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Resumo

Introducéo: aproximadamente 39.000.000 de pessoas vivem com HIV/aids no mundo, sendo
757.042 no Brasil, notificados desde 1980 até junho de 2014, e estima-se 12.000 casos de
mulheres gestantes infectadas por ano. Na infeccdo pelo HIV, além da deplecdo intensa de
linfocitos T CD4+ no intestino, ocorre comprometimento de varios mecanismos protetores
epiteliais, fatores que causam danos na barreira intestinal e resultam na translocacdo
microbiana, induzindo aumento da ativagdo imune sistémica e inflamacdo crbnica. No
entanto, a translocacdo microbiana na infeccdo pelo HIV tem sido pouco investigada durante
a gestacao, periodo em que a mulher é suscetivel a infec¢bes bacterianas. Objetivo: estudar
marcadores de translocagdo microbiana e inflamagédo em gravidas infectadas pelo HIV.
Casuistica e metodos: foram estudadas 30 voluntarias, sendo 12 gestantes infectadas pelo
HIV (G1), 10 gestantes ndo infectadas (G2) e, oito mulheres infectadas pelo HIV nédo gravidas
(G3), mas dentro da faixa etaria reprodutiva. Foram coletados dados referentes a idade, idade
gestacional (1G), carga viral plasmatica do HIV (CV), contagem de linfocitos T CD4+ e nadir
de T CD4+. A translocacdo microbiana foi avaliada por dosagem plasmatica de CD14 soluvel
(sCD14) pelo método imunoenzimatico (ELISA) e, o estado inflamatdrio, pela analise de IL-
17, IL-10, IL-8, IL-1B, IL-6, IL-12p70 e TNF-a por citometria de fluxo (CBA). Para a analise
estatistica paramétrica foi utilizado o teste ANOVA, seguido de Tukey-Kramer e, para as ndo
paramétricas, Distribuicdo Gamma, considerando diferencas significativas quando p<0,05.
Resultados: a média de T CD4+, CV e nadir foram, respectivamente, para G1, 601
células/mms, 25670 copias/mL e 442 célulass/mm3 e, para G3, 583 células/mm3, 2299
copias/mL e 196 célulassrmm3. Em relagdo a idade, os grupos diferiram entre si, sendo menor
em G1 e maior em G3. Nao houve diferencas nas dosagens de citocinas. Foram observados
niveis elevados de sCD14 em todos os grupos, havendo diferenca entre G1 (6727+2030) e G3
(11515+10746), [p=0,02] e entre G2 (5456+769) e G3 [p<0,001]. Conclusédo: Embora nédo
tenha ocorrido diferenca no estado inflamatorio entre os grupos, todas as gestantes mostraram
niveis elevados de sCD14, independente da presenca ou ndo da infeccdo pelo HIV, porém, os
maiores valores foram das mulheres infectadas e ndo gestantes, sugerindo que a gravidez
poderia influenciar em mecanismos de translocagdo, alterando, especialmente os niveis do

marcados estudado.

Palavras-chave: translocacdo microbiana, gestantes, HIV, sCD14, citocinas



Abstract

Introduction: Approximately 39.000.000 million people are living with HIV/AIDS
worldwide and 757.042 in Brazil, reported from 1980 to June 2014, and it is estimated 12.000
cases of HIV-infected pregnant women annually. In HIV infection, besides the intense basal
CD4+ T lymphocytes depletion, occurs impairment of various epithelial protective
mechanisms, factors that contribute to intestinal barrier damages and result in microbial
translocation, leading to increased systemic immune activation and chronic inflammation.
However, microbial translocation in HIV infection has been poorly investigated during
pregnancy, period which women are susceptible to bacterial infections. Objective: to study
microbial translocation markers and the inflammatory status in HIV-infected pregnant
women. Patients and Methods: We studied 30 volunteers, 12 HIV-infected pregnant women
(G1), 10 HIV-uninfected pregnant women (G2) and 8 HIV-infected nonpregnant women (G3)
in the same reproductive age than the other groups. Data were collected regarding age,
gestational age (GA), plasma HIV viral load (VL), lymphocyte CD4+ T count and nadir. The
microbial translocation was evaluated by measurement of plasmatic soluble CD14 (sCD14),
performing the immunoenzymatic method (ELISA) and of inflammatory cytokines (I1L-17,
IL-10, IL-8, IL-1B, IL-6, IL -12p70 and TNF-a) by flow cytometry (CBA). The parametric
statistical analysis was performed using ANOVA followed by Tukey-Kramer post-hoc test,
and for non-parametric, Gamma Distribution, considered significant when p <0.05. Results:
The mean of CD4+ T count, nadir and VL were, respectively for G1 601 cells/mm3, 442
cellss/mm? and 25670 copies/mL, and for G3, 583 cells/mm3, 196 cells/mm? and 2299
copies/mL. The age was different between G1 and G3. Plasmatic levels of cytokines did not
differ among groups. High levels of sCD14 were observed in all groups, with statistical
difference between G1 (6727+£2030) and G3 (11515+£10746) [p = 0.02] and G2 (5256+769)
and G3 [p <0.001]. Conclusion: Although there was no difference in the inflammatory state
between the groups, all pregnant women showed high levels of sCD14, those HIV-infected
and uninfected, however, the HIV-infected non-pregnant women showed the highest values of
this marker, suggesting that the pregnancy might influence on translocation mechanisms,

changing the plasmatic sCD14 values.

Keywords: microbial translocation, pregnant women, HIV, sCD14, cytokines
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. CAPITULO 1

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.  Aspectos gerais da infecgédo pelo HIV/aids

Mais de 30 anos ap0s a descricdo dos primeiros casos, 0 cenario da epidemia mudou e a
infeccdo pelo HIV/aids tornou-se uma doenca crénica, devido principalmente a eficacia de seu
tratamento, que aumenta a sobrevida e melhora a qualidade de vida dos individuos infectados.
No entanto, ainda é um grande problema de saude publica, em funcdo do seu carater pandémico
e de sua gravidade.

Aproximadamente 36.900.000 pessoas vivem com HIV/aids no mundo (Figura 1), sendo
757.042 casos no Brasil, notificados desde 1980 até junho de 2014.%% No Estado de S&o Paulo,
no mesmo periodo, 242.475 casos foram notificados, dos quais 1.401 pertenciam aos municipios
que constituem o Grupo de Vigilancia Epidemiolégica da microrregido de Botucatu, do
Departamento Regional de Satde VI (DRS-VI), de Bauru.* Com relagdo ao género feminino,
no mesmo periodo, foram identificados 265.251 casos no pais e estima-se 12.000 casos de
mulheres gestantes infectadas por ano.?

Adults and children estimated to be living with HIV | 2014

mEe

North America and Western an ntral Europe e )

[ 24 miliion o Tamillion
1 5 milion < 3 5 mikon) A ) MK

Middle East & North Africa
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i ?ﬁ? Jo0 (150 003 =320 000] Asia apd the Pacific
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: - Sub-Saharan Africa T ion =g avbn)
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1.7 milli [24.0 pifhan ~ 28.7 thibion|
monsZt ony

Total: 36.9 million [34.3 million — 41.4 million]

@UNAIDS

Figura 1. Pessoas vivendo com HIV no mundo.
Fonte: UNAIDS, 2015*
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A infeccdo pelo HIV, como demonstrada na Figura 2, ocorre, inicialmente, pela ligacao e
fusdo do virus com receptores CD4 da célula alvo e seus correceptores CCR5 e/ou CXCR4.”
Apods alteragdes conformacionais glicoproteicas, ocorre a liberacdo do material genético do core
proteico do HIV no citoplasma celular. Da-se inicio as etapas de transcricdo do acido
ribonucleico (RNA) viral em &cido desoxirribonucleico (DNA) pela enzima transcriptase
reversa e, apos, duplicagdo do DNA viral, que sera inserido posteriormente no genoma do
hospedeiro com o auxilio de outra enzima viral, a integrase.”® Ocorre, entdo, a transcrigdo e
traducéo das proteinas virais e, entdo, a enzima protease atua, iniciando em seguida o processo
de montagem e liberacdo dos virions da célula que ocorre pelo processo de brotamento sendo
que, parte da membrana plasmatica do hospedeiro dara origem & cépsula viral.*>*? A particula
imatura é liberada e, finalmente, ocorre o processo de maturacdo, fase que formam-se 0s virus.
Por fim, além dos varios efeitos citopaticos virais, sua taxa de replicacdo pode alcancar niveis

t40 altos, que levam & morte da célula.**

Attachmentto
CD4 receptor

Binding to coreceptor
CCRS or CXCR4

Chemokine coreceptor
(CCRS or CXCR4)
N Translation

- Chemckine receptor O o o Cleavageof
Reverse ?C;i'ie transcriptase antagonist ":gg polypeptides
transcription INDIoS - Viral protei and assembly
of viral RNA o gy
genome Double-stranded Cell nucleus
\j\l\, DNA Integration Protease inhibitors
R — M y
Reverse =
" Viral mRNA
IR transcription
Proviral RNA
Integrase inhibitors e

—___ Transcription =

Figura 2. Ciclo e replicacdo do HIV
Fonte: Maartens, 2014%
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Assim, o principal dano causado pelo HIV é o acometimento progressivo do sistema
imune celular, levando a grave imunodepressdo, o0 que torna o individuo mais suscetivel as
doencas oportunistas ou certos tipos de neoplasias.'® Vérias sdo as células alvo do HIV, tais
como, linfécitos, macréfagos, monécitos, células dendriticas, entre outras.*

Ap0s o contégio pelo HIV, a infecgdo se caracteriza por trés fases clinicas (Figura 3). Na
fase aguda pode ocorrer febre, astenia, cefaleia, mialgia, adenopatia, faringite e rash cutaneo,
que sdo reflexos do estado intenso de replicagdo viral e do maior pico de viremia.?>®* Nesse
periodo, também ocorre semeadura do virus nos tecidos linfoides.?* No sangue periférico ha
reducdo intensa nas contagens de células T CD4+ devido & alta viremia. Na sequéncia, ha queda

da carga viral (CV)*%

e verifica-se recuperacdo lenta e parcial das contagens dos linfécitos T
CD4+, enquanto que o numero dos T CD8+ na circulacdo, retorna em niveis semelhantes aos
anteriores a infeccdo.?* A soroconversdo ocorre, entdo, entre trés e cinco semanas apds o
contégio, periodo denominado “janela imunolégica”.?®

A fase crbnica ou assintomatica é caracterizada por auséncia de sinais e sintomas,
também chamada de “laténcia clinica”. No entanto, durante esta fase ocorre replicacdo viral
persistente, além de deplecdo intensa de células T CD4+, principalmente, no tecido linfoide
associado a mucosa intestinal ou GALT (gut-associated lymphoid tissue) e nos ganglios
linfaticos, acometendo a estrutura e fungdo destes tecidos, o que dificulta o desenvolvimento de
respostas imunoldgicas competentes.?*%

A fase sintomatica ou aids, é marcada por deplecdo progressiva dos linfocitos T CD4+,
que ocorre devido ao aumento da apoptose de linfécitos infectados e ndo infectados pelo HIV,*
0 que acomete também, a producéo e/ou ativacdo de citocinas pro e anti-inflamatorias, refletindo
na maior replicacdo viral e grave imunossupressdo, momento em que surgem as infeccoes

oportunistas ou neoplasias definidoras de aids.'®2
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Figura 3. Patogénese do HIV.

