B.3-Modelo 3). Destinatario
homozig6tico KIR2DL3 e em grande medida também o homozig6tico com o recetor
KIR2DL2 ndo independente contribuiu, também, para estados pares (Anexo B.3-
Modelo 1,2). Sugerindo, que no contexto de uma relacdo heterossexual estavel, o
gendtipo KIR recetor ndo influencia de forma independente a aquisi¢do do VIH-1, mas
depende do indice do genotipo de HLA do parceiro.

X. Estudo da capacidade de células NK lisarem células T CD4" por combinacdo de
KIR/HLA

Finalmente, diversos autores estudaram se as combinagdes de KIR/HLA observadas se
correlacionavam, in vitro, com a lise das células T CD4" pelas células NK (Jennes et al.,
2013). As células NK derivadas do sangue saudavel foram cultivadas num meio
contendo IL-2 e posteriormente co-cultivadas com células T CD4" derivadas de
individuos com VIH-1 (Anexo B.4, B.5). Os niveis de morte das células T CD4" foram
avaliados por citometria de fluxo. Onde todos os dadores de sangue apresentavam altos
niveis de lise das células K562 pelas células NK, que foram adicionadas como controlo
positivo (dados ndo mostrados). Os niveis de lise das células T CD4" variaram
amplamente entre os pares dador/paciente, mas ndo se correlacionaram com a carga
viral ou com o estado da terapia (Anexo B.4). Dos 12 pares de dador/pacientes testados,
7 foram caracterizados com uma auto-falta na combinacdo de KIR/HLA licenciados
(um dos quais tinha o dador exato com KIR2DL1/HLA-C2 e o paciente com uma
combinacdo de HLA-C1/C1 que é caracteristica dos casais discordantes); apresentando
maiores niveis de células T CD4" que sofreram lise (Anexo B.4, B.5). Cinco pares de
dadores/pacientes apresentaram uma auto-falta de combinagdes KIR/HLA (3 dos quais

tinha KIR2DL3 homozigoticos com HLA-C1/C2 combinagdo que é caracteristica dos
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casais concordantes) e apresentaram menores niveis de lise das células T CD4" (Anexo
B.4, B.5). A combinacdo KIR3DS1/HLA-Bw4, anteriormente associada a protecdo
contra 0 VIH-1 e contra a progressdo da doenca por inibi¢do in vitro da replicacdo do
virus (Martin et al., 2002; Pelak et al., 2011; Alter et al., 2007), foi contrariada por
Jennes e colegas, uma vez que manifestou niveis elevados de células T CD4" que
sofreram lise (Anexo B.4, B.5). A posse de um genotipo KIR BB centromérico (isto é,
homozigotico KIR2DL2) ndo se associou com o0s niveis aumentados da lise celular
mediada pelas células NK.

Os recetores NK humanos para moléculas do MHC classe | pertencem a familias
multigénicas e multialélicas de moléculas Ig-like (ex: KIR) e de lectinas tipo C (ex:
heterodimero CD94/NKG2) (Moretta et al., 1997; Lanier, 1998; Long et al., 1997).
Desta forma, Pascale e colegas investigaram alteracdes sobre a expressdo de um tipo de

recetores de lectinas tipo C em comparacao com os recetores KIR (Pascale et al., 1999):

Xi. Alteracdo da expressdo de CD94 nas células NK durante o curso da infecdo por
VIH-1

Semelhante a KIR, os dimeros CD94/NKG2 foram considerados preferencialmente
expressos em linfocitos NK. Nos individuos ndo infetados, aproximadamente 79% e
41% das células NK expressa CD94 e NKG2 respetivamente (Anexo A). Em contraste
com as células NK KIR", o percentual de células NK CD94" e as percentagens das
células NK NKG2" aumentaram com a progressdo dos sinais da infecdo (Anexo A.2).
Pascale e colegas observaram, ainda, que as células isoladas a partir de individuos com
deficiéncia em HLA classe | (em individuos negativos para o transportador associado
com a apresentacdo de antigénio — TAP), apresentavam um reportdrio diversificado de
KIR normal, mas complexos de CD94/NKG2A super-expressos (Zimmer et al., 1998).
Apontando que, em contraste com a KIR, o nivel de expressdo de recetores lectina-like
de MHC classe | se adaptavam ao ambiente do HLA classe I. Do mesmo modo, a
expressdo de KIR foi regulada geneticamente, sendo estavel em individuos normais
(Gumperz et al., 1996). Por outro lado, a exportacdo intracitoplasmética superficial de
heterodimeros CD94/NKG2 foi induzida por citocinas no desenvolvimento e

maturidade das células linfoides, e apds curto prazo na cultura in vitro na presenca de
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IL-15 (Mingari et al., 1998). Revelou-se também, que a distribuicdo de KIR em células
NK néo foram afetadas pela infecdo, enquanto a percentagem de células NK CD94" e
de células NK NKG2A" aumentaram com a progressdo da infe¢do. Confirmando, como
ja referido anteriormente, que as expressdes de KIR e de NKG de lectina C sdo

regulados através de vias distintas.

2. Casos-estudo de individuos resistentes a infe¢do por VIH

Para avaliar o papel das células NK na resisténcia contra o VIH-1, foram citados dois
casos estudo de sucesso. No primeiro caso, 0s autores estudaram a funcdo das células
NK num grupo de usuarios de drogas intravasculares soronegativos altamente expostos
(UDI EU), no Ho Chi Minh City, Vietname (Follezou et al., 1999). A escolha deste
grupo de estudo pelos autores, baseou-se em diversos fatores, tais como, injecdes de
agulhas compartilhadas e vérias infecdes virais encontradas nos vietnamitas UDI EU
(Follezou et al., 1999); que favoreceram a ativagcdo do sistema imune podendo resultar
em melhorias das defesas inatas, incluindo as respostas das células NK, que por sua vez,
podem interferir com a transmissédo do VIH. Encontrou-se citotoxidade das células NK
e as atividades secretoras em UDI EU, em dadores de sangue ndo expostos e UDI EU
que eventualmente sofreram soroconversdo. No segundo caso, 0s autores relataram o
caso peculiar de um paciente hemofilico co-infetado por VIH-1 e virus da hepatite C

(HCV), que por sua vez, desenvolveu respostas imunoldgicas incomuns.

i. CASODEESTUDO I

O primeiro caso de estudo baseia-se numa interpretacdo de um estudo coorte efetuado
por Scott-Algara e colegas, que investigaram as alteracdes da atividade das células NK
numa populacdo vietnamita de especial interesse. Uma vez que, os individuos
selecionados pertenciam a um grupo de usuarios de droga por via intracelular, altamente

expostos ao VIH (Figura.7).
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Figura.7-Caso estudo | (Adaptado de Scott-Algara et al., 2003).

