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RESUMO

INTRODUCAO: O HIV é o agente causador da AIDS, doenca caracterizada por deplecdo dos
linfécitos T helper. Os alvos de infeccdo pelo HIV nos humanos sao células que expressam a
glicoproteina CD4, presente nas APCs, principalmente, linfocitos T helper. O HIV-1 é
mutagénico, assim, considerado o mais virulento. O GALT é organizado em placas de Peyer e
foliculos linfoides; é o maior tecido e abriga a maioria dos linfocitos, portanto, grande porta de
entrada, reservatorio e replicacdo viral do HIV. Desde seu reconhecimento em 1981, a infeccao
matou mais de 30 milhdes de pessoas no mundo. Células T citotoxicas estdo entre as principais
células efetoras do sistema imune adaptativo; quando virgens, sao incapazes de destruir células-
alvo, sendo consideradas precursores dos linfocitos T citotoxicos (CTL-Ps). O CTL-P quando
ativado, diferencia-se em linfécito T citotoxico funcional (CTL), adquirindo capacidade de
eliminacdo por atividade litica por acdo de granzimas e perforinas nos micro-organismos
intracelulares e pela interacdo do receptor FasL do CTL com a molécula Fas da célula-alvo,
levando a apoptose. As principais funcdes dos CTLs é a vigilancia e eliminacdo da infecgédo
viral. Células dendriticas e linfocitos T helper sdo essenciais para a manuten¢do da resposta dos
CTLs ao virus. OBJETIVO: Descrever por meio de uma breve revisdo de literatura, a resposta
imune dos CTLs sobre células infectadas pelo HIV e compreender o porqué da diminuicédo
dessa resposta, levando a progressdo para AIDS. METODOS: Realizou-se revisoes
bibliogréficas, no periodo de 1999 a 2019, de diversas regides do mundo, nos idiomas inglés e
portugués, em bibliografias, artigos cientificos da biblioteca virtual em sadde (BVS), bases de
dados LILACS, Pubmed e o portal de revistas SCiIELO; também foi utilizado o centro nacional
de informacdes biotecnoldgicas (NCBI) e o programa em conjunto das Nacdes Unidas sobre
HIV e AIDS (UNAIDS). RESULTADOS: CTLs especificos contra o HIV, na fase aguda estdo
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em alta atividade citotoxica promovendo uma répida queda da viremia; expressam grandes
quantidades de perforina no sangue periférico e granzima A no tecido retal; expressam
perforinas e granzimas no tecido linfoide e em tecido extrafolicular, mas inferiores quando
comparados a infeccao pelo virus Epstein-Barr; individuos denominados controladores de elite
expressam abundantemente fator de transcricdo T-bet, perforinas e granzima B para o controle
viral. CONCLUSAO: Os CTLs sdo um fator importante que desempenha um papel critico e
essencial no controle da infec¢do do HIV e ndo devem ser ignorados, pois sdo capazes de
destruir células infectadas pelo HIV e consequentemente, inibir a replicagdo do virus por meio
da atividade litica e interacdo Fas-FasL da célula-alvo, entretanto a infeccdo ndo pode ser
erradicada porqué: o HIV-1 é mutagénico e a proteina Nef diminui expressdo de MHC-I; a
destruicdo das APCs levam &: auséncia de IL-7; auséncia do processo de licenciamento;
auséncia de IL-2; falta dos estimulos para ativacao, proliferacdo e diferenciacdo de um CTL a
partir de um CTL-P. Na medida em que as APCs sdo destruidas ao decorrer do tempo,
concomitantemente, a poténcia da resposta dos CTLs contra o HIV, tende a diminuir.

Palavras-chaves: Células. Linfocitos t citotéxicos. Granzimas. Perforina. HIV.

ABSTRACT

INTRODUCTION: HIV is the causative agent of AIDS, a disease characterized by depletion
of T helper lymphocytes. The targets of HIV infection in humans are cells that express the CD4
glycoprotein, present in APCs, mainly T helper lymphocytes. HIV-1 is mutagenic, therefore,
considered the most virulent. GALT is organized into Peyer plaques and lymphoid follicles; it
is the largest tissue and houses most lymphocytes, therefore, a major gateway, reservoir and
viral replication of HIV. Since its recognition in 1981, the infection has killed more than 30
million people worldwide. Cytotoxic T cells are among the main effector cells of the adaptive
immune system; when virgin, they are unable to destroy target cells, being considered
precursors of cytotoxic T lymphocytes (CTL-Ps). CTL-P, when activated, differentiates into
functional cytotoxic T lymphocyte (CTL), acquiring the ability to eliminate by lytic activity
through the action of granzymes and perforins on intracellular microorganisms and by the
interaction of the CTL FasL receptor with the Fas molecule from target cell, leading to
apoptosis. The main functions of CTLs are the surveillance and elimination of viral infection.
Dendritic cells and T helper lymphocytes are essential for maintaining CTL response to the
virus. OBJECTIVE: To describe, by means of a brief literature review, the immune response of
CTLs on HIV-infected cells and to understand why the decrease in this response leads to
progression to AIDS. METHODS: Bibliographic reviews were carried out, from 1999 to 2019,
from different regions of the world, in English and Portuguese, in bibliographies, scientific
articles from the virtual health library (VHL), LILACS databases, Pubmed and the portal
SciELO magazines; the national biotechnology information center (NCBI) and the joint United
Nations program on HIV and AIDS (UNAIDS) were also used. RESULTS: HIV-specific CTLs,
in the acute phase, are in high cytotoxic activity promoting a rapid drop in viremia; express
large amounts of perforin in peripheral blood and granzyme A in rectal tissue; express perforins
and granzymes in lymphoid tissue and extra-follicular tissue, but lower when compared to
infection by the Epstein-Barr virus; individuals called elite controllers abundantly express
transcription factor T-bet, perforins and granzyme B for viral control. CONCLUSION: CTLs
are an important factor that plays a critical and essential role in the control of HIV infection and
should not be ignored, as they are capable of destroying HIV-infected cells and, consequently,
inhibiting the replication of the virus through lytic activity and Fas-FasL interaction of the target
cell, however the infection cannot be eradicated because: HIV-1 is mutagenic and the Nef
protein decreases MHC-1 expression; destruction of APCs leads to: absence of IL-7; absence of
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the licensing process; absence of IL-2; lack of stimuli for activation, proliferation and
differentiation of a CTL from a CTL-P. As APCs are destroyed over time, at the same time, the
potency of CTLs' response to HIV tends to decrease.

Keywords: Cells. T lymphocytes are cytotoxic. Granzimas. Perforin. HIV.

1 INTRODUCAO

O virus da imunodeficiéncia humana (VIH (HIV - Human Immunodeficiency Virus)) é
0 agente causador da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA (AIDS - Acquired Immune
Deficiency Syndrome)) (UCHIL; MOTHES, 2009). Esta doenca é caracterizada por profunda
imunossupressao (SAHARIA; KOUP, 2013), resultando em infecgdes oportunistas, neoplasias
secundarias e manifestacfes neuroldgicas (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2016).