CD4 GIT: células T CD4+ presente no GALT.
Fonte: Maartens, 20147

A infecgdo pelo HIV também se caracteriza por aumento acentuado da ativacdo imune,
que inclui tanto resposta inata quanto a adaptativa.®® Os linfécitos T CD4+ sdo essenciais para a
ativacdo de macrdfagos e geracdo de linfocitos T citotoxicos (CTL) (Figura 4). Uma das
caracteristicas principais do controle da replicacdo do HIV é a presenca de células T CD8+
especificas com elevada capacidade proliferativa sendo que, a inibi¢do da replicacdo mediada
por CTL pode ocorrer por meio de varios mecanismos relacionados, tanto com sua capacidade
citolitica, quanto com a producdo de moléculas néo citotoxicas com atividade antiviral.**

Além da imunidade celular, a resposta humoral também desempenha papel importante
no controle da replicacdo viral, pela producéo de anticorpos neutralizantes e ndo neutralizantes,

levando & opsonizaco viral e, por atuar em conjunto com o sistema complemento®.
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No entanto, a partir da descoberta das diversas drogas antirretrovirais, o controle da
replicacdo do HIV tem mudado o cenario da epidemia. Desde a libera¢do da zidovudina para
uso clinico, ainda, no final da década de 1980, varios sdo os esquemas e recomendacdes que, ao
longo do tempo vém sendo modificados, sendo que as indicagdes do momento mais adequado
para se iniciar a terapia, ainda, € um assunto muito discutido em todo o mundo.

A partir de 2013, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), divulgou novas diretrizes
para inicio da terapia antirretroviral (TARV) visando, em seu uso precoce, a prevencao da
transmissdo do HIV, além, é claro, dos beneficios individuais da pessoa que vive com o
HIV/aids. Hoje, a maioria dos guidelines recomenda o tratamento para todos os portadores do
virus, independentemente dos niveis de linfécitos T CD4+, o que pode ser feito a partir de seu
diagnostico. 38

A TARV melhora progressivamente a imunidade, mesmo que parcialmente, e prolonga a
vida do infectado, além de reduzir substancialmente o risco de transmissdo do HIV. Recente
estudo, START study group, concluiu que, o inicio da TARV em pacientes com mais de 500
células/mm? de T CD4+ tem mostrado maior beneficio na redugdo de doencas relacionadas, do

que naquelas ndo relacionadas a aids. Assim, ha& necessidade de maior atencdo a prevengéo de



“Vanessa YDartinez YNanfio

doencas cronicas, resultado ndo somente, do uso prolongado da TARV, mas, também, do
aumento na sobrevida e envelhecimento dos portadores do HIV. Entre elas estdo a doenca
isquémica cardiaca, acidente vascular encefalico e outras alteracGes do sistema nervoso central,
dislipidemias, hepatopatias, doenca renal crénica, diabetes mellitus, alteracdes dsseas, infeccdes

e canceres nao relacionados a aids.***3

1.2. Infeccdo pelo HIV e Gravidez

A gestacdo caracteriza-se por alteracdes fisioldgicas, hormonais e imunolégicas. Do
ponto de vista imunoldgico, a manutencdo da gestacdo depende do equilibrio entre as citocinas,
que se diferenciam em perfis especificos de acordo com as alteragdes da resposta imune ao

longo do periodo gestacional.**

No primeiro trimestre ha resposta imune de perfil T helper do
tipo 1 (Thl), visto que o ambiente torna-se inflamatorio, tanto para permitir o adequado reparo
do epitélio uterino, que sofre alteracbes devido a implantacdo do feto, quanto para remocéo de
restos celulares. No segundo trimestre, o dominio passa a ser da resposta imune do tipo Th2,*
com aumento de citocinas anti-inflamatérias, que sdo responsaveis pela manutencdo da
gestacdo. No terceiro trimestre e no momento do parto, o perfil Thl volta a ser predominante na
circulacdo, bem como no tecido placentario e no liquido amniético.*®*® Neste Gltimo periodo,
niveis crescentes de citocinas inflamatérias como interleucinas (IL) IL-1pB, IL-6, IL-8 e fator de
necrose tumoral alpha (TNF-a) séo secretados pelo tecido placentario para viabilizar o parto.®®
52

Desta forma, recente estudo> associa a gravidez com o aumento de marcadores
inflamatorios. Além disso, observa-se aumento nos niveis de células T regulatérias (Tregs), que
possuem a capacidade de regular a resposta imunolégica e garantir a homeostase deste sistema.

Sabe-se que a gravidez ndo acelera a progressdo da infeccdo pelo HIV para aids, nem
aumenta o risco de mortalidade da gestante, porém, tem relagdo com a transmisséo perinatal do
virus.>**® No entanto, em paises de baixa renda, onde a TARV ndo tem a mesma distribuic&o
comparado a paises de alta renda, a gravidez em mulheres infectadas poderia aumentar o risco
de progresséo da doenca.’**"*® Em um estudo de metanalise, observou-se, inclusive que, entre
as mulheres infectadas pelo HIV, as gestantes sdo as mais conscientes em relagdo a adesdo da
terapia e acompanhamento no servico, o que reflete em bom prognostico tanto da gravidez

quanto da prépria infeccéo pelo virus.>*
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Programa de prevencdo no mundo todo, com o objetivo de monitorar a profilaxia da
transmisséo vertical do HIV, aumentou sua atuagédo em aproximadamente 15%, impedindo mais
de 670.000 criancas de adquirirem o virus no periodo de 2009 a 2012. Atualmente, cerca de
73% das mulheres gravidas infectadas pelo HIV recebem TARV durante a gestacdo, o que
reduziu em 58% o risco de transmissao vertical no mundo."**%

Em 2012, em locais que a infecgdo tem carater epidémico, principalmente, 0os mais
pobres do continente africano, a cobertura da TARV foi substancialmente mais baixa durante a
amamentacdo do que durante a gravidez. Estima-se que a metade de novos casos de transmissdo
do HIV para criangas ocorra no periodo de amamentacdo, quando a maioria das mulheres
lactantes ndo recebe profilaxia necessaria para prevenir a transmissdo por essa via € ndo
suspende o aleitamento.*°

A amamentacdo estabelece potente imunidade ao bebé frente aos primeiros meses de
vida. O leite materno contribui para maturacdo do trato gastrointestinal e contém fatores que
ajudam na defesa do organismo, caracteristica dada por nutrientes ideais e substancias anti-
inflamatérias, como imunoglobulinas e citocinas.”" Por causa disso, a amamentacio esta
relacionada com a reducdo da mortalidade infantil por doencas infecciosas, particularmente,
diarreias e pneumonias, com menos de 800.000 mortes a elas atribuidas, além de ser responsavel
por prevenir desnutricdo em criancas até 5 anos.®*®? Em locais onde o risco de mortalidade por
estas doencas é alto, que inclui alta prevaléncia da infeccdo pelo HIV, como por exemplo paises
do continente africano, a implementacdo da TARV aumenta consideravelmente a chance de
sobrevida das criancas expostas ao virus.®®

Rollins et al,** em estudo de revisio, demonstraram que, na auséncia da TARV, a
probabilidade de aquisicdo do HIV por criancas expostas durante a amamentacdo é de 1,57% ao
més, quando as contagens de T CD4+ sdo menores do que 350 células/mm? e de 0,51%, quando
sdo maiores do que este valor, o que provavelmente é reflexo da alta carga viral materna.
Algumas pesquisas clinicas que intervém na transmissao pos-natal do HIV, sem uso da TARV,
estdo em andamento. Esses autores vém testando a pratica do tratamento térmico de leite
materno, que pode inativar efetivamente o virus, com processos de pasteurizacdo em casa ou
comercial,®® protetores de mamilo contendo TARV para criangas no momento da
amamentac&o® e vacinas em fase de teste em animais e humanos.®’

Assim, mesmo que estas alternativas ainda ndo estejam em uso, & muito importante que
se acredite nessas possibilidades de intervencgédo para impedir a transmisséo do HIV e promover

beneficio da amamentacéo, especialmente nos paises de baixa renda.
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1.3. Translocagdo Microbiana e Inflamagéo

A microbiota intestinal € composta aproximadamente de 1.000 microrganismos, dos
quais muitos ainda ndo foram descritos, sendo que ela é fundamental para o funcionamento do
GALT. Esta colonizacao é importante para diversos processos fisiol6gicos, como a manutencao
da barreira epitelial intestinal, que tem papel na aquisi¢do de nutrientes, capacitacdo do sistema
imune e defesa contra enteropatégenos.®®

O epitélio intestinal contém abundancia de celdlas epiteliais, imunoglobulina (Ig) A e
células do sistema imunoldgico, como macrofagos, células dentriticas e células T, que atuam
como barreira para o conteudo luminal, incluindo as bactérias e endotoxinas. Esses e outros
fatores estruturais e imunoldgicos do hospedeiro mantém a integridade do epitélio, prevenindo,
assim, que produtos microbianos atravessem do Iimen intestinal para o sangue periférico. No
entanto, a mucosa epitelial abriga a maioria dos linfocitos, comparada ao sangue periférico,

caracteristica que a torna extremamente suscetivel & infeccao/replicacdo do HIV (Figura 5).°"

‘ y @ CD4 cells
) TGFB

Regulatory Lamina propria
T cells

Figura 5. Mecanismos imunologicos envolvidos na protecao da translocacdo microbiana

Fonte: Macdonald e Monteleone, 20057

Estudos sugerem’* que a proteina ligante de lipopolissacarideo (LBP), CD14, Toll like-4
(TLR-4) e MD-2, juntas, iniciam a ativacdo das vias de sinalizagdo para producdo de citocinas
inflamatorias.