A. Populacdo em estudo

Foram selecionados 37 individuos de alto risco de exposicdo ao VIH-1, recrutados a
partir de uma populacdo identificada como soronegativa entre 1996 e 1998. Entre os
UDI EU tratados no Centro de Desintoxicagcdo Trieu Binh, em Ho Chi Minh City
(Follezou et al., 1999). Todos os participantes foram acompanhados entre 3 a 5 anos no
Hospital Trieu Binh. Durante as visitas de acompanhamento, os individuos foram
submetidos a um exame clinico (recolha de amostra de sangue), onde os resultados, por
ELISA e PCR em ADN de PBMC foram negativos para o VIH-1 (Truong et al., 2003).
Cada participante teve ainda direito a consultas de aconselhamento para a reducdo do
risco, bem como consultas de psicologia e assisténcia médica. Embora a maioria ter
parado, eventualmente, a partilna de agulhas ao longo do tempo, outros continuaram
com comportamentos de risco, apesar do aconselhamento prestado, como a partilha de
agulhas e/ou frequentar locais publicos de usuarios de drogas injetaveis (galerias de
tiro), durante os primeiros anos apds o recrutamento (1 a 3 anos). Dez dos UDI EU
submeteram-se, voluntariamente, a soroconversdo. As amostras de PBMC destes foram
coletadas entre seis a dezoito meses antes da soroconversdo. Por fim, foram recrutados
28 individuos saudaveis do Banco do Dador de Sangue, em Ho Chi Minh City, como

grupo controlo (Tabela.5).
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Tabela.5- Caracteristicas da populacdo em estudo (adaptado de Scott-Algara et al.).

L Partilha
Injecdes/ )
’ Idade  Uso de drogas ) seringas/
No Grupo Género © b dia o
(anos) ® (anos) Galerias tiro
(range)
(%)
37 EU IDU M-34; F-3 46154 24,6 (13-31) 3,3 (1-4) 100
10 Soroconversores® M-8;F-2  47+4,4  253(12-35) 2,9 (1-4) 100
28 Controlos M-26; F-2  4047,7 - - -
Sorologia
HBV® HCV® HTLVY® Células T CD4/ Células T CD8/
N° Grupo 3 3
(%) (%) (%) mm°? mm®?
37 IDUEU 89 100 81 720,7+282.8 704,9+240,2
10  Soroconversores ° 80 100 50 734,5+284,6 937,9+540,2
28 Controlos 0 0 0 ND °© ND °©

 Média + Desvio Padréo (SD); ® Os dados sobre a duracdo dos UDI estavam disponiveis para 35 UDI UE
e 7 soroconversores. Foram calculadas as médias e os intervalos. Para os restantes 2 IDU EU e 3
soroconversores, a duragdo de mais de 15 anos foi estimada com base na historia do individuo. ¢ Virus da
hepatite B (HBV); virus da hepatite C (HCV); masculino (M); feminino (F); ndo feito (ND). ¢ N&o foram
observadas diferencas entre os IDU EU e soroconversores, exceto na soroprevaléncia (p= 0,047) da

exposicdo ao virus da leucemia T (HTLV). ® Antes da soroconversao.

B. Células Alvo utilizadas

As células alvo para os ensaios de citotoxidade utilizadas foram as K562, uma linhagem
de células eritroleucemicas, e as células Daudi, uma linhagem de células B derivadas do
linfoma de Burkitt. Utilizou-se também, para os ensaios de citotoxidade e de ADCC,
células T CD4" ndo infetadas ou infetadas pelo VIH-1 alogénico PHA-ativado, isoladas

a partir do PBMC de um dador vietnamita.

C. Ensaio de citotoxidade das células NK
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Os ensaios de citotoxidade foram conduzidos utilizando um método padrdo de
libertacdo de *'Cr (Scott-Algara et al., 1992). Todos os ensaios foram realizados em
triplicado. A percentagem da citotoxidade foi calculada através da equacdo:
2[(CPMexperimental — CPMespontaneo) / (CPMmaximo - CPMespontaneo)] X 100. A libertagéo
espontanea do °'Cr foi tomada apenas como radioatividade do sobrenadante das células
alvo, considerando que a libertagdo méaxima foi feita como radioatividade apds a lise das
células alvo com HCI. Foi também calculado o nimero de células efetoras por milhdo
de PBMC ou o nimero de células NK necessérias para atingir 30% da lise do liquido

(30 unidades liticas ou UL3p), onde a lise liquida é igual a (CpMexperimental — CPMespontaneo).

D. ADCC

Os ensaios foram realizados utilizando células T CD4" infetas com VIH-1 ou alogénicos
de células T CD4" ndo infetadas como células alvo e PBMC como células efetoras na
presenca de plasma autélogo em duas dilui¢bes diferentes (1:10 e 1:100). A lise das

células alvo foi medida por um método padronizado de libertac&o de *'Cr.

E. Método de andlise da producdo de citocinas e Analise estatistica

O método utilizado foi a analise de citometria de fluxo da producéo de citocinas pelas

células NK.

As analises estatisticas foram realizadas através do Student’s t test, Fisher’s exact test €
0 ndo paramétrico Mann-Whitney U test. O nivel de significancia de cada teste foi
ajustado para o teste multiplo utilizando a correcdo de Bonferroni. O limiar de
significancia foi de p <0,017, uma vez que o estudo apenas dispds de trés comparacdes

para cada teste.

F. Conclusdes observadas no estudo realizado por Scott-Algara e colegas

Z Contagens por minuto (cpm).
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Atividade citotoxica das células NK foi maior em IDU EU do que nos controlos ou nos

soroconversores

A investigacdo de Scott-Algara e colegas demonstrou que a atividade citolitica das
células NK é maior nos UDI EU do que nos individuos saudaveis ndo expostos

(controlos) ou nos UDI EU que, eventualmente, se soroconverteram.

Tabela.6- Resultados da atividade citolitica das células NK.

Células NKvs | Células NK
Percentagem de células NK entre
Grupo K562 vs Daudi
PBMC (%)
(razao E:T)! | (razdo E:T)?
UDI EU 17,548,4 50:1 (p<0,001) | 50:1 (p<0,01)
Antes da Depois da
Soroconversores soroconverséo soroconversao
18,2+10,8 14,8+9,4
Controlos 23,545,6 25:1 (p<0,01)

! Razdo entre células efetoras (E) e células alvo (T).