O HIV é um retro virus humano (CLINICA, 2014), ndo-oncogéneo (CHAPEL et al.,
2003), pertencente a familia dos lentivirus, como por exemplo, o virus da imunodeficiéncia
simia (SIV - Simian immunodeficiency virus). O virus é formado por um envelope bilipidico,
oriundo da celula hospedeira, onde inserem suas as glicoproteinas de 120 kDa (gp120) e de 41
kDa (gp41). No interior do envelope, hd uma matriz constituida por uma proteina de 17 kDa
(p17) e o capsideo proteico de 24 kDa (p24) (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2016). O material
genetico do virus € constituido por duas fitas de acido ribonucleico (RNA - Ribonucleic acid),
associado com enzimas: transcriptase reversa, integrase e protease (ENGELMAN;
CHEREPANOV, 2013). Por sua vez, o RNA ¢ transcrito reversamente em &cido
desoxirribonucleico (DNA - Deoxyribonucleic acid) pela transcriptase reversa. Essa copia de
DNA, denominada proé-virus, é integrada ao genoma da célula hospedeira e é replicada
juntamente com o DNA celular. O pro-virus pode permanecer latente nas células ou pode ser
expresso para formar novos virions, ocasionando a lise celular (PARSLOW et al., 2004).

O HIV possui genes estruturais (gag, env e pol) comuns aos retrovirus, que codificam
as poliproteinas Gag, Env e Pol, as quais sdo clivadas pelas proteases virais em proteinas
individuais. Além das proteinas que formam o envelope viral, o virus possui genes regulatérios
(tat, rev e nef) e genes acessorios (vif, vpr e vpu —no HIV-1, ou vpx — no HIV-2) (FERREIRA,;
RIFFEL; SANT’ANA, 2010). A protease, transcriptase reversa e integrase, possuem fungdes
enzimaticas essenciais e também sdo encapsuladas com a particula viral. O HIV ainda codifica
seis proteinas adicionais, sendo que trés delas sdo encontradas na particula viral: Vif (controla
a producdo de particulas virais infecciosas); Vpr (transporta o pro-virus para o ndcleo da célula
infectada); Nef (diminui os niveis celulares de CD4; diminui a expressdo das moléculas do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) de classe | e de classe 1) (PROTEIN
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DATA BANK, 2011). As proteinas Tat e Rev, estdo envolvidas com a regulagdo génica. J& a
proteina Vpu, também diminui a expressdo de CD4 (CD -Cluster of differentiation), diminui
moléculas do MHC de classe Il e promove a liberagdo de novos virions (FERREIRA; RIFFEL;
SANT’ANA, 2010).

Os alvos de infeccdo pelo HIV nos humanos sao células que contém uma glicoproteina
de membrana denominada CD4, presente em macrofagos, células dendriticas e, principalmente,
linfocitos T helper (TH), que s&o células do sistema imune envolvidas diretamente na defesa do
organismo, contra micro-organismos invasores (BRITO, 2011).

Inicialmente, o HIV se liga com alta afinidade aos receptores CD4. ApGs esse processo,
0 virus se liga a um correceptor, podendo ser o CCR5 - presente principalmente em mondcitos
e macréfagos (CCR5 — C-C chemokine receptor type 5) ou 0 CXCR4 - presente principalmente
em celulas T (CXCR — C-X-C chemokine receptor type 4), ambos receptores de quimiocinas
(GUERREIRO; SANTOS-COSTA; AZEVEDO-PEREIRA, 2011). Dentre os diversos
receptores existentes, outros receptores de quimiocinas e diversas proteinas que pertencem a
familia de receptores ligados a proteina G, foram demostrados in vitro, que também podem ser
mediadores da infeccdo nas células pelo HIV-1 e HIV-2, como: CCR3, FPRL1, CCR1, CCR2b,
CCR4, CXCR2, CXCR6, GPR-1, ChemR23, RDCL1 e BLTR. Entretanto, in vivo, somente 0S
correceptores CCR5 e CXCR4 foram demonstrados como relevantes na evolugédo da infeccao
pelo HIV (AZEVEDO-PEREIRA, SANTOS-COSTA, 2008).

Nesta sindrome, como ja descrito, ocorre perda progressiva de células T CD4*
(ASQUITH; MCLEAN, 2006) nos tecidos linféides e destruicdo da arquitetura desses tecidos.
Dessa forma, quando a contagem de células T CD4" cai abaixo de 200 por mm?3 (o normal é de
1500 células por mm?®), os pacientes tornam-se susceptiveis a infeccdes, e considera-se que
sofram AIDS (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

Duas formas geneticamente diferentes, chamadas HIV-1 e HIV-2 foram isoladas de
pacientes com AIDS (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2016). Apresentam cerca de 40% de
homologia e o0 HIV-2 é mais parecido com o SIV (BALESTIERI, 2006). O HIV-1 é o tipo mais
comum associado a AIDS nos Estados Unidos, Europa e Africa Central e apresenta maior taxa
de mutacdo (LEWIS et al., 2012; LIU et al., 2011), dessa forma, é considerado o mais virulento
(LAZZAROTTO; DERESZ; SPRINZ, 2010). Ja 0 HIV-2, é comumente encontrado na Africa
Ocidental e Asia (LAZZAROTTO; DERESZ; SPRINZ, 2010). Este apresenta indices de
patogenicidade e de transmissibilidade inferiores aos do HIV-1; como consequéncia, 0S

individuos infectados apenas com o HIV-2 possuem, em geral, sobrevida mais longa (BRITO,
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2011). Ambos os virus HIV-1 e HIV-2 partilham alguns antigenos e semelhangas, dentre elas
estdo a disposicao basica dos genes, meios de transmissao (relacéo sexual, transfusdo sanguinea,
compartilhamento de seringas, dentre outras), vias intracelulares de replicacdo e consequéncias
clinicas: ambos resultam em AIDS (NYAMWEYA et al., 2012). O HIV-1 pode ser classificado
conforme sua sequéncia nucleotidica e dividido em trés grupos: M (major), O (outlier) e N
(neither M nor Q). Os virus pertencentes ao grupo M séo a forma causadora de AIDS mais
comum em todo mundo, sendo subdivididos em varios subtipos, nomeados de A a K
(PARSLOW et al., 2004).

Segundo Nyamweya et al. (2012), quando ocorre a progressao clinica, ambas as doencas
causadas por HIV-1 e HIV-2 demonstram processos patolégicos muito semelhantes, porém, na
infeccdo por HIV-2 a carga viral plasméatica é menor quando comparado com HIV-1, além
disso, a contagem de linfécitos T CD4* é mais elevada.

Segundo Balestieri (2006), na época em que foram identificados os primeiros casos de
AIDS, observou-se uma modificacdo na proporc¢do entre linfécitos T CD4" e CD8*, pois um
individuo sadio apresenta, geralmente, a proporcdo 2:1. Hoje, sabe-se que apés a infecgédo
primaria, pode ocorrer a inversdo dessa propor¢édo, podendo chegar a 1:2 em pacientes aidéticos,
ou seja, aqueles que desenvolvem imunodeficiéncia.

Desde o momento em que o virus foi oficialmente reconhecido, em 1981 (SINGH et al.,
2008), a infeccao pelo HIV ja matou mais de 30 milhdes de pessoas em todo o mundo (BRITO,
2011).