O lipopolissacarideo (LPS), um glicolipidio expresso na parede celular de bactérias

gram-negativas, esta envolvido na resposta imunologica de fase aguda para infeccOes
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bacterianas e tem sido considerado o mais conhecido marcador de translocacdo microbiana.”>"

A LBP, sintetizada principalmente no figado mediante estimulos do LPS, interage com o
receptor de CD14, provavelmente com papel regulatério das respostas de mondcitos LPS-
dependentes.”® Além do mais, a translocacdo microbiana também pode ser identificada pelas
medidas dos niveis plasmaticos de CD14 solavel (sCD14). O CD14, quando constituido na
membrana de mondcitos, macréfagos e neutrofilos é um receptor multifuncional com
especificidade para LPS e outros componentes derivados da parede bacteriana.”” Quando o LPS
liga-se ao CD14, ocorre ativacao de receptores toll que reconhecem o padréo da célula e ativa o

fator de transcricdo NF-kB com producéo intensa de citocinas inflamatérias. (Figura 6)"®"

|.76 I.SO

Além do aumento destes biomarcadores, estudos de Vesterbacka et al.”” e Sandler et a
observaram niveis elevados de proteinas de ligacdo de &cidos graxos intestinais (iFABP),
liberada a partir da morte dos enterdcitos, ocasionando dano epitelial e aumento da

permeabilidade intestinal.

. --LPs

Activation Inactivation

Lipoproteins
LLPS clearance

Figura 6. Ativacédo de LPS
Fonte: Richard 2005%

Quando essa translocagdo microbiana ocorre em individuos saudaveis existem varios
mecanismos imunologicos capazes de eliminar os microrganismos ou transporta-los de volta ao
limen do intestino, tais como, a presenca de 1gG, IgA e de anticorpos do core da endotoxina

(EndoCab), que neutralizam a atividade do LPS.%2%
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Na infeccdo pelo HIV, entretanto, ocorre comprometimento de varios desses
mecanismos protetores, além da deplecdo intensa de linfocitos T CD4+ no intestino, fatores que
causam danos na barreira intestinal e, resultam na translocagcdo microbiana, induzindo aumento
na ativacdo imune sistémica e inflamacdo cronica. Também, sdo observados nestes individuos,
disfuncdo de células B com reducdo nos niveis de IgA e inibicdo da adesdo da bactéria no
epitélio do intestino.?*%°

Além disso, alguns estudos na infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia simia (SIV)
demonstraram que, o nivel de translocacdo microbiana estava diretamente relacionado com o
risco de doencas cardiovasculares, pois foram observados altos niveis de LPS e de alguns
biomarcadores de coagulacdo, como d-dimeros, em macacos infectados.**®® Niveis
aumentados de LPS sdo encontrados, também, em pacientes infectados pelo HIV com
coinfeccdes, como por exemplo, tuberculose, hepatites crénicas por virus B e C e leishmaniose
visceral.®**° Apesar de a TARV diminuir estes niveis, sabe-se que eles ndo sio normalizados,
mesmo depois de 70 semanas do tratamento associado ao cotrimoxazol, utilizado para reduzir a
translocacdo microbiana.”

Elevados niveis de sCD14, TNF-a, interferon y (IFN-y) e baixos niveis séricos de
EndoCAb, foram observados em usuérios de drogas, infectados pelo HIV, com intensa
translocacdo microbiana decorrente da deplecéo de células T no GALT.*! No entanto, 0 aumento
de LPS e sCD14 esta associado com persistente ativacdo imune, o que leva ao estado de
inflamacéo cronica e contribui com o desenvolvimento de algumas comorbidades relacionadas
ou ndao ao HIV, tais como, deméncia, disfuncdes endoteliais, maior risco de doencas

cardiovasculares, trombofilia, entre outras®™®

, 0 Qque torna importante o estudo destes
marcadores.

Sabe-se que, além do desequilibrio entre as células Thl e Th2 observado na infeccédo
pelo HIV ha, também, o comprometimento do perfil Th17, populacdo de células secretoras de
IL-17. Predominante no trato gastrointestinal, as células Th17, contribuem para a defesa contra
infeccdes bacterianas, fngicas e parasitarias, além de estar envolvida na regeneracao epitelial e
no recrutamento de neutrofilos e células mieloides para o0 GALT. A deplegdo de células T no
GALT durante a infeccdo pelo HIV leva ao esgotamento de células Th17, o que causa perda da
integridade da barreira intestinal, facilitando ainda mais a translocacdo de produtos
microbianos.”’

Dentro deste contexto, o bloqueio de um receptor de quimiocinas essencial para fusdo do

HIV nas células alvo, o CCRS5, pode ocorrer por seu antagonista, por exemplo, o antirretroviral

10
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maraviroc, interferindo na funcdo imune de células responsaveis pela manutencdo da mucosa e
também, morte celular, que resulta na translocagdo microbiana e na ativagdo de células T p7+.%
As moléculas B7 sdao expressas em células dendriticas, macrofagos e linfocitos B, em niveis
baixos, sendo induzidas por diversos estimulos como produtos microbianos que se acoplam aos
receptores Toll e as citocinas, como o IFN-y.*” Quando h& aumento na translocac&o microbiana,
sdo expressos maiores niveis de células T B7+, admitindo-se que algumas células migram do
sangue periférico para a mucosa intestinal na tentativa de promover a reconstituicdo de seu
epitélio.*®

Cohen et al ' e Munoz-Fernandez et al.’ apontaram que niveis séricos de citocinas
inflamatorias, tais como, TNF-a, IL-1 e IL-6 estdo elevados mesmo na fase assintomaética da
infeccdo pelo HIV, sendo que, estas citocinas no GALT aumentam a permeabilidade intestinal.
Essas citocinas também contribuem para replicacdo viral e muitas das manifestacdes de
imunodeficiéncia, interferindo na funcdo de vérias células do sistema imune, o que leva ao
comprometimento da capacidade regenerativa imunoldgica em nivel da medula 6ssea, timo e
ganglios linfaticos.®*'%%1% O comprometimento do timo resulta na ativacdo imune cronica das
células T, que se relaciona com maior CV do HIV. Este ciclo continua, pois, 0 aumento da
viremia favorece ainda mais a producdo de citocinas inflamatérias.'®* Sabe-se que a TARV
diminui substancialmente a inflamag&o, no entanto, estudos"®'% demonstraram que mesmo ap6s
dois anos de TARV, o processo inflamatério crénico ndo regride, indicando que a translocacao
microbiana contribui para ativacdo intensa de macr6fagos e mondcitos, independentemente da
replicacdo viral.

Além de contribuiram com o desenvolvimento de comorbidades que podem se associar

ou ndo ao HIV,*%

a translocacdo microbiana esta envolvida na patogenia de varias outras
doencas, como por exemplo, a doenca de Crohn, com a participacdo das bactérias Listeria sp,
Escherichia coli e Streptococcus sp.!® A translocacdo microbiana pode agravar o
desenvolvimento da resposta inflamatoria sistémica, caracterizada pelo forte dano as células
endoteliais, permeabilidade tecidual aumentada, ativacdo da cascata de coagulagdo, agregacéo

plaquetaria e hipoxia tecidual,'*"%

além de aumentar o risco de sepse e sindrome de disfuncéo
de maltiplos 6rgdos.’®** Ademais, altos niveis de endotoxinas tém sido observados em
individuos submetidos a cirurgia gastrointestinal invasiva e na doenga do enxerto contra
hospedeiro, sugerindo que a manipulacdo intestinal também pode prejudicar a fungdo de sua

barreira.”>*

11
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1.4 Translocacéo Microbiana e Gravidez

Estudos em humanos mostram que alguns distarbios podem ocorrer durante a gestacao,
tais como, aborto espontaneo, diabetes gestacional, pré-eclampsia e ma formacéo fetal,
independente da presenca ou no de infecdes. >’

Kourtis et al.,**® em estudo com filhos infectados e néo infectados pelo HIV, de maes
portadoras do virus, avaliaram a amamentacdo e o papel da translocacdo microbiana na
aquisicdo do HIV e observaram maiores niveis de LPS e sCD14 nas criancas infectadas,
comparadas as ndo-infectadas. Entre os marcadores avaliados, o sCD14 foi o preditor de
aquisicdo do HIV via amamentacéo, podendo sugerir que a permeabilidade intestinal favoreceria
a infeccdo. Neste mesmo trabalho, maior translocacéo esteve relacionada, também, ao desmame
e a profilaxia com antibidticos. Isto levou ao menor crescimento da criangca nos meses
analisados, o que reforcou a necessidade de outras intervencfes durante a amamentacao, além
do uso da TARV, tais como, uso de probidticos e vacina contra rotavirus.

Ja em estudo experiemental, Tan et al.**®

observaram translocacdo microbiana em ratas
prenhas inoculadas via oral com Enterococcus faecalis, o que levou a reducdo da defesa
intestinal e acimulo de grande quantidade de produtos microbianos na corrente sanguinea e
baco destes animais. Com isso, além de distrbios maternos e fetais, caracterizados por perda de
peso da placenta e do proéprio feto, as ratas apresentaram bacteremia. Em outro estudo, Tsuda et
al.,'® também, observaram evolucdo para sepse apds translocacdo do E. faecalis em ratas
prenhas.

Lépez et al.'** em estudo recente realizado demonstraram o envolvimento da
translocacdo microbiana na ocorréncia de parto prematuro em gestantes infectadas pelo HIV,
numa proporc¢do de 25%. Observaram também que, somente no primeiro trimestre da gravidez,
niveis aumentados de sCD14 e LBP tiveram relacdo com partos prematuros e abortos
espontaneos, mesmo em gestantes em uso de TARV, antes e durante a gravidez. Estes mesmos

121

autores™", também avaliaram marcadores de translocacdo microbiana no sangue do cordéo

umbilical de bebés dessas mées infectadas e ndo infectadas, porém, ndo observaram diferencas
entre os grupos analisados.

Poucos séo os estudos que avaliaram marcadores de translocacdo microbiana durante a

122 12
l. | 123

gravidez. Espinoza et al.”*“ e Gardella et a observaram aumento dos niveis de LBP e sCD14

no liquido amnidtico de mulheres gravidas em trabalho de parto prematuro em comparagdo com

I 124

0s partos a termo. Em outro estudo, Martinez-Lépez et a relataram aumento de sCD14 e

12
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LPS, em sangue do corddo umbilical em recém nascidos prematuros, em consequéncia de
corioamnionite.