A percentagem de células NK entre PBMC nédo diferiu entre UDI EU e os controlos
(p=0,2) (Tabela.6). A percentagem das células NK foram também semelhantes entre os
UDI EU e os sorocoversores tanto antes como depois da soroconversdo (Tabela.6). A
atividade litica das células NK contra a linha de células K562 foi significativamente
superior nos UDI EU do que nos grupos controlo (Tabela.7 e Figura.8). A atividade
citolitica das células NK expressa em unidades liticas por PBMC ou por células NK foi
confirmada com a diferenca entre os UDI EU e os grupos controlo (Tabela.8). A
atividade litica das células NK foi também maior nos UDI EU do que nos grupos
controlo, quando as células resistentes de Daudi foram utilizadas como alvo (Tabela.6,
Figura.8). Na atividade das células NK contra as células T CD4" alogénicas infetadas
com VIH-1, que foram detetadas em células PBMC dos UDI EU ou dos controlos nao
atingiram significancia estatistica (resultados ndo mostrados). No entanto, ndo se pode

excluir o papel citotdxico das células NK desempenhado in vivo.
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Tabela.7 Atividade citolitica das células NK contra as células K562.

Atividade Citolitica

Unidades liticas vs PBMC 11,21 vs 1,45 ULg p<0,001/PBMC
Unidades liticas vs células NK 69,77 vs 6,93 UL3 p<0,001/ células NK

Tabela.8- Atividade citolitica das células NK sobre as células PBMC, como células efetoras e alogénicos

das células CD4" infetadas ou ndo infetadas como células alvo.

% De células lisadas num plasma com dilui¢cdo de 1:10

Célula efetora (PBMC) vs célula 2,89+3,46%
alvo (T CD4" infetas)
Célula efetora (PBMC) vs célula 1,35+2,96%

alvo (T CD4" ndo infetas)

Se as células NK desempenham um papel importante na resisténcia natural contra o
VIH nos UDI EU, ent&o individuos que se submetam a soroconversdo podem nao exibir
atividades elevadas das células NK semelhantes a infecdo. Para testar esta hipdtese,
Scott-Algara e colegas, estudaram 10 UDI EU que se submeteram a soroconversao
durante o estudo. Antes da soroconversdo, a atividade citotoxica das células NK contra
as células K562 foi comparavel a observada nos controlos e menor do que em UDI EU
(p< 0,001 com razdo E:T de 50:1 — Figura.8). Depois da soroconversao, os niveis de
atividade citolitica das células NK foram ainda menores (Figura.8). Tanto antes como
depois, 0s soroconversores, demonstraram pouca ou nenhuma atividade citolitica contra
a linhagem de células Daudi, em semelhanca aos controlos (Figura.8). Para analisar
ADCC na populacdo em estudo, foi testada a capacidade de PBMC em UDI EU (n=27)
e nos controlos (n=15) para lisar os alogénicos das células T CD4" infetadas ou ndo com
VIH na presenca de plasma autol6go. Nenhum ADCC foi observado quando PBMC dos
controlos foi usado como células efetoras (Tabela.8) Contudo, o ADCC contra
alogénicos das células T CD4" foi observado em 3 dos 27 UDI EU testados.
Percentagens similares dos alogénicos das células T CD4" infetadas e ndo infetadas
sofreram lise pelas PBMC em 2 dos 3 individuos (13,5% e 13,6% nas ndo infetadas e
11,2% e 14,7% das infetadas, respetivamente). Esta atividade pode dever-se a presenca

de aloanticorpos provocada por estimulagdo alogénica nestes individuos. Por dltimo, as
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células infetadas foram lisadas, mas ndo as células ndo infetadas (2,7% nos nao
infetados e 7,9% nos infetados foram lisados numa diluicdo de 1:10 do plasma,
respetivamente). Ou seja, foi observada ADCC especifica para o VIH em UDI EU,
contudo os anticorpos especificos para 0 VIH-1 ndo foram detetados por ELISA, testes
realizados a cada ano durante um periodo de quatro anos seguidos (resultados ndo
mostrados). Assim, ndo foi claro, se o ADCC nestes individuos foi devido aos
anticorpos com reatividade cruzada para o VIH-1 que ndo foram detetados por ELISA
ou se deveu-se a anticorpos dirigidos contra epitopos expressos nas células infetadas.
Embora tenha sido dificil avaliar a relevancia do ADCC na prote¢do contra 0o VIH-1
sobre os dados observados, a sua presenca em alguns UDI EU foi interessante,

apontando para a necessidade de estudos mais profundos.
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Imagem.8- Comparacdo da atividade citolitica das células NK em PBMC nos Controlos (C), UDI EU
(EU) e soroconversores (Shs — antes da soroconversdo; Sas — depois da soroconversdo), que foram
incubadas em meios com linhas celulares de K562 (em cima) ou Daudi (em baixo), indicando as raz8es
E:T das células. Cada caixa do diagrama de bigodes mostra a mediana e os percentis de distribui¢do das
percentagens de lise especifica. *Diferencas significativas entre UDI EU e cada um dos outros grupos
(p<0,0017) (adaptado de Scott-Algara et al., 2003).

A secrecao pelas células NK de citocinas e quimiocinas foi superior nos UDI EU

Tanto 0 IFN-y como o TNF-o modulam a infe¢do pelo VIH-1, in vitro, podendo
suprimir a replicacdo viral em certas condigdes (Koyanagi et al., 1988). As p
quimiocinas inibem a infe¢do por VIH-1, por competicdo e/ou por redugéo da expressao

de co-recetores de superficie como o CCR5 (Cocchi et al., 1995). Desta forma, foi
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avaliada a producdo de IFN-y, TNF-a e B quimiocinas (CCL3, CCL4, CCLS) por
coloragdo intracelular das células NK, in vitro. Os resultados de cada citocina e
quimiocina estudadas foram expressas como percentagem de citocina de cada célula
manchada por total de células NK (Figura.9). Na auséncia da estimulacdo de células
K562, as proporcdes de células NK manchadas tanto nos controlos como antes e depois
da soroconversdo foram baixas ou em niveis de fundo para todas as citocinas e
quimiocinas (Figura.9, esquerda). Em contraste, maiores propor¢des das células NK
coradas nos UDI EU foram positivas para todas as citocinas e quimiocinas (Figura.9,
esquerda). Apds estimulacdo das células K562, mais citocinas/quimiocinas expressas
pelas células NK foram positivas em UDI EU do que nos controlos. A significancia
estatistica (p<0,007) foi somente atingida para CCL3 e CCLD5, devido a dispersao dos
valores (Figura.9, direita). Em comparacdo com soroconversao (tanto antes como apos a
soroconversdo), UDI EU obtiveram mais células NK significativamente manchadas por
todas as citocinas e  quimiocinas apds a estimulagdo com as células K562 (Figura.9,
direita). Amostras de sangue de UDI EU, foram obtidas quando os participantes ainda
praticavam comportamentos de alto risco, com excecédo de oito individuos que relataram
mudancas comportamentais, reduzindo o risco no momento da colheita de sangue. As
atividades liticas e/ou secretoras das celulas NK néo diferiram tanto entre estes oito
individuos como nos outros UDI EU testados (dados ndo mostrados). Notavelmente,
tanto a atividade citolitica das células NK contra as células resistentes de Daudi e a
atividade secretora das células NK na auséncia da ativacdo, in vitro, também foram
superiores nos UDI EU do que nos controlos e soroconversores (dados ndo mostrados).
Sugerindo, que a atividade das células NK in vivo também pode ser aumentada nos UDI
EU. O aumento da producdo de citocinas e quimiocinas pelas células NK ativadas em
UDI EU poderd desempenhar um papel no processo de defesa contra o VIH-1.
Finalmente, avaliou-se os anticorpos HTLV, uma vez que foram detetados mais
frequentemente nos UDI EU do que nos soroconvertidos (Tabela.7). As atividades
citotoxicas e secretoras das celulas NK foram estratificadas de acordo com o status do
HTLV, ndo tendo se observado nenhuma associacdo em qualquer variavel (dados nao