Segundo dados recentes em Unaids (2019), até o final de 2018 havia 37,9 milhdes de
pessoas vivendo com HIV em todo o mundo, sendo a populagdo adulta com 36,2 milhdes e,
criancas menores de 15 anos, com 1,7 milh&o. Cerca de 8,1 milhGes de pessoas ndo sabiam que
eram portadoras do virus. Em 2018 houve uma reducdo na incidéncia de casos em 40% desde
0 pico de infeccdo em 1997, cerca de 1,7 milhdo de casos novos contra 2,9 milhdes,
respectivamente. Com relacdo a taxa de mortalidade, em 2018 aproximadamente 770 mil
pessoas morreram de doencas relacionadas a AIDS em todo mundo, reducdo significativa
guando comparado aos 1,7 milhdo em 2004 e 1,2 milhdo em 2010. Conforme Abbas, Lichtman
e Pillai (2019) a doenca é especialmente devastadora devido a prevaléncia da transmissdo ser

entre jovens adultos de 15 — 24 anos, idade onde as pessoas sao mais sexualmente ativas.
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2 OBJETIVO

Descrever por meio de uma breve reviséo de literatura, a resposta imune dos linfocitos
T citotoxicos funcionais sobre células infectadas pelo HIV e compreender, o porqué da
diminuicgdo dessa resposta, levando a progressao para sindrome da imunodeficiéncia adquirida.

3 METODOS

O presente estudo teve 0 embasamento de uma breve revisao bibliogréfica, entre 0s anos
de 1999 e 2019, nos idiomas inglés e portugués, realizada em livros disponiveis na Biblioteca
Pe. Inocente Radrizzani do Centro Universitario Sdo Camilo, artigos da biblioteca virtual em
salde (BVS), de periddicos cientificos nas bases de dados LILACS, Pubmed. e portal de
revistas SciELO, também foi utilizado o centro nacional de informacgdes biotecnoldgicas -
NCBI e o programa em conjunto das Na¢des Unidas sobre HIV e AIDS — UNAIDS.

4 REVISAO DE LITERATURA: FUNDAMENTOS DA IMUNIDADE
4.1 O COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE (MHC)

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC - Major Histocompatibility
Complex) foi descoberto no ano de 1940, por Snell e colaboradores, utilizando técnicas
geneticas para analisar processos de rejeicdo tumoral e de 6rgdos transplantados entre linhagens
distintas de camundongos (PENN, 2002). Os genes estdo localizados no brago curto do
cromossomo 6 (GARCIA et al., 2012). Sua funcdo € apresentar antigenos produzidos por
células apresentadoras de antigenos (APCs - Antigen presenting cells) para serem reconhecidos
pelos receptores de células T (TCR - T-cell receptor) dos linfocitos T (LI; RAGHAVAN, 2010).
Sendo assim, os linfécitos T CD8", reconhecem MHC de classe | (expressos em praticamente
todas as células nucleadas) (BLUM; WEARSCH; CRESSWELL, 2014); Os linfécitos T CD4*
reconhecem MHC de classe Il (expressos em células dendritica, linfécitos B, macréfagos,

monacitos, endotélio e células de Langerhans) (GARCIA et al., 2012).

4.2 PROCESSAMENTO E APRESENTACAO DE ANTIGENOS VIA MHC DE CLASSE |
Na via do MHC de classe |, os antigenos proteicos no citoplasma sdo processados pelo
proteassomo (NAGARAJAN; GONZALEZ; SHASTRI, 2012) (sistema proteolitico localizado
abundantemente do nucleo e citoplasma, responsavel por: 80% da degradacdo de proteinas
intracelulares; processamento antigénico; Eliminacdo de proteinas com erro de transcri¢do e

traducdo) gerando peptideos com 7-9 residuos de aminoacidos (PIASSA FILHO, 2010). Esses
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peptideos sdo transportados para o reticulo endoplasmético (LI; RAGHAVAN, 2010) pelo
Transportador associado ao Processamento de Antigenos (TAP) onde séo ligados as moléculas
de MHC de classe | (NAGARAJAN; GONZALEZ; SHASTRI, 2012). As moléculas de MHC-
I-peptideos se movimentam por meio do complexo de Golgi e sdo transportadas por vesiculas
para a superficie das células, onde ocorre o0 reconhecimento pelos linfocitos T CD8". Esse
processo é exclusivo de proteinas intracelulares e virais (BLUM; WEARSCH; CRESSWELL,
2014). Sua expressdo pode ser aumentada por Interferon-alfa (IFN-a), IFN-B e IFN-y (PIASSA
FILHO, 2010)

4.3 ASPECTOS GERAIS DOS LINFOCITOS T

Os linfécitos T sdo mediadores da imunidade celular, assim denominados devido aos
seus precursores que se originam na medula 0ssea, migram e sofrem maturacdo no timo
(STEELE; LINDLEY, 2019), do qual somente os linfocitos T maduros de 14, saem e caem na
circulacdo (MESQUITA JUNIOR et al., 2010). Sua ativacéo e funcdo exigem a participacao e
um envolvimento estruturado das células apresentadoras de antigeno (FOOKSMAN et al.,
2011).

Durante o processo de maturacdo, os linfocitos T passam a expressar em suas
membranas uma molécula ligadora de antigeno especifica, denominada TCR, responsavel pelo
reconhecimento do complexo peptideo antigénico-molécula do MHC (MESQUITA JUNIOR
et al., 2010; MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010) também em associacdo com um
complexo molecular, CD3 ¢ cadeia zeta ({), promove sinalizacdo celular subsequente e
estabilizacdo da sinapse imunoldgica (GUY et al.,, 2013). Timdcitos cujos TCRs néo
apresentem afinidade pelo MHC prdprio, sofrem apoptose pela falta de estimulo e, a interacdo
com moléculas MHC de classe | ou Il, determina a diferenciacdo do timécito em linfocito T
CD8* (citotoxico) ou linfécito T CD4* (helper ou auxiliar) (MESQUITA JUNIOR et al., 2010).

Diferente dos receptores dos linfocitos B (BCR - B-cell receptor), que podem
reconhecer antigenos livres (KINDT; GOLDSBY; OSBORNE, 2008), os TCRs somente
reconhecem antigenos ligados ao MHC (FOOKSMAN et al., 2011).

Segundo Mesquita Janior et al. (2010), o TCR é formado por duas cadeias polipeptidicas
transmembranares da superfamilia das imunoglobulinas ligadas covalentemente entre si por
pontes dissulfeto, com uma regido variavel e uma regido constante; ¢ formado pelas cadeias o

e B em cerca de 95% dos linfocitos T circulantes e uma pequena parte pelas cadeias y e 6. Por
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meio do processo de recombinacdo somética ocorre grande diversidade de repertorio dos
linfocitos T maduros.

Ao reconhecer um antigeno combinado com uma molécula do MHC em uma célula, sob
circunstancias apropriadas, a celula T prolifera e se diferencia em vérias células efetoras e de
memoria (CALICH; VAZ, 2009). Existem trés subpopulagdes bem definidas de células T:
auxiliares (Tn) (LORENZI; LORENZI; ZANETTE, 2012) citotoxicas (Tc) (YOON; KIM;
BRACIALE, 2010) e regulatérias (Treg) (ZHU; YAMANE; PAUL, 2012)

A expressdo de proteinas na superficie da membrana celular é utilizada como marcador
fenotipico para identificar e distinguir populagdes de linfécitos, chamadas do inglés Cluster of
differentiation (CD), significando agrupamento de diferenciacdo, caracterizadas
estruturalmente por moléculas glicoproteicas, envolvidas com diversas fungbes, como
interacdes célula-célula, receptores de citocinas, sinalizagdo celular, canais i6nicos,
transportadores, enzimas, imunoglobulinas ou moléculas de adesdo (BELOV et al., 2001).