Embora venham sendo estudadas estratégias com a finalidade de prevenir o dano da
barreira epitelial intestinal causada pela deplecéo das células T CD4+ na infeccao pelo HIV, sédo
escassos 0s ensaios clinicos que indicam administracéo de antibidticos, drogas anti-inflamatorias
ou suplementacdo simbiotica-probiodtica associadas a TARV, na intencdo de prevenir a
translocacdo microbiana.®® Além disso, a avaliagdo da translocagdo microbiana tem sido pouco
investigada em gestantes, inclusive, em naquelas infectadas pelo HIV e com abordagem nas
possiveis complicacOes gestacionais que possam ocorrer. Além disso, entender 0s mecanismos
de ativacdo imune e inflamacdo cronica nestas mulheres, poderia esclarecer lacunas literarias
importantes, no que diz respeito a vulnerabilidade desta populacdo ao desenvolvimento precoce

de doencas ndo associadas a aids.

13
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2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar marcadores plasmaticos de inflamacdo e translocacdo microbiana em gestantes

infectadas pelo HIV.

2.2. Objetivos especificos

o Auvaliar a ocorréncia de translocacdo microbiana por dosagem plasmatica de sCD14;

o Estudar o estado inflamatorio cronico por dosagens plasmaticas de IL-17, IL-10, IL-8,
IL-1B, IL-6, TNF-a, 1L-12p70;

o Avaliar contagens de T CD4+ no momento da coleta, o nadir de T CDA4+,
quantificacbes da CV plasmatica do HIV das pacientes;

o Relacionar todos os pardmetros acima e discutir possiveis mecanismos envolvidos.

14
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CAPITULO 2

CD14 soltvel como marcador de translocagcdo microbiana e citocinas em gestantes

infectadas pelo HIV

Manfio VM*, Tasca KI*, Gatto M*, de Assis Gollim M?, Souza LR?

'Departamento de Doengas Tropicais — Faculdade de Medicina de Botucatu UNESP- Sio Paulo

?Labotarério de citometria de fluxo do Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu UNESP- Sao Paulo

Introducéo

Atualmente, cerca de 70% das gravidas que vivem com HIV no mundo recebem
tratamento antirretroviral (TARV), levando a significativa reducdo no risco de transmissdo
vertical, que é de, aproximadamente, 60%." Como o virus infecta vérias células do sistema de
defesa, especialmente os linfécitos T CD4+, a progressdo para a aids € marcada por um
comprometimento imunoldgico grave, que leva & imunossupressao.?

O tecido linfoide associado a mucosa intestinal (GALT) abriga a maioria dos linfocitos
T CD4+ do organismo, caracteristica que 0 torna extremamente susceptivel a infeccdo e
replicagdo do HIV.>* O GALT contém abundancia de celdlas epiteliais, imunoglobulinas e
outras células do sistema imunoldgico, que atuam como barreira para o conteddo luminal, tais
como, bactérias e endotoxinas. Entretanto, na infeccdo pelo HIV, a deplecdo intensa de
linfocitos T promove alteracdo na homeostasia deste microambiente. Em consequéncia, a
barreira epitelial danifica-se e produtos microbianos migram da luz intestinal para a corrente
sanguinea.””’

Estes produtos microbianos podem levar a expressdo acentuada de marcadores de
ativacdo, inflamacdo e coagulacdo.®®® Alguns estudos na infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia simia demonstraram que, 0 aumento da translocacdo microbiana estava
diretamente relacionado com o risco de doengas cardiovasculares, pois foram observados
altos niveis de lipopolissacarideo (LPS) e D-dimeros, em macacos infectados e que
desenvolveram essas comorbidades.”’® Volpe et al.'! observaram em usuarios de drogas

infectados pelo HIV, niveis elevados de CD14 soluvel (sCD14), fator de necrose tumoral o
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(TNF-a), e interferon y (IFN-y) e, niveis séricos diminuidos de anticorpos do core da
endotoxina (EndoCAb), como resultados da translocagdo microbiana. Além disso, acredita-se
que o aumento nos niveis de LPS e sCD14 em infectados, contribui com o aparecimento de
algumas comorbidades relacionadas ou ndo a aids, tais como, deméncia, disfuncdes
endoteliais, maior risco de doencas cardiovasculares, trombofilia e doengas 6sseas. ™™

O CD14 é um receptor multifuncional, exposto na superficie de mondcitos e
macréfagos, induzido pelo aumento nos niveis de LPS.'” Quando o LPS liga-se a0 CD14
presente na membrana, ou em sua forma soltvel, ocorre ativacao do fator de transcricdo NF-
kB com producdo intensa de citocinas inflamatérias.’®'® Além do aumento destes

.20 1.2* observaram, em individuos

biomarcadores, estudos de Vesterbacka et al.”" e Sandler et a
infectados pelo HIV, niveis elevados de proteinas de ligacdo de &cidos graxos intestinais
(iIFABP), liberadas a partir da morte dos enterdcitos, o que também estaria associado a
translocacdo microbiana.

Dados recentes de Lopez et al.??> mostraram 0 envolvimento da translocacdo
microbiana, na ocorréncia de partos prematuros em gestantes infectadas pelo HIV. Os autores
observaram também que, no primeiro trimestre da gravidez, niveis aumentados de sCD14
tiveram relagdo com partos prematuros e abortos espontaneos, mesmo em gestantes sob
TARV durante a gravidez. Porém, quando os autores avaliaram estes biomarcadores no
sangue do corddo umbilical de recém-nascidos das mées infectadas e ndo infectadas, nédo
observaram diferencas.

Embora venham sendo estudadas estratégias com a finalidade de prevenir o dano do
GALT, sdo escassos 0s ensaios clinicos que indicam administracdo de antibidticos, drogas
anti-inflamatorias ou suplementacdo simbidtica-probidtica associadas a TARV, na intengdo de
prevenir a translocagdo microbiana.>** Além disso, a avaliacdo da translocacdo tem sido
pouco investigada em gestantes, especialmente, naquelas infectadas pelo HIV, sendo que, a
abordagem das complicagfes gestacionais também séo escassas, principalmente quanto a
possivel relagdo delas com mecanismos e componentes da ativacdo imune e inflamacao
crénica, processos comumente observados na populacao infectada pelo virus.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o marcador plasmatico, sSCD14, como
preditor de translocagdo microbiana, bem como, citocinas do perfil inflamatdrio em gestantes

e ndo gestantes, infectadas ou ndo pelo HIV.
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Métodos

Desenho do estudo: Foram estudadas 30 mulheres, divididas em trés grupos (G), assim

constituidos: (G1) - 12 gestantes infectadas pelo HIV, (G2) - 10 gestantes ndo infectadas pelo
HIV e (G3) - 08 mulheres ndo gestantes e infectadas pelo HIV.

O critério de incluséo para os dois primeiros grupos foi ser gestante. Para as mulheres
que constituiram G1 e G3, houve um critério adicional, ter diagnéstico confirmado de
infeccdo pelo HIV. Para as gestantes que constituiram G2, a inclusdo no estudo foi de forma
pareada, quanto a idade gestacional do G1 e sem diagnostico de infec¢do pelo HIV, o que foi
confirmado pela consulta dos resultados de exames soroldgicos realizados durante o pré-natal.
Para o G3 foram incluidas mulheres infectadas pelo HIV e ndo gestantes, com idades dentro
da faixa reprodutiva. Foram excluidas as mulheres com diagnéstico de cancer, de doencas
autoimunes, transplantadas de 6rgaos, imunossuprimidas e em uso de corticoides.

O periodo de estudo foi de novembro de 2014 a marco de 2015. Todas as participantes
pertencentes ao G1 e G3 eram acompanhadas no Servico de Ambulatorios Especializados de
Infectologia “Domingos Alves Meira” (SAEI-DAM), do Complexo “FMB-UNESP”. As
participantes do G2 faziam pré-natal no ambulatério de Ginecologia e Obstetricia do Hospital
das clinicas da FMB-UNESP.

A coleta dos dados socio-demograficos foi realizada pela propria pesquisadora por
meio de entrevista utilizando ficha padronizada e previamente testada, contendo informacoes
sobre idade no momento da inclusdo no estudo, idade gestacional, nimero de gestacdes
prévias, tempo de infec¢do pelo HIV, uso e duracdo de TARV. Dados de contagens de T
CD4+, nadir de T CD4+, carga viral plasmética (CV) do HIV no momento da incluséo no
estudo foram coletados dos prontuarios medicos.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FMB—UNESP (n°
855.423/2014) e todas as voluntarias concordaram em participar, com assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

Preparo das amostras: foram coletados 15 mL de sangue de cada participante em dois

tubos com anticoagulante (EDTA — &cido etilenodiamino tetra-acético, da marca BD-Becton,
Dickinson and Company®), destinados a realizacdo das dosagens de citocinas e do marcador
de translocacdo microbiana, SCD14. Apds a coleta, o material foi refrigerado e encaminhado

imediatamente para o Laboratdrio Experimental de Moléstias Infecciosas e Parasitarias, da
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FMB-UNESP, onde as amostras foram centrifugadas a 1500 rpm por 15 minutos em
temperatura ambiente. O plasma foi aliquotado e estocado em freezer -80°C, até a realizacdo

dos testes laboratoriais.

Dosagem das Citocinas- IL-17, IL-10, IL-8, IL-15, IL-6, TNF-a, IL-12p70: foram
realizadas pela técnica de citometria de fluxo (CBA-citometric bead array), utilizando o

Human Inflammation CBA Kit (BD, 551811) de acordo com as indicacGes do fabricante. A
escolha da técnica se deveu a pequena quantidade de sangue necessaria para sua realizacdo,
quando comparadas ao ensaio imunoenzimatico (ELISA) convencional. O principio da técnica
de CBA baseia-se no uso de até seis populacdes de microesferas com diferentes intensidades
de fluorescéncia e, cada populacdo foi sensibilizada com anticorpos de captura especificos
para as citocinas de interesse. A intensidade de fluorescéncia, a partir do citdmetro de fluxo,
indicou a quantidade de citocinas presente nas amostras. Julgou-se necessario fazer, em
conjunto com as amostras, padrfes contendo concentragfes conhecidas de cada citocina, para
a curva e leitura com os limites de deteccao respectivos. Os resultados foram obtidos em

pg/mL.