mostrados).
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cada um dos quatro grupos (como na Fig.8). Cada caixa
do diagrama de bigodes mostra a distribuicdo mediana e os percentis das células NK que expressam
citocinas detetaveis. *Diferencas significativas entre UDI EU e cada um dos outros grupos (p<0,0017)
(adaptado de Scott-Algara et al., 2003).

Em suma, os resultados da investigacdo de Scott-Algara e seus colegas sugeriram que 0
aumento da atividade das células NK pode contribuir para a resisténcia contra a infecédo
por VIH-1 em vietnamitas UDI EU. O nimero e a proporcdo de células NK foram
semelhantes em todos os grupos do estudo, apontando que as diferencas nas atividades
das células NK estavam relacionadas a uma atividade funcional que se encontrava
aumentada nos UDI EU, quando comparada tanto com os controlos como com 0s
soroconversores, em vez de se verificar uma ampliacdo da atividade das células NK.
Assim, em vietnamitas UDI EU, o sistema imunoldgico pode ser ativado devido as
multiplas infecdes que acontecem nessa populacdo (Follezou et al., 1999). A exposicao
ao virus estimula a atividade das células NK in vivo e em in vitro (Dokun et al., 2001).
Além disso, a estimulacdo alogénica apos a injecdo de alogénicos de células durante a
partilha de agulhas também pode ativar as células NK. E possivel que a estimulagio
alogénica forneca alguma protecdo contra a infecdo por VIH-1, possivelmente por
induzir a producdo de fatores inibitdrios especificos para o VIH-1 (Wang et al., 1999).

No entanto, embora os UDI EU e soroconversores apresentarem semelhantes habitos na
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forma como usavam as drogas, 0s soroconversores exibiram menor atividade citolitica
das células NK e de secre¢do antes da soroconversao do que os consumidores UDI EU
que injetam a droga. Portanto, os resultados relevaram uma associacdo entre as células
NK e a resisténcia a infecdo. Em UDI EU, a atividade NK pode ser afetada de diferentes
pardmetros ambientais. Uma diminuicdo da atividade das células NK tem sido associada
com a utilizacdo parentérica de heroina (Novick et al., 1989). UDI EU podem
apresentar um fundo genético que favorece a ativacdo das células NK através da
expressao de uma determinado padrdo de células NK ativadoras ou de recetores
inibitérios dos seus ligandos (Moretta et al., 2002).

ii. CASO DE ESTUDO I1

Recentemente, tem-se prestado especial atencdo sobre os individuos hemofilicos, uma
vez que estes tém vindo a apresentar um maior risco de infegdes transmitidas por virus
através do sangue. Medidas drasticas, tém sido tomadas para controlar as transfusdes
em hemoderivados. Fregni e colegas acompanharam, a longo prazo, um caso peculiar de
um paciente hemofilico assintomatico co-infetado tanto por VIH-1 como pelo virus da
hepatite C (VHC), desde a infancia, que desenvolveu respostas imunes incomuns
(Figura.10). Aproximadamente 15 a 30% dos individuos infetados com VIH-1
apresentam co-infecdo pelo VCH, sendo este a causa mais comum de doenca hepatica

cronica e a principal causa de morte em hemofilicos (Rangi et al., 2011).

High number of CD56bright NK-cells and persistently low CD4+ T-cells in a
hemophiliac HIV/HCV co-infected patient without opportunistic infections
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Imagem.10- Adaptado de Fregni et al., 2013.

A. Populacdo em estudo

Hemofilico moderado do sexo masculino com 38 anos de idade, diagnosticado com co-
infecdo por VIH (subtipo B, CCR5"), em 1988, e HCV (subtipo 4), em 1998. Ambas as

infecdes foram transmitidas por uma transfusdo de sangue recebida, em 1982, durante
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uma cirurgia de quadril para uma fratura. A partir de 1989, recebeu diferentes linhas de
tratamento anti-retroviral (ART), e, em seguida, de HAART com reduzida adesdo a
terapia, interrompendo voluntariamente até 2008 e desde entdo retornado a terapia
cumprindo-a corretamente. Foi consequentemente identificada uma mutagdo 215S na
transcriptase reversa do VIH, que induziu resisténcia & Azidotimidina. A infecdo por
VHC nunca foi tratada. Além disso, a sua avaliacdo hepatica como observada com a L-
aspartato aminotransferase (AST), a L-alanina aminotransferase (ALT) e marcadores

gama-glutamil (yGT) ndo foi muito perturbada (Figura.11).
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Imagem.11- Determinacdo da fungéo hepatica através de ensaios a enzimas do figado ao longo do tempo
[AST (U/L) - circulos cinza; ALAT (U/L) — quadrados cinza; yGT (U/L) — tridngulos pretos] e a carga
viral de VHC ao longo do tempo (nimero VHC UI/mL) - cruzes pretas (Adaptado de Fregni et al., 2013).