A identificacédo fenotipica das subpopulac6es dos linfocitos T pode ser realizada quando
se utiliza anticorpos monoclonais: a maioria das células T atuando como Tw, expressam CD4;
atuando como T, expressam CD8; as que atuam como Treq expressam tanto CD4 como CD25
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019). A proporcéo de celulas T para células Tc é de cerca
de 2:1 no sangue periférico humano normal, podendo ser significativamente alterada por
imunodeficiéncias, doencas autoimunes e outras disfuncdes (KINDT; GOLDSBY; OSBORNE,
2008).

4.4 CELULAS T CITOTOXICAS

Células T citotoxicas sdo subpopulagdes dos linfocitos T (INGRAHAM; INGRAHAM,
2010) que estdo entre as principais células efetoras do sistema imune adaptativo (PARISH;
KAECH, 2014), caracterizadas pela expressdo de CD8 (WOOLDRIDGE et al., 2010) e
auséncia de CD4; sdo restritas ao reconhecimento de MHC de classe | (BENJAMINI; COICO;
SUNSHINE, 2002). Quando virgens precisam de sinais homeostaticos de sobrevivéncia, como
MHC de classe | e Interleucina-7 (IL — Interleucine) (PARISH; KAECH, 2014); sdo incapazes
de destruir células-alvo, por isso, sdo consideradas precursores dos linfocitos T citotoxicos
(CTL-Ps, Cytotoxic T lymphocytes precursors) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019). Além,
com base nos estudos experimentais de Nanjappa et al. (2008), células T CD8" tratadas com
IL-7 podem promover aumento de linfocitos T citotoxicos de memoria. Somente apds a

ativacdo de um CTL-P ocorre a diferenciacdo em linfocito T citotoxico funcional (CTL,
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Cytotoxic T Lymphocyte) (BADOVINAC; HARING; HARTY, 2007). Tais linfocitos produzem
e secretam interferon-gamma (INF-y) contribuindo para ativagdo de macréfagos (GERARD et
al., 2014) e no combate a micro-organismos intracelulares (LORENZI; LORENZI; ZANETTE,
2012). Promovem eliminacdo, por atividade litica, dos micro-organismos intracelulares
(ZHANG; BEVAN, 2012) pela acdo de granzimas e perforinas, levando a morte celular
programada (apoptose) da célula-alvo (LORENZI; LORENZI; ZANETTE, 2012) e também,
podem levar a apoptose pela expressao do receptor FasL (CD95) interagindo com a molécula
Fas da célula-alvo (BALESTIERI, 2006), sendo criticas no reconhecimento e na eliminagéo de
células préprias alteradas (MESQUITA JUNIOR et al., 2010), infectadas por virus, células
neoplésicas (WOOLDRIDGE et al., 2010) ou células geneticamente diferentes nas reagdes de
rejeicdo a enxertos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019). Posteriormente a acdo dos CTLs,
a maioria sofre apoptose (LORENZI; LORENZI; ZANETTE, 2012), levando formagéo de CTL
de memdria. No caso de uma reinfecgcdo, ocorrera uma resposta mais rapida garantindo uma
melhor protecéo ao hospedeiro (BADOVINAC; HARING; HARTY, 2007).

4.5 MARCADORES FENOTIPICOS

Por meio da identificacdo das proteinas CD, as células T citotdxicas caracterizam-se
pelas seguintes expressfes de proteinas na superficie da membrana plasmatica e suas
respectivas funcdes: CD2, adesdo da molécula e transducdo de sinal, CD3, elemento de
transducdo de sinal do TCR; CD5, atualmente a funcdo proposta é ser uma molécula de
sinalizacdo celular; CD8, molécula de adesdo que se liga as moléculas do MHC de classe | e
atua na transducao de sinal; CD28, receptor para a molécula B7 (co-estimulador nas células
apresentadoras de antigeno (APC)); CDA45, atuando na transdugdo de sinal (KINDT;
GOLDSBY; OSBORNE, 2008) (PUNT et al., 2018)

4.6 DIFERENCIACAO PARA LINFOCITOS T CITOTOXICOS FUNCIONAIS (CTL)

Para ocorrer a ativacdo das células T CD8" virgens, diferenciacdo em CTL funcionais e
formacdo de células de memdria, a participacdo dos linfocitos T CD4+ é necessaria para a
sinalizacdo as células T CD8" (ZHANG; BEVAN, 2012). Durante uma infeccéo, as células T
CD8" naive sdo estimuladas por APCs, ocorrendo em 6rgéos linfoides secundarios, como
linfonodos e baco (YOON; KIM; BRACIALE, 2010).

Células dendriticas (CDs) se originam na medula 0ssea a partir de uma célula-tronco

hematopoiética pluripotente: sdo consideradas dentre as APCs as mais eficientes, quando
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comparadas com linfocitos B e macrdfagos, capazes de apresentar antigenos via MHC de classe
I e MHC de classe Il (PIASSA FILHO, 2010).

A participacdo das células T CD4" no desenvolvimento das respostas pelos CTLs pode
ser constatada em estudos experimentais com camundongos e ratos deficientes de linfocitos T
CD4*: algumas infecgOes virais ou bacterianas — como por Listeria monocytogenes — ndo
induzem uma resposta eficaz dos CTLs ou de células T CD8" de memoria (SUN; BEVAN,
2009). Consequentemente, em um primeiro momento, a infec¢ao pode ser combatida (ABBAS;
LICHTMAN; PILLALI, 2019)., mas néo erradicada (QIU, 2019). Sun e Bevan (2009) comentam
se células T CD8" forem estimuladas cronicamente, necessitam das células T CD4 + para
sobreviver.

O desenvolvimento de granulos citoplasmaticos de perforinas (LYKENS et al., 2011) e
granzimas (THIERY et al., 2012), e secre¢éo de IFN-y, sdo as caracteristicas mais importantes
da diferenciagio dos CTLs (GERARD et al., 2014).

Primeiramente, é necessario que uma APC adquira a habilidade de ativar CTL-Ps via
interacdes prévias em um processo chamado de “licenciamento”, que pode acontecer pela
interacdo da APC (provavelmente uma celula dendritica) com uma célula Tn1 (Figura 1A), via
antigeno processado por uma molécula de MHC de classe Il (CRISPE, 2014).

Durante o licenciamento a interacdo co-estimuladora da molécula CD40, expressa pela
célula dendritica, com seu especifico ligante (CD40L) sobre a célula TH1 é necessaria (Figura
1B). Essa interacdo pode ser observada em situacdes experimentais em que a ativacao de CTL-
P foi mediada por células dendriticas com anticorpos monoclonais anti-CD40, resultando o
mesmo efeito sobre CD40L em células Tl (SUN; BEVAN, 2009). Dessa forma, uma vez
licenciada, a célula dendritica interage com o CTL-P via antigeno apresentado por uma
molécula de MHC de classe | para efetuar a ativacdo de um CTL efetor (CALICH; VAZ, 2009).
O papel preciso das células Tn1 na geracdo dos CTL, a partir de CTL-P virgens, ainda néo esta
completamente definido e parece ser improvavel que uma célula Tyl e CTL-P interajam
diretamente.

Abbas, Lichtman e Pillai (2019) afirmam ndo ter certeza da necessidade de ligacao
simultanea da célula Thl com a APC. Kindt, Goldsby e Osborne (2008) questionam se deve
haver cooperacdo entre célula dendritica, linfécitos T CD4" auxiliares e CTL-P, cada uma
interagindo simultaneamente com antigenos apresentados pela mesma célula dendritica (Figura
2); ou se a célula dendritica licenciada, por uma interacdo com uma célula Twl, retém a sua

capacidade de ativar CTL-Ps durante algum periodo ap6s a associacao ser finalizada. Ja Crispe
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(2014), comenta em seu artigo, a respeito deste mecanismo: tanto a célula Thl como acélula T

citotdxica devem encontrar a mesma APC, mas ndo necessariamente ao mesmo tempo.