Dosagem do sCD14: foi dosado no plasma pelo método ELISA, que se conduziu de

acordo com as especificacfes do fabricante, utilizando o kit comercial Human sCD14 (R&D
Quantikine® ELISA DC140). A absorbancia foi lida no espectrofotbmetro, em comprimento de
onda de 450 nm e, a partir das densidades 6ticas da amostra e curva, foram calculados os niveis de

sCD14 em pg/mL. O limite de deteccdo foi 125 pg/ml.

Analise estatistica dos resultados: foi executada respeitando 0s pressupostos

determinados pelos resultados, caracteristicas e comportamento das varidveis do estudo.O
banco de dados foi construido no programa Microsoft Office Excel 2010. Foram utilizados
para as varidveis ndo paramétricas, Distribuicdo Gamma e, para as paramétricas, Anova
seguido de Tukey-Kramer. As diferencas significativas foram consideradas quando os valores
de p foram menores ou iguais a 0,05. Todas as analises foram realizadas utilizando o
programa SAS for Windows, versdo 9.2, com o auxilio dos profissionais do escritorio de

apoio a pesquisa da instituicdo (EAP/FMB).
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Resultados

Para compor o0 G1, gestantes infectadas pelo HIV, foram incluidas tanto as mulheres
que ja& estavam sob TARV ha mais tempo, quanto as que a introduziram durante o pré-natal,
quando trés delas receberam o diagnostico da infec¢do. O grupo com menor idade foi o0 G1,
28+5,5 anos, enquanto a maior foi observada no G3, 37+6 anos, apresentando diferenca entre
eles (p<0,0009). A CV das pacientes de G1 estava indetectavel em sete delas, sendo que a
média, quando detectada, foi de 25.670+23.500 copias/mL e, apenas, uma voluntaria de G3
encontrava-se com CV detectvel, 18.392 cdpias/mL. Todas as mulheres infectadas estavam
sob TARV no momento da inclusdo do estudo, e o tempo de tratamento para G1 e G3 foi de

33140 e 81+£56 meses, respectivamente. (Tabela 1)

Tabela 1. Caracterizagdes clinico-demogréficas e laboratoriais das 30 mulheres estudadas.

Variaveis G1 G2 G3 Valor de p
n=12 n=10 n=8
Idade (%, anos) 28+5,5% 31+2,5 3745,8 <0,05
Idade gestacional (z, semanas) 25+7,9 24+9,5 - NS
1° trimestre (n) 1 2 - NS
2° trimestre (n) 4 2 - NS
3° trimestre (n) 7 6 - NS
NUmero de gestagdes (x) 2+1,5 10,4 - NS
Parto prematuro (n) Nenhum Nenhum - NS
T CD4+e CV (%)
Células T CD4+/mm® 601+340 - 583+173 NS
Nadir de T CD4+/mm® 441+258*° - 196138 <0,05
CV indetectavel (n) 7 - 7 NS
CV detectavel (n) 5 1 NS
Diagnostico e TARV
Tempo de diagnostico (x, meses) 63+71 - 114+56 NS
IP (n) 12 - 5 -
ITRNN (n) - - 3 -
Tempo de TARV (x, meses) 33+40 - 84156 NS

(G1) 12 gestantes infectadas pelo HIV; (G2) 10 gestantes ndo infectadas, (G3) 8mulheres infectadas pelo HIV nédo gravidas; T CD4+:contagem de
linfocitos TCD4+, CV: carga viral; TARV: terapia antirretroviral; IP-inibidor da protease; ITRNN: inibidores da transcriptas e reversa ndo analogos de
nucleosideos; n: quantidade de pacientes em nimeros.£: média. NS: néo significativo; * significancia entre o/os grupo (0s). Teste estatistico: Anova.

As 30 mulheres tiveram a avaliagdo da translocagdo microbiana e do perfil
inflamatério. As dosagens plasmaticas de sCD14 mostraram-se maiores em G3
(11515+10746) em comparacdo aos demais grupos G1 (6727+2030) e G2 (5456+769), com
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diferencga estatistica entre 0 G1 e G3 (p<0,02), e G2 e G3 (p=0,002), conforme mostra a
Gréfico 1. A IL-17 foi detectada somente em uma participante, que era pertencente ao G1. Os
niveis de IL-10, IL-1B, TNF-a, IL-12p70 mostraram-se indetectaveis em todas as

participantes do estudo (dados ndo demonstrados). Ndo se observou diferenca estatistica para

IL-6 e IL-8, Grafico 2.
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Graéfico 1. Niveis plasmaticos de sCD14 das 30 mulheres estudadas.
(G1) 12 gestantes infectadas pelo HIV, (G2) 10 gestantes ndo infectadas, (G3) 8 mulheres infectadas pelo HIV néo gravidas.sCD14: CD14
solivel.* G1 e G3 (p<0,02); e # G2 e G3 (p=0,002).Teste Estatistico: Distribuicdo Gamma.
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Grafico2. Niveis plasmaticos de IL-6 e 1L-8 das 30 mulheres estudadas.
(G1) 12 gestantes infectadas pelo HIV, (G2) 1 gestantes nao infectadas, (G3) 8 mulheres infectadas pelo HIV néo gravidas.
Teste estatistico: Distribuicdo Gamma.
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Discussao

A translocacdo microbiana estd associada com a persistente ativagdo imune
apresentada pelas pessoas infectadas pelo HIV, mesmo naquelas sob TARV.% Além disso,
essa ativacdo pode ser reflexo, também, da replicacdo viral residual em células latentes e
outros reservatérios do organismo.?* Este processo leva a um estado de inflamacdo cronica
sistémica, o que contribui com a evolucdo mais rapida da doenca e com o desenvolvimento de

comorbidades nio associadas a aids, %’

também, muito comuns nesta populacao.

Poucos trabalhos avaliam o envolvimento da translocagcdo microbiana na gestagdo. No
presente estudo, que avaliou um destes marcadores, foi possivel observar aumento nos niveis
de sCD14 em todos os grupos avaliados. No entanto, este aumento foi mais evidente no grupo
de mulheres ndo gestantes, o que poderia sugerir perfil protetor nas gestantes, justificado pelas
alteracBes imunolégicas decorrentes da gestagéo.?>*°

L6pes et al.,?? em publicacio recente, também relataram aumento nos niveis de sCD14
em gravidas infectadas pelo HIV. Estes autores mostraram, inclusive, que este aumento
poderia estar relacionado as causas de parto prematuro, apesar de nao ter havido complicac6es
para 0s recém-nascidos. No presente estudo, ndo foi avaliada diferenca entre os trimestres
gestacionais, porém, a média da idade gestacional foi de 25 semanas sendo que, ndo houve
ocorréncia de partos prematuros nas gestantes infectadas. Estes mesmo autores observaram
maiores niveis de sCD14 no primeiro trimestre de gestacdo sugerindo que tal marcador, neste
periodo, poderia ser um preditor do parto prematuro. Este aspecto foi observado, também, por

outros autores®%

que relataram aumento nos niveis de proteina ligante de lipopolissacarideo
(LBP) e sCD14 no liquido amnidtico de mulheres em trabalho de parto prematuro.

Kourtis et al.** em estudo com filhos infectados e ndo infectados pelo HIV, de mées
portadoras do virus, avaliaram a amamentacdo e o papel da translocacdo microbiana na
aquisicdo do HIV e observaram maiores niveis de LPS e sCD14 nas criangas infectadas,
comparadas as ndo-infectadas. Entre os marcadores avaliados, o sCD14 foi o preditor de
aquisicdo do HIV via amamentacdo, podendo sugerir que a permeabilidade intestinal da
crianca pode favorecer a infecgdo. Neste mesmo trabalho, maior translocacdo esteve
relacionada, também, ao desmame e a profilaxia com antibioticos, que poderia alterar sua
flora e homeostase intestinal. Isto levou ao menor crescimento da crianca nos meses

analisados, o que reforca a necessidade de outras intervenc@es durante a amamentacdo, além
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do uso da terapia, tais como uso de probidticos, vacina contra rotavirus, entre outras
precaucdes que pudessem estabilizar tal desequilibrio.

Esta bem estabelecido que a gravidez ndo acelera a progressdo da doenca do HIV ou
aumenta o risco de mortalidade, porém, apresenta relacdo com a transmissao perinatal do
virus.*** Em um estudo de metanalise observou-se que, entre as mulheres infectadas pelo
HIV, as gestantes sdo as mais conscientes em relacdo a adesao a terapia e acompanhamento
clinico, o que reflete em bom prognéstico, tanto da gravidez quanto da prépria infecgdo.** No
entanto, a gestacdo, por si s, caracteriza-se por diversas alteracfes e esta associada com
aumento de alguns marcadores inflamatérios.**34%

Do ponto de vista imunoldgico, a manutencdo da gestacdo depende do equilibrio entre
as citocinas, que caracterizam os perfis de resposta imune e se modificam ao longo do periodo

gestacional .*®

No primeiro trimestre ha resposta imune de perfil Thl, visto que o ambiente
torna-se inflamatorio para permitir o adequado reparo do epitélio uterino, que sofre alteraces
devido a implantacdo do feto. No segundo trimestre, o perfil imunoldgico passa a ser o Th2,
com aumento de citocinas anti-inflamatorias, responsaveis pela manutencéo da gestacdo. No
terceiro trimestre e no momento do parto, o perfil Thl volta a ser predominante na circulagéo,
no tecido placentario e no liquido amnidtico.*** Trabalhos recentes vém sugerindo a
participacdo de outros tipos celulares, as Thl7 e T regulatérias (Treg) que participam na

equilibrio das resposta imune durante a gestacéo.*>*®

Richardson et al.?°

verificaram maior frequéncia de subpolulagdes de Treg em
gestantes infectadas pelo HIV no inicio da gestacdo comparado as ndo infectadas, porém,
quando avaliada a presenca destas células ao fim da gestacdo, seus niveis estavam diminuidos
em relagdo as ndo infectadas. Desse modo, apesar desta subpopulagdo celular ndo ter sido
avaliada no presente estudo, sua participacdo poderia sugerir dindmica diferente durante a
gravidez em infectadas e ndo infectadas pelo virus, e estar relacionada a diminuicdo da
ativacdo imune nas gravidas infectadas pelo HIV, resultando em melhor estabilidade
imunologica.