Em 1996, o paciente recebeu uma protese para o olho esquerdo, apds um acidente de
paintball e em 2011 um quadril de substituicdo para a osteonecrose conhecida desde

1982. Nenhuma das cirurgias revelou efeitos colaterais infeciosos.

B. Conclusdes observadas por Fregni e colegas

Avaliacdo da contagem de células T CD4" e carga viral

Ao longo dos 30 anos de acompanhamento, o0 paciente ndo manifestou infecdes
oportunistas ou cancro relacionados com o VIH ou com o VHC, apesar dos nimeros
dos linfocitos T terem-se mantido extremamente baixos. Em 1989, realizaram-se as

primeiras contagens de células T CD4* com 196/mm®. A partir de 1995, as contagens
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permaneceram entre 5 e 59/mm® (Figura.12). As cargas virais do VIH foram
praticamente indetetaveis (abaixo de 40copias/ml) ou muito baixas (correspondente com
as interrupgdes deliberadas de HAART) desde 2008 (Figura.12).
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Avaliacdo das proporc¢des dos subconjuntos das células NK e da expressdo de recetores

citotoxicos naturais

A alteracdo das proporcdes dos subconjuntos CD3"™CD56™"/ CD3™9CD56%™
acompanhada com niveis de carga viral praticamente indetetaveis, na infecdo por VIH
assintomatica ou com baixa contagem de células T CD4", tém vindo a ser relatadas por
varios autores (Alter et al., 2005; Meier et al., 2005). Ironson e colegas, descreveram
um grupo raro de individuos assintomaticos infetados por VIH que apresentavam niveis

muito baixos de células T CD4" (Ironson et al., 2001). Estes pacientes expunham de
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maiores nimeros de células NK com maior poder citotoxico, em compara¢do com 0s
individuos que apresentavam contagens superiores de células T CD4" e dos niveis de
carga viral (Ironson et al., 2001). Assim, durante os ultimos dois anos do estudo, foram
explorados por citometria de fluxo multi-pardmetro o estado imunofenotipico e
funcional (Alter et al., 2004) das células CD3™9CD56™""™ (Figura.13, A;B;C:D).
Admiravelmente, foi observada uma percentagem anormalmente elevada de células NK,
representando aproximadamente 40% dos linfécitos da periferia, tendo sido
caraterizadas por uma expansio do subconjunto das células CD3"¢CD56" "™
(aproximadamente 30-50% das células NK) (Figura.13, A;B). A percentagem de células
CD3™9CD56™9" pareceu aumentar quando os nimeros das células T CD4" diminufam.
Para além disso, a carga viral do VIH encontrava-se inferior a 40copias/ml (Figura.13,
B). Estas células manifestaram altos niveis de expressao de recetores com citotoxidade
natural: NCR1 (NKp46), NCR3 (NKp30) e NKG2D em comparagdo com as celulas
CD3™9CD56"™. A expressdo de NCR2 (NKp44), geralmente é induzida em células NK
ativadas e tem-se mostrado super-expressa em pacientes infetados por VIH com niveis
baixos de células T CD4" (Vieillard et al., 2005), podendo também estar envolvido na
sua lise celular (Freud et al., 2005; Smith et al., 2001). No entanto, Fregni e colegas,
observaram baixa expressdo do NKp44, assim como de CD69, sem marcacdo para
CD57 ou CD25 (dados ndo mostrados). O recetor inibitorio CD94/NKG2A foi expresso
em todas as células CD3™CD56°"9" e também na maioria das células CD3"CD56"™.
A expressdo elevada de NKG2A, que foi observada, tem vindo a ser relacionada,
inversamente, com a fuga das células T CD4" infetadas por VIH da lise das células NK
(Zhang et al., 2007). No entanto, ndo se pode excluir a lise das células T CD4" pelas
células NK, uma vez que as células CD3"¢CD56""" foram ativadas eficientemente pela
linhagem celular K562 (Alter et al., 2004; Aktas et al., 2009). Em contrapartida, houve
uma baixa expressio de CD158b nas células CD3™CD56"™ e nas células

CD3"™CD56™" assim como, uma fraca marcagdo com CD158a (Figura.13, C).
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Imagem.13- Percentagens das células NK e seus subconjuntos. Potencial litico das células NK. A- gréfico
de pontos representando as células CD3™CD56""CD16™Y,  CD3™CD56"""CD16,
CD3"™CD56""CD16P e CD3™CD56™CD16P*. Analise da dispersio para a frente e para a lateral. B-
nimeros absolutos de células T CD4" [linha cinza claro (n® CD4/mm?%)], percentagem total de células
CD3"™CD56"" [linha cinza escuro (%CD3™CD56"9™)] e carga viral do VIH [linha preta (n°
cOpias/mL)] durante um ano. C- gréfico de pontos representado a expressdo de recetores ativadores e
inibitérios das células NK entre as células CD3™CD56”"M™CD16™® e CD3"™CD56™""CD16P*, D-
grafico de pontos representando a desgranulagdo de CD107a e secrecdo de IFN-y em células
CD3"™CD56"" e CD3"™CD56"™, por ativacio de PBMC pelas células K562 (Adaptado de Fregni et al.,
2013).
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Avaliacdo do potencial de desgranulacéo das células NK e da expressédo de citocinas
Thle Th2

O potencial de desgranulacdo das células NK (% de CD107a), que se correlaciona com
a citdlise direcionada (Alter et al., 2004; Aktas et al., 2009), geralmente exercida pelas
células CD3™CD56"™ (Nagler et al., 1989), foi realizado principalmente pelas células
CD3™9CD56™". Inesperadamente, estas ndo produziram IFN-y apds a ativagdo pelas
células K562 (Figura.13, D). O microambiente de citocinas pode também alterar a
imunofenotipagem das células NK. Desde a IL-15 e/ou a IL-21 (Meier et al., 2005;
Parrish-Novak et al., 2000) que regulam a homeostase assim como as fungdes efetoras
das células NK, a auséncia de IL-15 pode favorecer a producdo de células
CD3™9CD56™" induzindo uma mudanca nas proporcdes de CD3™9CD56°"9"
CD3™9CD56"™. De fato, as citocinas Thl e Th2 (TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-
10) ndo foram detetadas no soro do paciente (dados ndo mostrados).

Em suma, Fregni e colegas observaram que ao contrario do que normalmente se
verifica, uma substituicdo das células CD3™CD56™" pelas células CD3™CD56"™,
funcionalmente defeituosas, que é um dos mecanismos subjacentes da resposta das
células NK prejudicadas vulgarmente observada em individuos infetados por VIH/VHC
(Mavilio et al., 2003; Mavilio et al., 2005). O individuo em estudo, hemofilico co-
infetado com VIH/VHC, ndo foram observadas estas alteracGes, uma vez que este
apresentou niimeros baixos das células CD3™9CD56%™CD16"* em relacdo as células
CD3"™9CD56™" funcionais, sugerindo um cenario incomum que envolve a infecdo por
VIH e também, possivelmente, a infecdo por VHC (Kramer et al., 2012). E de interesse
notar que as respostas observadas poderdo também estar envolvidas na protecdo deste
paciente para o desenvolvimento de complicacfes secundarias ligadas as infecGes por
VIH/VHC. Por ultimo, o estudo deste individuo langou uma nova luz sobre 0s possiveis
mecanismos de adaptacdo imunoldgicos que poderdo controlar a infecdo pelo VIH. Um
papel das células NK contra a ndo progressao de ambas as infecdes foi provavelmente
relacionada com a incomum proporcdo dos subconjuntos das células NK observadas
(Kramer et al., 2012).
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V — CONCLUSAO