Figura 1: Funcdo das células T auxiliares na diferenciacdo dos linfocitos T CD8*.

A aPC Coestimulador

)

CTL diferenciadas

, - 5oa-? CeURT  oq giferenciadas
Célula T CD4+ auxiliar = CD8+
Citocinas

Fonte: (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

Figura 2: Geragdo de CTLs efetoras
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Célula dendritica licenciada

O licenciamento também pode ocorrer quando
TLRs da APC se ligam a produtos microbianos.

Fonte: Adaptado de (KINDT; GOLDSBY; OSBORNE, 2008).

A ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo de um CTL a partir de CTL-P, necessita de no
minimo trés sinais em sequéncia (Figura 3): primeiro, o sinal antigeno-especifico transmitido
pelo complexo TCR mediante a atividade de reconhecimento na interacdo com uma APC
licenciada (FOOKSMAN et al., 2011); segundo, um sinal co-estimulador (ZHANG; BEVAN,
2012) transmitido a partir da interacdo CD28-B7 do CTL-P com APC (CALICH; VAZ, 2009);
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terceiro, um sinal induzido pela também interacdo de IL-2 com seu receptor de alta afinidade
(IL-2RBY) (PARISH; KAECH, 2009).

Figura 3: Ativacdo e proliferacdo das células T citotoxicas, e regulagao do receptor de IL-2.

b Complexo IL-2RByc

APC

" [\WV
Ativacao das células T por ‘@’
antigeno + coestimulante &

) ¢
- a-
Lo ] CD28

Coestimulador
B7
= (87) al,
Secregao de IL-2 IL-2

CélulaT
em repous(
(virgem)

) Complexo IL-2Rofye

Expressao da cadeia

IL-2Ra, formagéao do

complexo IL-2Rafy
de alta afinidade

v
Proliferagao de
células T induzida pela IL-2

Fonte: Adaptado de (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

IL-2 € uma glicoproteina de 14 a 17 kDa que possui conformacéo globular. Suas fungdes
sdo: estimular a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo das células T ativadas pelo
antigeno; é também responsavel pela manutencéo da resposta das células Treg € mediacdo da
morte celular induzida (LIAO etal., 2011). CTL ndo produzem IL-2, necessitam da participacao
do linfocitos TH1, para proliferar (BALESTIERI, 2006)

Os receptores funcionais da IL-2 sdo transitoriamente expressados na ativagdo das
células T virgens e efetoras, e consiste de trés proteinas associadas ndo
covalentemente: IL-2Ra (CD25), que ¢ exclusivo de IL-2R; IL-215Rp (CD122), que
contribui com a ligagéo da IL-2; Y'c (CD132), que ndo esta diretamente envolvido na
ligagdo de IL-2, mas sua associacdo com o complexo do receptor é importante para
que a ligacdo seja de alta afinidade e conduza a ativagcdo completa das vias de
transmissao do sinal (ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2019).

Badovinac, Haring e Harty (2007) e Zhang e Bevan (2012) discutem que uma célula T
CD8" virgem pode passar por até 19 divisdes celulares em um ciclo de 4 a 6 horas apés a
estimulacdo por reconhecimento do patdégeno. Embora o trabalho de Yoon, Kim e Braciale

(2010) estima um ciclo de 2 horas. Lembrando que a transi¢do da fase G1 para a fase S do ciclo
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celular e o inicio da sintese de DNA sdo 0s pontos criticos responsaveis pela regulacdo e
controle do tempo de divisdo celular, sendo assim, a duracdo do tempo em que uma célula se
encontra na fase GO / G1 do ciclo, afetard, significativamente, a velocidade da divisdo celular
(YOON; KIM; BRACIALE, 2010).

As citocinas (LIAO et al., 2011) e os co-estimuladores (SUN; BEVAN, 2009)
fornecidos pelas células dendriticas ndo sdo necessarios para desencadear a funcédo efetora dos
CTL, ou seja, matar células-alvo (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010). Portanto, uma
vez que as células T CD8" especificas para um antigeno tenham se diferenciado em CTL
completamente funcionais, podem matar qualquer célula nucleada que exibir aquele antigeno
(CALICH; VAZ, 2009).

Durante a diferenciacdo em linfdcitos T citotoxicos, as células T CD8™ naives passam
por mudancas dramaticas em seu metabolismo, principalmente com aumento na captacéo de
glicose, aminoacidos e ferro (ZHANG; BEVAN, 2012); outra mudanca é a fosforilacdo
oxidativa (HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2010) para atender a demanda de construcéo
de acidos nucleicos, lipidios e proteinas (MICHALEK; RATHMELL, 2010).

Observa-se em individuos positivos para o HIV, infeccdo e eliminacdo
preferencialmente de linfocitos T CD4+, concluindo assim que a deficiéncia funcional das
células T CD4" auxiliares é a explicacdo mais provavel para os defeitos na geracdo de um CTL
(UCHIL; MOTHES, 2009).

4.7 RECONHECIMENTO DO ANTIGENO E ATIVACAO DO CTL

O CTL se liga e reage a célula-alvo usando receptor antigénico (TCR), co-receptores
(CD8, CD3 e {) (WOOLDRIDGE et al., 2010) e a molécula de adesdo LFA-1 (Leukocyte
funcion-associated antingen 1 — Ligante principal para integrina) (FOOKSMAN et al., 2011).

Primeiramente, as células-alvo devem expressar o antigeno em associagdo com
moléculas do MHC de classe | (MHC serve como ligante para o TCR, além da participacao dos
0s co-receptores CD8, CD3 e () e o ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule 1 - Molécula de
adesdo intracelular 1) ligante principal para LFA-1 para serem eficientemente reconhecidas
pelos CTL (BEAL et al., 2008). O envolvimento LFA-1-ICAM-1 fornece estabilidade e permite
aumentar a sensibilidade das células T ao antigeno em 100 vezes, quando comparado na
auséncia de LFA-1 (FOOKSMAN et al., 2011). Segundo BEAL et al. (2008), o rompimento
da ligacdo CTL LFA-1 com ICAM-1 da célula-alvo, pode comprometer a poténcia da lise

celular. A formacao desta sinapse imunoldgica, ou conjugado CTL-célula-alvo (GERARD et
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al., 2014), ocorre em poucos minutos por um processo dependente de Ca* e que requer energia
metabolica (THIERY et al., 2012): é caracterizada por um anel de justaposicéo entre o CTL e
as membranas da célula-alvo, mediada pela ligacdo LFA-1-ICAM-1 (BEAL et al., 2008).

A ativagdo do CTL promove a conversdo do LFA-1 de um estado de baixa afinidade
para alta afinidade (GERARD et al., 2014). Deste modo, o CTL se adere e forma o conjugado
somente com a célula-alvo e, entre 5 e 10 minutos ap6s, em estado de alta afinidade, durante o
ataque a membrana, o LFA-1 retorna ao estado de baixa afinidade, facilitando a dissociagéo do
CTL-célula alvo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

4.8 MECANISMO DE CITOTOXICIDADE E DESTRUIQAO DAS CELULAS-ALVO POR
CTL

Os primeiros eventos na morte mediada por CTL sdo a formagao de conjugados, (BEAL
et al., 2008); ataque a membrana, promovendo o “tiro letal” e prossegue mesmo se o CTL se
desprender da célula-alvo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019); dissociacdo do CTL e a
destruicéo da célula-alvo (GUY et al., 2013).