O perfil de células Thl7, predominante no trato gastrointestinal, participa da defesa
contra infecgOes bacterianas, fingicas e parasitérias, além de estar envolvida na regeneracéo
epitelial e no recrutamento de neutréfilos e células miel6ides para 0 GALT.*” Além disso, a
perda da populacdo de Thl7 e Treg esteve associada a maior ativagdo imune e menor

restauracdo de T CD4+, apesar do controle viroldgico estabelecido pelo uso da terapia, sendo
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que, tal deplecédo contribui com o ambiente inflamatério local, que leva ao aumento nos danos
epiteliais e favorecem a translocacio microbiana.>*

Os niveis das citocinas aqui estudadas foram extremamente baixos, sendo que varias
amostras tiveram valores indetectaveis pela técnica utilizada. Este dado esta de acordo com o

de Fahley et al.”

que, em individuos infectados pelo HIV, também, encontraram
concentragcbes minimas detectadas no plasma, considerando valor “zero”. Por outro lado,
outros autores observaram altos niveis plasmaticos de citocinas inflamatorias em gestantes
infectadas pelo HIV e concluiram que a gestacdo contribui para maior ativacdo imune nestas
mulheres, principalmente em relacio as células T CD8+ %300,

Apesar da alta frequéncia de indetectabilidade da IL-17 no presente estudo, apenas em
uma paciente dos grupos de gestantes, detectou-se esta citocina e, justamente esta,
apresentava a maior CV dentre as gestantes. Isso poderia indicar associacdo entre CV e IL-17
sendo que, 0s niveis extremamente baixos desta citocina encontrados neste estudo poderiam
ser justificados pelo controle da CV da maioria das pacientes. Nesta mesma linha, estudos
relatam que, em pacientes infectados pelo HIV, apesar da supressdo viroldgica pela TARV e
niveis diminuidos de mediadores inflamatérios, ndo ha o restabelecimento da populacdo de
Th17 no GALT, como os valores anteriores & infeccdo, > fator que pode contribuir com o
aumento nos danos epiteliais.

Michelizi et al.>* avaliaram os marcadores de translocacdo microbiana sCD14, IFABP
e do perfil inflamatorio, IL-6 e TNF-y, em individuos infectados pelo HIV com colite
ulcerativa e observaram que os baixos niveis obtidos destes marcadores indicaram que esta
doenca, associada a infeccdo pelo virus, ndo piora o ocorréncia de transloca¢do microbiana e
ativacdo imune nestes pacientes. Nenhuma significancia foi encontrada para os niveis de IL-6
e IL-8 no presente estudo, dado que corresponde aos de Richardson et al.,*® que relataram ndo
haver diferenca nos niveis de IL-6 entre gestantes infectadas e ndo infectadas pelo HIV, no

1.° observaram aumento de citocinas

primeiro e ultimo trimestres gestacionais. Uzende et a
inflamatdrias em mulheres com pré-eclampsia independente da infeccdo pelo HIV, sendo
assim, sugeriram que IL-6 e TNF-o sejam mediadores responsaveis por esse quadro.

Quanto a IL-8, Richardson et al.*® observaram niveis aumentados em gestantes
infectadas pelo HIV, no qual os mais altos foram encontrados no inicio da gestacdo e os mais
baixos ao seu término. Quando os autores compararam 0s nhiveis de IL-8 encontrados em
gestantes ndo infectadas, observaram o oposto, ou seja, diminuidos no inicio e aumentados ao

final da gestagdo, e concluiram que, altos niveis de citocinas inflamatorias na gestante
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infectada pelo HIV podem contribuir para aumento da incidéncia de morbidade materno-fetal.
Em outro estudo®® observou-se baixos niveis de IL-8 em gestantes saudaveis entre sete e dez
semanas de gestacdo, sugerindo que esta citocina ndo se relacionava com baixo peso ao
nascimento de bebés nascidos na 39% semana de gestacdo. No presente estudo, 0s baixos
niveis de IL-8 sdo considerados esperados, afinal, como a média da idade gestacional foi de
25 semanas, as participantes estariam na fase em que hé& reducdo na atividade de perfil
inflamatorio.

Algumas limitacGes encontradas aqui requerem observacdes. Primeiramente, o
pequeno tamanho amostral poderia comprometer a confiabilidade dos resultados. Além disso,
trata-se de estudo transversal, que ndo permite, de fato, excluir a influéncia de algumas
variaveis no desfecho, por exemplo, a interferéncia do tempo de infeccdo nas mulheres
estudadas. Outro fator foi que se avaliou somente um marcador considerado indicador de
ocorréncia de translocacdo microbiana, o sCD14. Além disso, a técnica de deteccdo de
citocinas utilizada foi pouco sensivel no material estudado.

Por fim, concluiu-se que a translocacdo microbiana pode estar presente em mulheres
gravidas, de acordo com os altos niveis do marcador sCD14 encontrados aqui,
independentemente de serem ou ndo portadoras do HIV. No entanto, seus niveis foram ainda
mais altos nas infectadas ndo gestantes, mostrando que, tanto as gravidas podem apresentar
mecanismos protetores que dificultam a translocacéo, quanto que o uso de TARV por periodo
superior a cinco anos ndo foi capaz de diminuir os niveis circulantes desse marcador.
Portanto, outros biomarcadores que se associam com inflamacdo e translocacdo microbiana
devem ser estudados em maior casuistica de gestantes portadoras do HIV, na tentativa de
elucidar os mecanismos envolvidos e possiveis intervencfes profilaticas, que incluam
administracdo de antibidticos, drogas anti-inflamatorias ou suplementacdo de probioticos
associados a TARV, na intencdo de melhorar a evolucdo da gestacdo e progndstico da

infeccdo pelo HIV.
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111.CONCLUSAO

Concluiu-se que a translocacdo microbiana pode estar presente em mulheres gravidas,
pela dosagem do marcador sCD14, independentemente de serem ou ndo portadoras do HIV.
No entanto, seus niveis foram mais altos nas infectadas ndo gestantes, mostrando que, tanto as
gravidas podem apresentar mecanismos protetores que dificultama translocacéo, quanto que o
uso de TARV por periodo superior a cinco anos ndo foi capaz de diminuir os niveis
circulantes desse marcador. Portanto, outros biomarcadores que se associam com inflamacéo
e translocacdo microbiana devem ser estudados em maior casuistica de gestantes portadoras
do HIV, na tentativa de elucidar os mecanismos envolvidos e possiveis intervencbes
profilaticas, que incluam administracdo de antibidticos, drogas anti-inflamatdrias ou
suplementacdo de probidticos associados a TARV e na intencdo de melhorar a evolucéo da

gestacdo e o prognostico da infec¢do pelo HIV.
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Soluble CD14 as a marker of microbial translocation and cytokines in HIV-infected
pregnant women
Manfio VM?, Tasca KI*, Gatto M*, de Assis Gollim M?, Souza LR!

!Department of Tropical Diseases-Botucatu Medical School — UNESP- Séo Paulo
2 abotary flow Citometric of Botucatu Medical School- UNESP- S&o Paulo

Abstract

Introduction: Approximately 39.000.000 million people are living with HIV/AIDS worldwide and
757.042 in Brazil, reported from 1980 to June 2014, and it is estimated 12.000 cases of HIV-infected
pregnant women annually. In HIV infection, besides the intense basal CD4+ T lymphocytes depletion,
occurs impairment of various epithelial protective mechanisms, factors that contribute to intestinal
barrier damages and result in microbial translocation, leading to increased systemic immune activation
and chronic inflammation. However, microbial translocation in HIV infection has been poorly
investigated during pregnancy, period which women are susceptible to bacterial infections. Objective:
to study microbial translocation markers and the inflammatory status in HIV-infected pregnant
women. Patients and Methods: We studied 30 volunteers, 12 HIV-infected pregnant women (G1), 10
HIV-uninfected pregnant women (G2) and 8 HIV-infected nonpregnant women (G3) in the same
reproductive age than the other groups. Data were collected regarding age, gestational age (GA),
plasma HIV viral load (VL), lymphocyte CD4+ T count and nadir. The microbial translocation was
evaluated by measurement of plasmatic soluble CD14 (sCD14), performing the immunoenzymatic
method (ELISA) and of inflammatory cytokines (IL-17, IL-10, IL-8, IL-1pB, IL-6, IL -12p70 and TNF-
a) by flow cytometry (CBA). The parametric statistical analysis was performed using ANOVA
followed by Tukey-Kramer post-hoc test, and for non-parametric, Gamma Distribution, considered
significant when p <0.05. Results: The mean of CD4+ T count, nadir and VL were, respectively for
G1 601 cells/mm3, 442 cells/fmm? and 25670 copies/mL, and for G3, 583 cells/mm3, 196 cells/mm3
and 2299 copies/mL. The age was different between G1 and G3. Plasmatic levels of cytokines did not
differ among groups. High levels of sCD14 were observed in all groups, with statistical difference
between G1 (6727+2030) and G3 (11515+10746) [p = 0.02] and G2 (5256+769) and G3 [p <0.001].
Conclusion: Although there was no difference in the inflammatory state between the groups, all
pregnant women showed high levels of sCD14, those HIV-infected and uninfected, however, the HIV-
infected non-pregnant women showed the highest values of this marker, suggesting that the pregnancy
might influence on translocation mechanisms, changing the plasmatic sCD14 values.

Keywords: microbial translocation, pregnant women, HIV, sCD14, cytokines
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Introduction

Currently, around 70% of pregnant women living with HIV worldwide receive
combined antiretroviral therapy (CART), leading to significant reduction in the risk of vertical
transmission, which represents approximately 60%." As the virus infects various system cells
defense, especially CD4+ T cells, the progression to AIDS is marked by a severe
immunodeficiency, which leads to immunosuppression.

The gut-associated lymphoid tissue (GALT) houses the majority of CD4+ T
lymphocytes in the body, a feature which makes it extremely susceptible to infection and
replication of HIV.** GALT contains abundance of epithelial cells, immunoglobulins and
other cells of the system immune, which act as a barrier to the luminal contents, such as
bacteria and endotoxins. However, in HIV infection, severe depletion of T lymphocytes leads
to changes in the homeostasis of the microenvironment. Consequently, the damage to the
epithelial barrier and microbial products migrate from the intestinal lumen into the
bloodstream. >

These microbial products can lead to higher expression of activation markers,
inflammation and coagulation.®®° Some studies about infection by simian immunodeficiency
virus demonstrated that the increase of microbial translocation was directly related to the risk
of cardiovascular diseases, it was observed high levels of lipopolysaccharide (LPS) and D-
dimer in infected monkeys and developed such comorbidities. **° Volpe et al.** observed
among HIV- infected drug users, high levels of soluble CD14 (sCD14), tumor necrosis o-
factor (TNF-a), interferon y (IFN-y), and decreased levels of serum endotoxin core antibodies
(EndoCADb), as a result of microbial translocation.