Varios autores acreditam que a imunidade inata pode estar envolvida na resisténcia a
infecdo por VIH e que pode desempenhar um papel determinante no primeiro encontro
com o0 virus, assim como auxiliar a expansdo da resposta imune adaptativa. Desta
forma, vérios autores procuraram responder a esta questdo estudando as alteragdes que
ocorreram sobre as células NK durante a infecdo pelo VIH. Concluindo, que na infe¢do
aguda existe um aumento significativo do nimero total de células NK ativadas, que
retornaram para valores inferiores durante a infecdo cronica. Durante a infe¢do aguda,
observou-se ainda um aumento da expressdo dos recetores homing para os tecidos
linfoides contribuido com o aumento da carga viral, que retornaram para valores iniciais
na infecdo crénica. Apos a infecdo, verificou-se um aumento da desgranulagcdo das
celulas NK, como resposta ao estimulo ex vivo com IL-2, no entanto, a resposta para a
secrecdo de IFN-y foi muito reduzida. Demonstrou-se alteracbes nos subconjuntos das
células NK, onde inicialmente se evidenciou um aumento do subconjunto das celulas
CD3™CD56%™CD16P* com grande atividade citolitica. Com o decorrer da infecéo,
demonstrou-se que existe, primeiramente, o declinio do subconjunto imunorregulador
CD3™CD56™M"CD16™9, seguido de uma perda secundaria retardada do subconjunto
CD3™CD56%™CD16” e  simultinea  acumulacdo  do  subconjunto
CD3™9CD56™CD16P*, que ndo demonstrou capacidade de resposta (ex: producédo e
secrecdo de citocinas). Estudos sobre os recetores NK KIR, revelaram uma maior
ativacio dos recetores NK KIR" em relagdo aos recetores NK KIR’, na infe¢do primaria.
Esta proporcdo correlacionou-se com o aumento do numero total de células NK
ativadas, que diminuiu, posteriormente, com a progressdo da doenca. Verificou-se
ainda, que nos casais VIH-discordantes, as células NK apresentaram maior capacidade
citolitica sobre as células T CD4" infetadas do que nos casais VIH-concordantes.
Sugerindo que, no contexto de uma relacdo heterossexual estavel, o genotipo KIR do
recetor ndo influencia de forma independente a aquisicdo do VIH, mas que depende do
indice do gendtipo de HLA do parceiro. A expressdo de recetores lectina-like,
nomeadamente 0 CD94/NKG2 apresentam altos niveis de expressdo, na infecdo
priméaria, que aumentam com a progressdo da infecdo. Apesar do VIH apresentar
mecanismos de escape & agdo das células NK, conduzindo a progressdo da infecéo,
existem casos de individuos, cujo o sistema imune inato, consegue contrariar estes
mecanismos de escape do virus impedido a progressdo da infecdo. Como pode ser
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observado tanto no caso estudo I, onde o sistema imune inato da populacdo em estudo
se encontrava bastante ativo, conferindo protecéo contra a infe¢édo pelo VIH. Como no
segundo caso, em que o individuo em estudo manifestou alteracdes nas distribuicdes
dos subconjuntos das células NK que lhe conferiram protecdo. Desta forma, é
necessario efetuar-se mais estudos detalhados sobres as alteracdes das células NK e da
forma como estas respondem aos diferentes estimulos para que se possa ter uma no¢do

mais clara do papel que estas desempenham na infecdo por VIH-SIDA.
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VIl — ANEXOS

ANEXO A

Regulagéo diferencial de recetores CD94 Ig-like e de dimeros de lectina das células NK

e T em individuos infetados pelo VIH-1 (Pascale et al., 1999).
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A.1 - Fendtipo de superficie celular das células NK e T a partir de Individuos seronegativos. Foi

utilizado para uma anélise detalhada um Gating de dispersdo eletronica onde foram selecionados os

linfocitos vivos. Os nimeros indicam a percentagem de células em cada quadrante (imagem adaptada de

Pascale et al., 1999).

% NK lymphocyte®

Study group CD158a CD158b p70 p50.3 CD94 NKG2A
Control 32+3 38+3 20+3 20+ 4 76 +4 40+3
Clinical status A 27 +5 41+5 22+4 156+4 84 + 5° 49 + 57
B 31+4 33+5 18+3 17+4 78+4 46+ 5
C 22+3 37+4 33+9 21%5 94 +2 65+5
CD4* T cell 1 21+4 40+ 8 24+5 10+5 76 + 11 577
absolute numbers 2 31+4 51+6 193 17 +3 86+7 46+5
3 23+3 37+6 25+8 21+5 89+4 62+ 4
Viral load VL1 34+6 3945 24 +5 20+ 7 84+8 56+7
VL2 26+3 46 + 8 32+8 20+5 84 +8 46+ 4
VL3 22 +4 44 + 7 15+3 12+ 3 88 +7 54+5

a) Mean percentage + SEM.

b) Statistically significant differences (p < 0.01) between values obtained from healthy and HIV-1-infected individuals.

A.2 — Tabela de distribuicdo dos subconjuntos dos linfocitos NK em amostras de sangue de dadores

saudaveis e em pacientes infetados por VIH-1 (adaptado de Pascale et al., 1999).
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% CD3* lymphocyte®

Study group CD158a CD158b p70 p50.3 CD94 NKG2A
Control 2+04 3.8+0.7 1+02 25+0.6 1 2441 5+09
Clinical status A 21+04 57+0.6 23+05 1.6+04 13+1.3° 5+0.8
B 391 6.4+1.1 15403 1+0.3 14+£1.2 53+0.7

C 25+0.8 57+09 24+12 16+04 21 +2.7 6.4 +1
CD4* T cell 1 2+0.3 5+09 23+05 0.9+04 10+ 1.4° 83+05
absolute numbers 2 3+0.7 5.8+0.6 1.5+0.3 1.4+03 14 +£1 6.3+0.7
3 27+06 6+1 24+12 1.7+04 21+26 6+0.8

Viral load VL1 19+0.2 6.5+0.7 24 +1 1.2+ 0.3 14+2 61
VL2 361 5+0.7 24+06 1.6+0.4 14 +1 5+0.6
VL3 3.1+08 59+1 156+03 1.5+£05 17£3 6+0.8

a) Mean percentage + SEM; percentages are defined by dual-color fluorescence analysis (CD3/NKR).
b) Statistically significant differences (p < 0.01) between values obtained from heathly and HIV-1-infected individuals.

A.3 — Tabela de distribuicio dos subconjuntos dos linfocitos T expressando varios NKR, em amostras de

sangue de dadores saudaveis e em pacientes infetados por VIH-1 (adaptada de Pascale et al., 1999).