Apos a formacédo do conjugado CTL-célula-alvo, o complexo de Golgi e os granulos
citotoxicos, sdo transportados por microtubulos e reposicionados no citoplasma do CTL,
concentrando-se proximo a regido da sinapse. A membrana dos lisossomos secretores, onde
encontram-se as granzimas e perforinas, funde-se com a membrana plasmatica da celula-alvo.
Como resultado, ocorre exocitose do conteddo dos granulos no espaco do anel sinaptico
(MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010).

Na apoptose citolitica das células-alvo, ocorre por um processo dependente de Ca*?,
neste caso, ocorre acao sinérgica envolvendo perforina e serina-proteases (BLINK; A
TRAPANI; A JANS, 1999).

A perforina é uma proteina de 68 kDa; na presenca de Ca*? e em pH neutro, liga-se a
lipideos de membrana como fosforilcolina; promove formacdo de poros cilindricos com
diametro de 5 a 20 nm; sua funcéo é facilitar a entrega das granzimas para o citosol da célula-
alvo (BLINK; A TRAPANI; A JANS, 1999)

Pertencentes a familia de serina-proteases, as granzimas A, B e C, clivam &cido aspartico
(THIERY et al., 2012). A granzima B é uma proteina de 32 kDa (BLINK; A TRAPANI; A
JANS, 1999) e possui atividade apoptdtica mais forte dentre as granzimas; melhor eficiéncia
em induzir ativacdo de caspases, em relacdo a granzima A; pode ativar a morte celular
dependente e independente de caspase (TRAPANI, 2001).
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Também com atividade citolitica, mas ainda ndo muito bem compreendida, a
granulisina, proteina de 15 kDa, pode alterar a permeabilidade por formar poros na membrana
da célula-alvo e de agentes microbianos (KRENSKY; CLAYBERGER, 2009).

Os granulos também contém um proteoglicano sulfatado, o serglicina, que serve para
montar um complexo que contém granzimas e perforinas (LYKENS et al., 2011).

O mecanismo de morte independente dos granulos também pode ser utilizado: neste
caso, a destruicdo da célula-alvo é mediada pelo sistema Fas-FasL por causa da interacéo Fas
expressa pelas células-alvo (GENESCA, 2011). Essa proteina transmembrana, membro da
familia do receptor TNF (Tumor necrosis fator — Fator de necrose tumoral), pode enviar um
sinal de morte celular por apoptose (GRAY; MAHRUS; WELLS, 2010) quando sofre um
ligacdo cruzada por seu ligante natural, ligante de Fas (FasL (CD95)) expresso pelos CTLs sob
ativacdo (MESQUITA JUNIOR et al., 2010).

Esse processo também & caracterizado por diversas alteracbes morfoldgicas e
bioquimicas das células e é de crucial importancia para o desenvolvimento embrionario,
maturacdo do sistema imune, defesa contra infeccdes virais (BERGANTINI et al., 2005) e
eliminacdo de tumores (MECA et al., 2010); pode ser deflagrado por estimulos externos (via
extrinseca ou via receptor de morte celular) ou pelo estresse intracelular (via mitocondrial), em
que ambas as vias culminam para ativacao de proteases caspases (BERGANTINI et al., 2005),
incorporando cisteina e aspartato para clivagem de residuos de acido aspartico (GRAY;
MAHRUS; WELLS, 2010).

Como resultado final dessa cascata, ocorre a morte celular por apoptose (BERGANTINI
et al., 2005). O processo é regulado por inumeros fatores inibidores e ativadores. Entre 0s
inibidores estdo algumas proteinas da familia Bcl-2 (bcl-2, bcl-xL, mcl-1, al e bcl-w) (MECA
et al., 2010) e da familia IAP (Inhibitor of apoptosis protein — Proteina inibidora de apoptose).
Entre os ativadores estdo Fas, 0 DR4, o DR5, IFN-Y e outras proteinas membros da familia
Bcl- 2 (bad, bak, bax, harakiri e boK) (BERGANTINI et al., 2005).

Antes da célula-alvo ser destruida, apds o “tiro letal”, o CTL ¢ liberado da sinapse, assim
os CTL néo sdo lesados pela acdo citotdxica. Essa especificidade da funcdo efetora assegura,
que as células saudaveis ndo sejam destruidas (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010).
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4.9 PAPEIS DOS CTLS CONTRA VIRUS

Os anticorpos possuem papel fundamental na contengéo da disseminagao de um virus
na fase aguda da infeccdo, porém, eles ndo sdo capazes de eliminar os virus se estes
entrarem em um estado latente no qual seu DNA é integrado no DNA cromossdmico
do hospedeiro, entdo, uma vez que a infecgdo estiver estabelecida, 0s mecanismos
imunes mediados por células sdo os responsaveis pela defesa do hospedeiro (KINDT;
GOLDSBY; OSBORNE, 2008).

Os CTLs sdo gerados em resposta ao virus e podem controlar a infeccdo, mas nao
erradica-la (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010). O principal papel fisiologico dos CTL
é a vigilancia e eliminagdo da infecgdo viral. (LIMA, 2013).

Os efeitos antivirais dos CTL constituem morte de células infectadas, mas outros
mecanismos incluem a ativacdo de nucleases em células infectadas que degradam os genomas
virais e a secre¢do de citocinas (BALESTIERI, 2006). IFN-y pode ativar fagdcitos e apresentar
atividade antiviral, como estimular a expressdo de MHC de classe | (PIASSA FILHO, 2010).

Em relacdo ao HIV, na fase aguda, os CTLs de pessoas infectadas sdo capazes de inibir
a replicacdo viral destruindo de 15 a 35% de células infectadas, reduzindo a viremia (FERRARI
et al., 2011; (MCMICHAEL; ROWLAND-JONES, 2001)). Entretanto, a progressao para
AIDS, ndo necessariamente € interrompida (WALKER; MCMICHAEL, 2012).

A resposta dos linfécitos T contra virus e ao HIV-1 é dominada pela acdo dos linfécitos
T citotdxicos (WALKER; MCMICHAEL, 2012). Os linfocitos T auxiliares, sdo importantes na
manutencdo da resposta dos CTL (SUN; BEVAN, 2009), pois, a cooperacdo entre as respostas
T CD4" e T CD8" é essencial para o controle da infeccdo promovida pelo HIV (SILVA, 2009).
Esse processo é notavel em camundongos com déficit de linfocitos T CD4", por introducéo de
anticorpos anti-CD4" ou geneticamente modificados. Além disso, a deplecdo seletiva dos CTLs
em macacos rhesus, infectados com o virus da imunodeficiéncia simia resultou num aumento
rapido da carga viral sanguinea, confirmando a ideia de que, os CTLs possuem importante papel
no controle da viremia Andersson et al. (2002). Como resultado, a resposta dos CTLs, é
prejudicada (SUN; BEVAN, 2009; WALKER; MCMICHAEL, 2012).