Moreover, it is believed that the increased levels of LPS and sCD14 in infected
contributes to the appearance of some comorbidities related or unrelated to AIDS, such as
dementia, endothelial dysfunction, increased risk of cardiovascular disease, thrombophilia and
bone diseases. ***° CD14 is a multifunctional receptor exposed on the surface of monocytes
and macrophages induced by increased levels of LPS.Y” When the LPS binds to the CD14
present in the membrane or in soluble form, there is activation of the transcription factor NF-
kB with intense production of inflammatory cytokines.'®*® Besides the increase of those
biomarkers, Vesterbacka et al.”® and Sandler et al.** observed in HIV-infected individuals,
high levels of binding proteins of intestinal fatty acids (iFABP), released from the death of
enterocytes, the that would also be associated with microbial translocation. Lépez et al.?

showed the involvement of microbial translocation, in the occurrence of preterm births in
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HIV-infected pregnant women. The authors also observed that in the first trimester of
pregnancy, increased levels of sCD14 were related to preterm births and spontaneous
abortions, even in pregnant women under cART during pregnancy. But when the authors
assessed these biomarkers in the umbilical cord blood of infants of infected mothers and
uninfected found no differences.

Although they are being studied strategies in order to prevent the damage of the
GALT, there are few clinical trials that indicate antibiotics, anti-inflammatory drugs or
symbiotic-probiotic supplementation associated with cART, intending to prevent microbial
translocation. >?! In addition, evaluation of translocation has been little investigated in
pregnant women, especially those infected with HIV, and the approach of pregnancy
complications are also scarce, especially regarding the possible relationship of these
mechanisms and components of the immune activation and chronic inflammation, processes
commonly observed in the population infected by the virus. The aim of this study was to
assess plasma marker, sCD14, such as microbial translocation predictor as well, cytokines in

the inflammatory profile in pregnant and non-pregnant, infected or not by HIV.

Methods

Study design: 30 women were evaluated, divided in the following groups (G): (G1) - 12
HIV-infected pregnant women, (G2) - 10 HIV-uninfected pregnant and (G3) - 08 HIV-
infected non-pregnant women.

The inclusion criterion for the first two groups was to be pregnant. For women who
constituted G1 and G3, there was an additional criterion, having been diagnosed with HIV
infection. For pregnant women who constituted G2, the inclusion in the study was paired
form, as to the gestational age of the G1 and undiagnosed HIV infection, which was
confirmed by consulting the results of serological tests performed during prenatal care. For
G3 women were included HIV-infected and non-pregnant women, aged within the breeding
range. Women diagnosed with cancer were excluded, of autoimmune diseases, organ
transplantation, immunosuppressed and use of corticosteroids.

The study period was from November 2014 to March 2015. All participants belong to
G1 and G3 were attended in the Specialized Ambulatory Service of Infectious Diseases
"Domingos Alves Meira" (SAEI-DAM), "FMB-UNESP" Complex. The participants of G2
did prenatal care in the clinic of Gynecology and Obstetrics of Clinical Hospital of the FMB-
UNESP.
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The collection of demographic data was performed by the researcher through
interviews using a standardized form and previously tested, containing information on age at
the time of enrollment, gestational age, number of previous pregnancies, time of HIV
infection, use and duration of CART. CD4 + T counts data, nadir CD4 + T cells, plasma viral
load (VL) of HIV at inclusion in the study were collected from medical records.

This project was approved by the Ethics Research Committee of FMB-UNESP (No.

855423/2014) and all volunteers agreed to participate, provided written informed consent.

Sample processing: were collected 15 ml of blood from each participant in two tubes with
anticoagulant (EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid, the brand BD-Becton, Dickinson and
Company®), intended to implement the cytokine dosages and marker microbial translocation,
sCD14. After collection, the material was cooled and forwarded immediately to the
Experimental Laboratory of Infectious and Parasitic Diseases, the FMB-UNESP, where the
samples were centrifuged at 1500 rpm for 15 minutes at room temperature. The plasma was

aliquoted and stored in a freezer at -80 ° C until the laboratory tests.

Cytokines assay: IL-17, IL-10, IL-8, IL-1pB, IL-6, TNF-a, IL-12p70: were performed by the
technique of flow cytometry (CBA-citometric bead array) using Human Inflammation CBA
kit (BD 551,811) according to the manufacturer's instructions. The choice of technique was
due to the small amount of blood necessary for its realization compared to enzyme-linked
immunosorbent assay conventional (ELISA) . The principle of CBA technique is based on
the use of up to six populations of microspheres with different fluorescent intensities, and
each population was sensitized with specific capture antibodies to cytokines of interest. The
fluorescence intensity from the flow cytometer, the indicated amount of cytokines present in
the samples. It was felt necessary to make, together with the samples, standards, containing
known concentrations of each cytokine to the curve and reading with their respective
detection limits. The results were obtained in pg/mL.

Measurement of sCD14: plasma was measured by ELISA, which was conducted according
to the manufacturer's specifications, using the commercial kit Human sCD14 (R & D
Quantikine® ELISA DC140). Absorbance was read in a spectrophotometer at wavelength of
450 nm, and from the optical densities of the sample and curve, the sCD14 levels were

calculated as pg/mL. The detection limit was 125 pg / ml.
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Statistical analysis: was performed respecting the presuppositions determined by the results,
characteristics and behavior of the study database. The variables is built in Microsoft Office
Excel 2010 program was used for non-parametric variables, Gamma distribution and for
parametric, ANOVA followed by Tukey-Kramer. The differences were considered significant
when p values of < 0,05. All analyzes were performed using SAS for Windows, version 9.2,
with the help of back office professionals to research the institution (EAP / FMB).

Results

To compound the G1, HIV-infected pregnant women, both were included women who
were already on CART for longer, as those introduced during the prenatal, when three of them
received the diagnosis of infection. The group with the lowest age was the G1, 28+5.5 years,
while the highest was observed in G3, 3746 years, presenting difference between them (p
<0.0009). The VL of G1 patients had undetectable in seven of them, and the average, when
detected, was 25670+23500 copies/mL and only a voluntary G3 presented VL detectable,
18392 copies/mL. All infected women were on cART at the time of study entry, and the
treatment time for G1 and G3 was 33140 and 81+56 months, respectively. (Table 1)
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Table 1.Demographic, clinical and laboratory characterization of the 30 women studied.

Variable G1 G2 G3 P value
n=12 n=10 n=8
age (x, year) 28+5,5 31+2,5*° 37+5,8 <0,05
gestacional age (x, week) 25+7,9 24+9,5 - NS
1° trimester (n) 1 2 - NS
2° trimester (n) 4 2 - NS
3° trimester (n) 7 6 - NS
number of pregnancies (x) 2+1,5 1+0,4 - NS
preterm birth (n) None None - NS
CD4+ Te VL (x)
CD4+ T cells/mm? 601+£340 - 583+173 NS
CD4+ T nadir/mm® 441+258*° - 196+138 <0,05
Undetectable VL (n) 7 - 7 NS
Detectable VL (n) 5 1 NS
Diagnosis e ART
infection time (x, month) 63+71 - 81+56 NS
PI(n) 12 - 5 -
NNRTI (n) - - 3 -
during cART (x, month) 33+40 - 81+56 NS

G1: 12 HIV-infected pregnant women, G2:10 pregnant HIV-uninfected, G3: 8 nonpregnant HIV-seropositive women, VL: viral load, cART: antiretroviral therapy, PI:
protease inhibitors, NNRTI: non-nucleoside analogue reverse transcriptase, NS: no significance, *significant difference between the specified groups, (f:']: mean, n:

numbers of patients. Test: ANOVA

The 30 women had the assessment of microbial translocation and inflammatory
profile. Plasma levels of sCD14 were higher in G3 (11515+£10746) compared to the other
groups G1 (6727£2030) and G2 (5456+769), with statistical difference between G1 and G3 (p
<0.02) and G2 and G3 (p = 0.002), as shown in Figure 1. IL-17 was detected in only one
participant who was belongs to G1. The levels of IL-10, IL-1B, TNF-a, IL-12p70 showed to
be undetectable in all participants in the study (data not shown). No statistical difference was
observed for IL-6 and IL-8, Figure 2.

Fig 1. Plasmatic levels of Scd14

(Gl): 12 HIV-infected pregnant women, (G2):10 pregnant HIV-uninfected, (G3): 8 nonpregnant HIV-seropositive women.sCD14: soluble
CD14 .* Gl and G3 (p<0,02); e # G2 and G3 (p=0,002). Test: Gamma Distribution.

Fig 2. Plasmatic levels of IL-6 and IL-8

(Gl): 12 HIV-infected pregnant women,( G2):10 pregnant HIV-uninfected, (G3): 8 nonpregnant HIV-seropositive women. Test: Gamma

Distribution.
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Discussion

Microbial translocation is associated with persistent immune activation presented by
HIV-infected people, even those under cART.? In addition, this activation may reflect also
the residual viral replication in latent cells and other reservoirs in the body.?* This process
leads to chronic systemic inflammation state, which contributes to more rapid progression of

the disease and the development of comorbidities not related to AIDS, 2%

also very common
in this population. Few studies evaluate the involvement of microbial translocation
during pregnancy. In the present study, which of these markers, we observed increase in
sCD14 levels in all groups evaluated. However, this increase was more evident in the group of
nonpregnant women, which might suggest protective profile in pregnant women, justified by
immunological changes resulting from pregnancy. *?° Lopez et al.,? in a recent publication,
also reported increased levels of SCD14 in HIV-infected pregnant. These authors showed even
this increase could be related to the causes of preterm birth, although there have been no
complications for newborns.

In this study, have not been evaluated differences between the groups trimesters,
however, the mean gestational age was 25 weeks and that there was no occurrence of preterm
births in pregnant women infected. These same authors found higher levels of sCD14 in the
first trimester of pregnancy suggesting that this marker during this period could be a predictor

of preterm delivery. This was also observed by other authors 3%

who reported increase in
binding protein levels of lipopolysaccharide (LBP) and sCD14 in amniotic fluid from women
in preterm labor.