ANEXO B

Incompatibilidade de KIRininitsrio/HLA em parceiros sexuais, confere protecdo contra a

transmissdo de VIH-1 (Jennes et al., 2012)
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B.1 — Frequéncias de genes e de gendtipos KIR em
individuos soronegativos expostos em comparagdo com
os controlos e individuos infetados de baixo risco.
Diferengas entre grupos foram comparadas por testes x?
ou por testes exatos de Fisher, quando se esperava uma
contagem de células inferior a 5. Individuo
seronegativo exposto ao VIH, n=35 (HESN); baixo

risco dos controlos, n=74 (LR); controlos infetados por VIH-1, n=68 (VIH); centromérico (Cen): sdo
mostrados valores de P < 0,05. A: genes inibitorios KIR. B: genes ativadores de KIR. C: genétipos
KIR2DL2/KIR2DL3. D: gendtipos centromérico KIR (Adaptado de Jennes et al., 2012).
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Recipient Index DCvsCC

Type® KIR HLA HLA DC (n = 35) CC(n=235) OR 95% Cl Pt

Matched 2DL1 Any ci2 32 54 0.40 0.15-1.07 066
Matched 2001 Any Ca2L2 24 23 1.04 0.34-3.18 947
Missing self 2DL1 ci/Cc2 cifC1 23 3 10.1 1.19-856 .028
Missing self 2DL1 c2Cc2 ci1C1 9 1 0.75 0.16-3.63 1.000
Matched 2DL22D2 Any Ci1.C1 6 0 NA NA 239
Matched 2DL 22012 Any Cci1L2 18 6 354 0.66-18.9 151
Missing self 2DL2/2DL2 Ci/Ct cae2 0 o NA NA NA

Missing self 2DL22DL2 ci/C2 cafc2 o 0 NA NA NA

Matched 2DL2/2DL3 Any ci1Le1 17 1 1.60 0.41-6.26 495
Matched 2DL2/2DL3 Any ci2 11 14 0.77 0.19-3.16 1.000
Missing self 2DL2/2DL3 Ci/C1 c2C2 3 0 NA NA 1.000
Missing self 2DL2/2DL3 ci/C2 cz22 o 0 NA NA NA

Matched 2DL32DL3 Any CiC1 14 9 1.78 0.39-8.09 710
Matched 2DL3/2DL3 Any cifc2 3 34 0.06 0.01-0.48 .001
Missing self 2DL32DL3 Ci/Ci1 cz22 6 9 0.65 0.10-4.13 1.000
Missing self 20132013 Ci/C2 ca2L2 9 6 155 0.24-9.88 1.000

Data are percentages. Pvalues < .05 are in bold.

DC indicates HIV-1 discordant couples; CC, HIV-1 concordant couples; OR, odd's ratio; Cl, confidence interval; and NA, not applicable.

“According to models described by Moretta et al.** "Matched™ occurs when the specified inhibitory KIR of the recipient recognizes an HLA-C allotype present in the index
(regardiess of recipient HLA). *Missing saif” occurs when the specified inhibitory KIR of the recipient recognizes an HLA-C allotype present in the recipient that is lacking in the ndex.

+x? tests or Fisher exact tests when cells have axpected counts less than 5.

B.2 — Frequéncia das combinag@es ou auto-falta de alogénicos KIR/HLA através de destinatarios entre

parceiros infetados de casais concordantes e discordantes (Adaptado de Jennes et al., 2012).

Predictor variables OR 95% Cl P AlC
Model 1
Index male sex 0.02 0.003-0.19 < .001 é3.9
Racipient KIR2DL2/KIR20L2 3.48 0.39-31.1 264
Racipient KIR2DL1.C 1/C2 + index C1/C1 176 1.80-174 .014
Racipient KIR2DL3KIR2DL3 1.21 0.26-5.71 809
Racipient KIR2DL3/KIR2DL3 + index C1/C2 0.04 0.002-0.86 .039
Model 2
Index male sex 0.02 0.003-0.20 < .001 62.0
Recipient KIR2D[2KIR2DL2 3.17 0.41-245 269
Recipient KIR2DL1/C 1/C2 + index C1/C1 173 1.80-170 014
Racipient KIR2DL3KIR2DL3 + index C1/C2 0.05 0.003-0.82 036
Model 3
Index male sex 0.02 0.003-0.18 <.001 612
Recipient KIR2DL1/C 1/C2 + index C1/C 1 145 1.50-138 .020
Recipient KIR2DL3/KIR2DL3 + index C1/C2 0.04 0.002-0.66 .025

Data are calculated by binomial logistic ragression analysis. P values < .05 are in bokd. OR values > 1 are predictive of HIV-1-discordant status, OR values < 1 are
predictive of HIV-1—concordant status. Modeis 2 and 3 are obtained from model 1 by backwards stepwise selection based on the AIC. The model with the lowest AIC shows the
bestfit

OR indicates odds ratio; Cl, confidence interval; and AIC, Akaike Information Criterion.

B.3 — Analise dos efeitos multivariantes de KIR/HLA no status dos casais concordantes e discordantes

(Adaptado de Jennes et al., 2012).
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NK cells CD4* T cells Donor KIRHLA Patient HLA Donor/patient KIR/HLA CD4* T-cell killing
Blood donor  Patient  HIV-1 load” KIRt KIR2DL HLA-C HLAC Missing selff  3DS1/Bw¢  7-AAD(%2)  AnnexinV (%)
BFCo1 ITMo1 452 AA 2DL1 + 2DL33 Cc2/Cc2 CciC1 2001 Yes 12.65 3.85
BFCo8 ITM21 < 1.30 AA 2DL1 +2DL33 Ci1/C1 Cca22 2DL3 Yes 1217 12.87
BFCo1 ITMo3 < 1.30 AA 2DL1 +2DL33  cz2/Cc2 ciC1 20L1 Yes 11.04 4.87
BFCO05 TM13 543 =] 2DL1 + 2DL22 c1/C2 c2C2 2DL2 Yes 5.38 7.05
BFCo8 ITM15 < 1.30 88 2DL1 + 2DL22 C1/Cc2 Cci1C1 2DL1 No 5.21 6.41
BFCos TM17 < 1.30 B8 2DL1 + 2DL22 Cc1/C2 c2/02 2DL2 Yes 4.10 4.93
BFCo7 TM19 < 1.30 AB 2DL1 +2DL23  Ci/C2 CaC2 2DL23 No 3.73 4.48
BFCo6 TM18 < 1.30 88 2DL1 + 2DL22 c1/C2 cifez2 None No 252 2.69
BFCo3 TM12 < 1.30 AA 2DL1 + 2DL33 ca/c2 ci1Lez2 None No 0.58 1.22
BFCo3 ITMo2 5.53 AA 2DL1 + 2DL3/3 ca/C2 ci1L2 None No 0.16 0
BFCos IT™M24 464 AA 2DL1 +2DL33  Ci/Ci ciLez2 None No 0 0
BFCo7 ITM23 4.7 AB 2DL1 +2DL2/3 ci1/C2 ciLez2 None No 0 0

Every healthy blood donor is assessed against 2 different HIV-1 patients. The data are sorted in descending order based on CD4* T cell killing (% 7-AAD). There were no
missing self combinations at the level of KIR3DL 1/HLA-Bw4.