4.10 CTL VERSUS HIV

Os CTLs especificos contra o HIV, inicialmente (fase aguda), estdo em alta atividade
citotoxica (JONES et al., 2004), promovendo uma rapida queda da viremia (Grafico 1 e 2)
(GOULDER; WATKINS, 2004; (SILVA, 2009)), desempenhando importante papel no
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controle inicial da infecgio (FEVRIER; DORGHAM; REBOLLO, 2012). Isto ocorre devido ao
reconhecimento e destruicdo de células infectadas com o virus, através da lise celular e da
secre¢do de citocinas aumentando a imunidade anti-viral, suprindo a infeccdo (SILVA, 2009).
Essa resposta inicial a viremia, para ocorrer uma reducdo mensuravel, pode levar em torno de
30 dias (BHARDWAJ; HLADIK; MOIR, 2012). As primeiras semanas caracterizam-se por
intensa replicacdo viral. A replicacdo viral é seguida por reducdo da viremia, resultante da
resposta imune contra o virus. (BALESTIERI, 2006).

Grafico 1: Resposta imune ao HIV.
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Gréfico 2: Resposta imune ao HIV.
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Andersson et al. (2002) relatam que os mecanismos-chave para a destruicdo de células
infectadas pelo HIV e consequentemente controle da viremia, por meio da agéo dos CTLs, sdo:
perforinas, granzimas e interag0es Fas-FasL. De fato, defeitos na producéo ou expressao dessas
moléculas efetoras citoliticas, tanto de CTL como de células assassinas naturais (NK - Natural
Killer), podem resultar na persisténcia da replicagdo do HIV.

As primeiras respostas dos CTLs sdo muitas vezes, especificos para Env e Nef, enquanto
que as respostas Gag-especificas e Pol-especificos tendem a surgir mais tarde (BHARDWAJ;
HLADIK; MOIR, 2012). Entretanto, o HIV sofre diversas mutagdes, escapando do
reconhecimento dos CTLs, fazendo com que os mesmos, percam sua eficacia (DUGGAL,;
CHUGH; DUGGAL, 2012).

Mudancas significativas podem ocorrer nas células T quando infectadas pelo HIV-1,
levando a alteracOes fenotipicas e funcionais (HUNT; CARRINGTON, 2008; OWEN et al,
2010). Dentre elas estdo: alteragdes no processamento do epitopo antigénico, MHC, e TCR
(BHARDWAJ; HLADIK; MOIR, 2012). Logo, epitopos do HIV sdo impedidos de se
associarem e serem expressos pelo MHC de classe | da APC, e reconhecidos via TCR pelos
CTLs, devido a proteina Nef do virus (FERREIRA; RIFFEL; SANT’ANNA, 2010).

Ao longo do tempo, as células T CD8" também se esgotam devido as: exposicdes
persistentes ao antigeno; ativacdes repetitivas. Considerando o fato de que células T CD8"
recentemente ativadas ddo origem as células de memdria com elevada capacidade proliferativa,
potente acdo citotoxica e producédo de citocinas, ao decorrer do tempo, CTLs, perdem grande
parte de suas capacidades funcionais mencionadas (BHARDWAJ; HLADIK; MOIR, 2012).

Alfonzo et al. (2012) estudaram pacientes pediatricos infectados pelo HIV, e mostram que
o0 estado funcional das células T CD4* e CD8* diferem. Criancas infectadas pelo HIV, com
progressao rapida para a doenca, apresentam um maior comprometimento da imunidade
funcional, do que bebés, nos quais a doenca evoluia lentamente. A razdo para tal, segundo Hunt
e Carrington (2008) e Murphy, Travers e Walport (2010), a replicacdo do HIV ocorre somente
em células T ativadas. Além, Owen et al., (2010) mostram que, os individuos que mantém a
carga viral reduzida e o nimero de linfcitos T CD4" > 500/ mL, denominados controladores
de elite (EC - Elite controllers (individuos expostos com frequéncia ao HIV, porém,
soronegativos)), possuem menor expressdo de marcadores de ativacao.

O reconhecimento do MHC de classe | pelas células T CD8", influéncia na cinética de
progressao para AIDS nos individuos infectados pelo HIV-1 (LIMA, 2013). Sob estimulacao,

0s CTLs que podem expressar e secretar diversas citocinas concomitantemente, além de seus
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mecanismos efetores, séo nomeados CTLs polifuncionais. Sendo assim, forma-se uma resposta
que confere resisténcia e protecdo contra a infeccdo pelo HIV-1 (ERICKSON et al., 2008;
LIMA, 2013).

O tecido linfoide associado ao intestino (GALT- Gut-associated lymphoid tissue) é
organizado em placas de Peyer e foliculos linfoides; € o maior tecido linféide no corpo humano
e abriga a grande maioria dos linfocitos; portanto, uma grande porta de entrada para o
reservatodrio e replicacdo viral do HIV-1. Demostrado em estudos com modelos animais, 7-14
dias apds a infeccdo pelo HIV-1, ocorre deplecdo de células T CD4" na lamina propria,
acompanhado com aumento da frequéncia de células T CD8" (SHACKLETT et al., 2004).
Sendo assim, Shacklett et al. (2004) estudaram a expressdo de granzima A e perforina nos
granulos de células T CD8" no GALT e no sangue, comparando com individuos saudaveis e
HIV+. Em ambos os grupos de pacientes, células T CD8" expressaram um nlmero
significativamente menor de perforina no tecido retal, do que no sangue periférico (Grafico 3).
Em ambos os grupos de pacientes, células T CD8" expressaram um numero significativamente
maior de granzima A no tecido retal, do que no sangue periférico (Grafico 3). Para excluir a
possibilidade, de que, o procedimento para o isolamento das amostras teciduais, dos linfécitos
T CD8", possa ter resultado em degranulacédo parcial ou degradacédo de perforina, foi avaliado
a expressao de perforina in situ, e consequentemente, realizado a técnica de imuno-histoquimica
e coloracdo do tecido retal (Figura 4). Granzima A e raras perforinas estdo presentes nos
granulos intracelulares dos CTLs retais. Na lamina HIV+, a frequéncia de células T CD8" foi
superior em comparacdo aos individuos saudaveis (Figura 4-A e D). Além disso, a expressao
intracelular de granzimas A (Figura 4-B e E) foi superior a expressdo de perforinas (Figura 4-
C e F) nos CTLs do tecido retal. As granzimas estavam frequentemente presentes em granulos
citoplasmaticos, como mostrado por microscopia confocal (mostrado em verde, Figura 4-G). A
coloracdo da proteina CD8" (corado em vermelho) revelou que a granzima A foi
frequentemente co-localizada com CD8" perto da membrana (corado em amarelo), sugerindo
exocitose ativa dos granulos. Ja a distribuicdo intracelular de granulos de perforina, a coloracao
foi rara (Figura 4-l, corada em verde e amarelo). Como a granzima A e perforina foram
detectados nos granulos citoplasmaticos (verde) ou co-localizada com CD8 na membrana
(amarelo), estes resultados demonstram que os granulos citotoxicos dos CTLs intestinais (tecido

retal) expressam granzima A abundantemente, mas pouca perforina.
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Grafico 3: Expressao analisada por citometria de fluxo de perforina e granzima A no sangue periférico e
tecido retal, em pacientes saudaveis e HIV+,
Grafico A: nimeros indicam a percentagem de células T CD8* em cada quadrante.

Grafico B: resumos de resultados, 10 HIV+ e 5 HIV negativos.
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Nucleos corados em azul. A-C, tecido retal de pacientes HIV+, corado CD8 (A), granzima
A (B) e perforina (C). D-F, tecido retal de pacientes saudaveis (controle), corado CD8 (D),
granzima (E) e perforina (F). Observar aumento na frequéncia de células T CD8" em HIV+. G-
I, imagens de varredura a laser confocal da proteina CD8 (vermelho; G-1), granzima A (verde;
G e H), perforina (verde; I).