Kourtis et al.*

in a study with HIV-infected and uninfected infants of infected
mothers, evaluated breastfeeding and the role of microbial translocation in HIV acquisition
and observed higher levels of LPS and sCD14 in infected infants compared to non-infected.
Among the evaluated markers, the sCD14 was the predictor of acquiring HIV by
breastfeeding, and may suggest that intestinal permeability infant may favor infection. In this
same study, increased translocation was related also to weaning and antibiotic prophylaxis,
which could alter its flora and intestinal homeostasis. This led to lower growth of the child in
the months analyzed, which reinforces the need for other interventions during breastfeeding,
and the use of therapy, such as probiotics, rotavirus vaccine, among other precautions that
could stabilize such imbalance.

It is well established that pregnancy does not accelerate the progression of HIV disease
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or increase the risk of mortality, however, is correlated with the perinatal transmission of the
virus.***" In meta-analysis we found that, among women infected with HIV, pregnant women
are more aware with regard to adherence to therapy and clinical follow-up, reflecting in good

prognosis, both the pregnancy and the infection itself.*®

However, pregnancy, by itself, is
characterized by various changes and is associated with an increase in some inflammatory
markers.**3** From the immunological point of view, the maintenance of pregnancy depends
on the balance between cytokines that characterize the immune response profiles and change
throughout the gestational period.® In the first trimester there Th1 immune response, as the
environment becomes inflammatory to allow proper repair of the uterine epithelium, which
undergoes changes due to the implementation of the fetus. In the second trimester, the
immunological profile becomes the Th2, an increase of anti-inflammatory cytokines,
responsible for maintaining pregnancy. The third trimester and at delivery, the Thl profile is
again prevalent in circulation, the placental tissue and amniotic fluid.***** Recent studies have
suggested the involvement of other cell types, Th17 and regulatory T (Treg) involved in the
balance of the immune response during pregnancy.*>*

Richardson et al.?° found higher frequency of subpopulations of Treg in HIV infected
pregnant women in early pregnancy compared to uninfected, however, when the presence of
these cells to late of pregnancy, their levels were diminished compared to uninfected. Thus,
although this cell subpopulation was not assessed in this study, their participation might
suggest different dynamic during pregnancy in infected and not infected by the virus, and be
related to decreased immune activation in pregnant HIV-infected, resulting in improved
stability immune.

Th17 cell profile, predominantly in the gastrointestinal tract, participates in defense
against bacterial, fungal and parasitic infections, as well as being involved in epithelial
regeneration and recruitment of neutrophils and myeloid cells to the GALT.*" Furthermore, the
loss of the population of Th17 and Treg been associated with increased immune activation and
lower restoration of CD4 + T cells, despite the virological control established by use of the
therapy, and such depletion contributes to the local inflammatory environment which leads to
increase in epithelial damage and promote microbial translocation. >4

The levels of cytokines studied here were extremely low, with several samples had
undetectable by the technique used. This is in accordance with the Fahley et al.*® that in HIV-
infected individuals also found minimal concentrations detected in plasma, considering "zero"

value. Moreover, other authors have observed high plasma levels of inflammatory cytokines in
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HIV-infected pregnant concluded that most contributes to immune activation in these women,
especially in relation to CD8 + T cells. 2% Despite the high frequency of detectability IL-17
in this study, only one patient in the pregnant group, and this cytokine was detected rightly this,
had the highest VL among pregnant women. This could indicate association between VL and
IL-17 and, the extremely low levels of this cytokine found in this study could be justified by
controlling the VL of most patients. Along the same lines, studies report that in HIV-infected
patients, despite virological suppression by cCART and decreased levels of inflammatory
mediators, there is the restoration of the population of Th17 in the GALT as the previous values
to infection, 3 factor can contribute to the increase in epithelial damage.

Michelizi et al.>*

reviewed the markers of microbial translocation sCD14, IFABP and
inflammatory profile, IL-6 and TNF-y, in HIV-infected individuals with ulcerative colitis and
found that low levels of these markers obtained indicated that this disease associated to
infection by the virus, not worsening the occurrence of microbial translocation and immune
activation in these patients. No significance was found for IL-6 and IL-8 levels in this study
because it corresponds to Richardson et al., * who reported no difference in IL-6 levels
between infected pregnant and uninfected the first and last trimesters of pregnancy. Uzende et
al.>® observed increase of inflammatory cytokines in women with preeclampsia independent of
HIV infection, therefore, suggested that IL-6 and TNF-a mediators are responsible for this
frame.

Richardson et al.?°

observed increased IL-8 levels in HIV-infected pregnant women in
which the highest were found in early pregnancy and lower to a close. When the authors
compared the IL-8 levels found in uninfected pregnant women, observed the opposite, in other
words, reduced at the beginning and increased at the end of gestation and conclude that high
levels of inflammatory cytokines in HIV-infected pregnant may contribute to increased
incidence of maternal-fetal morbidity. In another estudo® observed low IL-8 levels in healthy
pregnant women between seven and ten weeks of pregnancy, suggesting that this cytokine not
related to low birth weight of babies born at 39 weeks of gestation. In this study, low levels of
IL-8 are considered expected ultimately to the mean gestational age was 25 weeks the
participants were at the stage where there is a reduction in the inflammatory profile of activity.
Some limitations found here require observations. First, the small sample size could
compromise the reliability of the results. In addition, this cross-sectional study, which does not,
in fact, rule out the influence of some variables on the outcome, for example, interference from

the time of infection in the women studied. Another factor was that we evaluated only a marker
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considered indicator of the occurrence of microbial translocation, the sCD14. Furthermore,

cytokine detection technique has low sensitivity in the material studied.

Finally, it was concluded that the microbial translocation may be present in pregnant

women, according to the high levels of sCD14 marker found here, whether or not with HIV.

However, their levels were even higher in non-infected pregnant women, showing that both

pregnant may have protective mechanisms that hinder translocation, as the use of antiretroviral

therapy for more than five years was not able to decrease circulating levels of this marker.

Therefore, other biomarkers that are associated with inflammation and microbial translocation

should be studied in larger samples of HIV-infected pregnant women in an attempt to elucidate

the mechanisms involved and potential prophylactic interventions, including antibiotics, anti-

inflammatory drugs or probiotics supplementation associated with CART, intending to improve

the evolution of pregnancy and the prognosis of HIV infection.
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ANEXO I. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) PARA
PARTICIPAGAO EM TRABALHO CIENTIFICO

Tendo sido satisfatoriamente informado sobre o estudo “Avaliacdo da translocacao

microbiana em gestantes infectadas pelo HIV”, que tem por objetivo analisar gestantes
soropositivos para o HIV e sdo atendidas no Servigo de Ambulatérios Especializados de Infectologia

“Domingos Alves Meira”, eu, , concordo em

participar do mesmo, respondendo as questdes da entrevista por tempo estimado de 10 minutos e
submetendo-me a exame de coleta de amostra de 15 mL de sangue, em apenas 1 (um) momento, para
realizacdo de exames laboratoriais, afim de contribuir com a pesquisa. Tenho ciéncia de que esse
material colhido podera ser reutilizado em futuros estudos, depois de aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) e, que este estudo é de responsabilidade da farmacéutica e mestranda Vanessa
Martinez Manfio, sob orientacdo da Profa. Adjunta Lenice do Roséario de Souza, do Departamento de
Doengas Tropicais e Diagndstico por Imagem. Fui informada que as informagdes serdo utilizadas,
exclusivamente, pelas pesquisadoras, que manterdo sigilo sobre minha identidade, e que as mesmas
estardo disponiveis para responder a quaisquer perguntas. A coleta de amostra de sangue pode causar
um leve desconforto no local da picada, podendo apresentar edema por uns dias, porém, ndo é
prejudicial para as voluntarias. Sei também que posso retirar este consentimento a qualquer hora
sem prejuizo do meu atendimento neste Servico. Em caso de davida adicional, poderei entrar em
contato com o CEP da FMB/UNESP, através do telefone: (14) 38801609.

Botucatu, de de20

Assinatura do voluntario

Vanessa — Farmacéutica UNESP/FEIS

Lenice do Roséario de Souza; Vanessa Martinez Manfio
End: Rua Salim Kahil,470/803, Vila Nogueira, Botucatu End: Miguel catarino n 339 jd panorama, Botucatu
Tel: 14 38821395; E-mail: Isouza@fmb.unesp.br Tel: 14 7223003Email:vanessamanfio@hotmail.com
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ANEXO Il (TCLE para o grupo GC)

Tendo sido satisfatoriamente informado sobre o estudo “Avaliacido da translocagio microbiana em
gestantes infectadas pelo HIV”,que tem por objetivo analisar gestantes soropositivos para o HIV e
sdo atendidas no Servico de Ambulatorios Especializados e Infectologia “Domingues Alves Meira”,

eu, , soronegativa para

HIV, concordo em participar do mesmo, como grupo controle, respondendo as questbes da
entrevista por tempo estimado de 10 minutos e submetendo-me a exame de coleta de amostra de 15
mL de sangue, em apenas 1 (um) momento, para realizacdo de exames laboratoriais, afim de contribuir
com a pesquisa. Tenho ciéncia de que esse material colhido poderé ser reutilizado em futuros estudos,
depois de aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e, que este estudo é de responsabilidade
da farmacéutica e mestranda Vanessa Martinez Manfio, sob orientacdo da Profa. Adjunta Lenice do
Rosério de Souza, do Departamento de Doengas Tropicais e Diagnostico por Imagem. Fui informada
que as informacdes serdo utilizadas, exclusivamente, pelas pesquisadoras, que manterdo sigilo sobre
minha identidade, e que as mesmas estarao disponiveis para responder a quaisquer perguntas. A coleta
de amostra de sangue pode causar um leve desconforto no local da picada, podendo apresentar edema
por uns dias, porém, ndo é prejudicial para as voluntérias. Este grupo tem por finalidade comparar
gestantes ndo infectadas pelo HIV com gestantes infectadas pelo HIV. Sei também que posso retirar
este consentimento a qualquer hora sem prejuizo do meu atendimento neste Hospital. Em caso
de duvida adicional, poderei entrar em contato com o CEP da FMB/UNESP, através do telefone: (14)
388016009.

Botucatu, de de20

Assinatura do voluntario

Vanessa — Farmacéutica UNESP/FEIS

Lenice do Roséario de Souza; Vanessa Martinez Manfio
End: Rua Salim Kahil,470/803, Vila Nogueira, Botucatu End: Miguel catarino n 339 jd panorama, Botucatu
Tel: 14 38821395; E-mail: Isouza@fmb.unesp.br Tel: 14 7223003Email:vanessamanfio@hotmail.com
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