“Data are logs HIV-1 BNA copies/mL. All patiants with undetactable (< 1.30 logso copies/mL) are under antiratroviral therapy, all patients with detectable (= 1.20 logio
copies/mL) are therapy-naive.

tCentromeric KIR genotypes.

$Defined as the blood donor inhibitory KIRs that recognized an HLA allotype present in the blood donor but that was lacking in the HIV-1 patient.

B.4 — Respostas, in vitro, dos alogénicos das células NK contra as células T CD4" derivadas de pacientes

infetados como funcéo do geno6tipo KIR/HLA (Adaptado de Jennes et al., 2012).
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B.5 — Acfo litica das células NK alogénicas, in vitro, sobre as células T CD4" derivadas em pacientes
infetados por VIH-1 em fun¢do do gendétipo KIR/HLA. Analise as diferengas entre os grupos por meio de
testes U de Mann-Whitney ou de Kruskal-Wallis, as linhas horizontais linhas representam os valores
medianos. A: Efeito dos geno6tipos KIR centroméricos de doadores de células NK. B: Efeito da auto-falta
em células NK, de dadores infetados por VIH-1, nas combinagdes KIR / HLA do paciente. A falta destas
combinacOes é definida como a doagdo de células NK KIR inibidores, que reconhecem haldtipos HLA
presentes no doador de células NK, mas que estd em falta no paciente infetado por HIV-1 (Moretta et al.,
2011). C: Efeito de KIR3DS1 no dador alogénico de células NK em combina¢do com HLA-Bw4 do
paciente infetado por VIH-1. (Adaptado de Jennes et al., 2012)
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ANEXO C

Alteracdes na ativacgdo e funcéo das celulas NK durante a infecdo priméria por VIH-
1(Naranbhai et al., 2013)
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C.1 — A infecdo primaria do HIV-1, foi associada com a ativacdo das células NK. As células NK (B)
foram ativadas a seguir a infecdo do VIH. A proporcdo de células T ativadas e células NK foram
correlacionados significativamente antes (C), mas ndo na sequéncia da infecdo por VIH-1 (D). Em
contraste, durante a infecdo primaria, a ativacdo das células NK (F), foi correlacionada positivamente (H)

com a carga viral de VIH (log 10 copias/ mL) (adaptado de Naranbhai et al., 2013)
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C.2 — Apoés a infecdo, um aumento da proporcdo de células NK ativadas no sangue expressa recetores
KIR. A: proporcio de células NK KIR no sangue aumentou apds a infecdo por VIH. B: A proporgéo de

células NK KIR nao diferiu entre os estdgios de infecdo primaria pelo VIH (soronegativas,
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sorodiscordantes ou soropositivos). C: As células NK KIRP® foram mais ativadas do que as células NK

KIRneg (adaptado de Naranbhai et al., 2013).
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C.3 — Apo6s a infecdo pelo VIH as respostas das células NK para estimulagdo foram diminuidas.
Desgranulacdo das células NK (A) e secrecdo de IFN-y (B). A resposta apos estimulagdo com IL-2
isolada ou com IL-2 e de células 721 (ajustado para o fundo), ou com PMA / lonomicina (adaptado de

Naranbhai et al., 2013).
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C.4 — Logo ap6s a infecdo por VIH, as células NK aumentaram sua expressédo de recetores de homing no

tecido linfoide, mas néo no intestino. A: proporcao de células NK que expressam CCR7 foi aumentada a
seguir a infecdo do VIH. B: A proporcéo de células NK que expressaram CCRY foi reduzida durante fases

posteriores da infecdo primaria (adaptado de Naranbhai et al., 2013).

ANEXO D

Desregulacéo sequencial na distribuigdo dos subconjuntos das células NK e inicio da

sua funcéo na infecdo aguda por HIV-1 (Alter et al., 2005)
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D.1 — Distribuicéo longitudinal e alteragdes nas subpopulagges de células NK. A: Um grafico de pontos,
representa a proporcao total de células NK (incluindo CD3™CD56""CD16™¢, CD3"CD56°"CD16"* e
CD3™CD56"™CD16P*) para individuos com infecdo aguda, todos os grupos com infecdo cronica e
individuos controlo sem infecdo por VIH-1. (* A percentagem de células NK foi significativamente [P<
0,05 ANOVA ] maior em individuos com infecdo aguda por VIH-1). B: As parcelas da caixa bigode
representam a proporcdo de cada subconjunto de células CD3"™9CD56"""CD16™¢ (cinza claro),
CD3™CD56"™CD16P™ (cinzento escuro), e CD3"™CD56™CD16°* (branco) para todos 0s grupos com
doencas crénicas devido a infecdo por VIH-1, os individuos controlo e pacientes com infecdo aguda pelo
VIH-1. Os nimeros indicam a percentagem mediana. C: os diagramas de caixa bigodes descrevem a
distribuicdo da célula NK nos trés subconjuntos apds 1 ano de acompanhamento de 5 individuos que
receberam a terapia anti-retroviral na infecdo aguda pelo VIH-1 e 5 individuos que permaneceram fora da
terapia. As barras de erro representam Intervalos de confianca de 95% sobre a média (adaptado de Alter
et al., 2005).
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D.2 — A capacidade funcional dos subconjuntos das células NK na infecdo cronica pelo VIH-1. Fluxo de
dados primarios e gréaficos de pontos representam a secrecdo padrdo de IFN-y (A) e a expressdo de
CD107a (B) apés a estimulacdo com MHC-desprovidos de células K562. Da mesma forma, os resultados
de citometria de fluxo primario e graficos de pontos representam o nivel de secre¢do de IFN-y (C) e de
uma sobre-regulacdo CD107 (D) apds a estimulagdo com PMA/ lonomicina para os trés subgrupos de
celulas NK para a virémia sem tratamento (quadrados), tratamento da virémia (circulos brancos)
tratamento de ndo virémicos (bolas), ndo progressores (triangulos brancos) e individuos ndo infetados

pelo VIH-1 (tridngulos escuros) (adaptado de Alter et al., 2005).
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