Andersson et al. (2002), também mostram em seu estudo, baixos niveis de expressdo de
perforinas e maior expressdo de granzimas A, por CTL no tecido linféide, comparando a
expressdo durante a infeccdo aguda por HIV e na infeccdo pelo virus Epstein-Barr (EBV -
Epstein-Barr virus) (Figura 5). Compara também, a expressao de perforinas por CTLs no tecido
extrafolicular, na infeccdo aguda pelo HIV e infecgdo pelo virus Epstein-Barr, concluindo

novamente menor expressao de perforinas na infecgdo pelo HIV-1 (Figura 6).

Figura 5: Imunofluorescéncia confocal mostrando a expressao de perforina e granzimas A nas infeccGes por
HIV-1 (A) e pelo virus Epstein-Barr (B) nos CTLs em tecido linféide.

Fonte: (ANDERSSON et al., 2002)

A (superior): marcacdo de granzimas A por coloracdo Alexa vermelho 546 [sigma]; A
(inferior): marcacdo de perforinas por coloracdo Alexa verde 488 [sigma]; Observar aumento
significativo na expressdo de granzimas A em relacdo a fraca expressdo de perforinas na
infeccdo pelo HIV-1. B (superior): marcacdo de granzimas A por coloracdo Alexa vermelho
546 [sigma]; B (inferior): marcacdo de perforinas por coloracdo Alexa verde 488 [sigma];
Observar equilibrio da expressao de granzimas A e perforinas na infeccdo pelo virus Epstein-

Batrr.
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Figura 6: Expressdo de perforinas (pontos pretos indicados por seta) por CTLs em tecido extrafolicular na
infeccdo aguda pelo HIV (A) e pelo virus Epstein-Barr (B). Observar menor expressao de perforinas em A,

infeccdo aguda pelo HIV.

Fonte: (ANDERSSON et al., 2002)

Individuos denominados Controladores de Elite (Elite Control (EC)), podem controlar a
carga viral naturalmente para niveis mais baixos, sem a intervencédo da terapia anti-retroviral
altamente ativa (HAART - Highly active antiretroviral therapy) (HERSPERGER et al., 2011).
Os mecanismos imunoldgicos deste controle ainda ndo sdo claramente entendidos, mas buscar
entender esse controle natural pode ajudar no desenvolvimento de estratégias imunoterapéuticas
e uma possivel vacina (MADHAVI et al., 2017). De acordo com os estudos de Hersperger et
al. (2011), essa populacdo possui maior expressdo do fator de transcricdo T-bet (responsavel
pela conducdo e modulacéo da funcao efetora; influéncia nos niveis de expressao das moléculas
citoliticas) em CTL especificos ao HIV. Comentam também que, CTLs especificas para o HIV
de ECs, demonstraram maior expressao de perforina e granzima B, do que, progressores
cronicamente infectados (PCs) infectados pelo HIV ou individuos com supressdo de HAART,
em ambos os grupos (Gréafico 4); no entanto, ndo houve diferenca nos niveis de granzima A ou

granulisina entre 0s grupos.
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Gréfico 4: Relagdo de producao de perforina, granzima B, granzima A e granulisina Gag especifico (A) e
Nef especifico (B) de respostas de CTLs ao HIV em pacientes controladores de elite (EC), progressores
cronicamente infectados (CP) e individuos com terapia anti-retroviral altamente ativa (HAART).

Gag Nef
A B
601 60
. NS - e
50+ 50 = =
NS - B HaART

% Respostadas Células T CD8+

Fonte: Adaptado de (HERSPERGER et al., 2011)

Entretanto, as APCs, em especial os linfocitos T CD4", sdo infectadas, danificadas e
destruidas pelo virus HIV (GOONETILLEKE et al., 2009) que, em uma infeccdo cronica, a
taxa de destruicdo dos linfocitos T CD4* é estimada em 3 x 10° células por dia (SILVA, 2009).
Isso é importante, porque, para ocorrer a acdo dos CTLs, ap0s o reconhecimento via TCR do
peptideo viral, expresso via MHC-I pela célula-alvo e dos mecanismos efetores de eliminagéo
viral (MOTOZONO et al., 2009; ROUSSEAU et al., 2008) como descritos ao decorrer do
trabalho, sobre células infectadas pelo HIV, a presenca das APCs é fundamental justamente,
por contribuirem com mecanismos de sobrevivéncia, ativacdo, diferenciacdo e acdo dos CTLs.
Dessa forma, na medida em que as APCs sdo destruidas, concomitantemente, a poténcia da
resposta dos CTLs contra o HIV também diminui (BALESTIERI, 2006; GOULDER;
WATKINS, 2004). No estudo de Qiu (2019), foi formulado um modelo matematico para
investigar o efeito do citotoxico da resposta imune dos CTL e ajudar na compreensdo da
dindmica da infeccdo pelo HIV, no qual simulacBes e calculos matematicos confirmam os
resultados tedricos no qual os CTL é um fator importante que desempenha um papel critico e

essencial no controle da infeccdo do HIV e ndo devem ser ignorados.

Braz. J. Hea. Rev., Curitiba, v. 3, n. 3, p. 4577-4610 may/jun. 2020. ISSN 2595-6825




Jerazilian Journal of health Deview

5 CONSIDERACOES FINAIS

Os CTLs sdo capazes de destruir as células infectadas pelo HIV e, consequentemente,
inibir a replicacdo do virus, por meio da acdo em conjunto de granulisinas, perforinas,
granzimas (principalmente a granzima B) e interagdes Fas-FasL, levando a morte celular da
célula-alvo por apoptose, e como resultado, promovendo reducdo da viremia na fase aguda.
Dessa forma, em um primeiro momento, a infec¢ao pode ser combatida, mas nao erradicada.

A infec¢do ndo pode ser erradicada porque o HIV-1 é mutagénico e promove diminuigdo
na expressdo de MHC-1 por meio da proteina Nef, escapando do reconhecimento dos CTLs.
Além disso, ao decorrer do tempo, a profunda imunodeficiéncia provocada pelo HIV-1, por ser
mais virulento que o HIV do tipo 2, em especial, a destruicdo de linfocitos T helper e células
dendriticas, causam uma série de alteracfes prejudicando a perda de resposta para 0 combate
dos CTLs sobre o HIV e, consequentemente, levando a progressédo para AIDS.

A falta de IL-7 constitui uma das alteracdes que merecem destaque, uma vez em que €
estimulo de sobrevivéncia para as células T CD8"; o processo de licenciamento ndo ocorre,
posteriormente, o CTL-P néo se diferencia em CTL funcional, isso é extremamente prejudicial,
porque um CTL-P é incapaz de destruir células-alvo, via dependente ou independente de
granulos.

A auséncia do processo de licenciamento, no qual os linfocitos T helper e células
dendriticas estdo integralmente envolvidos, a ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo de um CTL
a partir de CTL-P nédo ocorrem, pois necessitam do sinal antigeno-especifico transmitido pelo
complexo TCR mediante a atividade de reconhecimento na interagcdo com uma APC licenciada,
um sinal co-estimulador transmitido a partir da interagdo CD28-B7 do CTL-P com a APC e um
sinal induzido pela interacdo de IL-2 com seu receptor IL-2RBY".

Na medida em que as APCs séo destruidas ao decorrer do tempo, concomitantemente, a

poténcia da resposta dos CTLs contra o HIV, tende a diminuir.
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