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Apresentacao

E com muita alegria que apresento o livro “Biotecnologia: pesquisa e inovagao”.
Este livro € um mergulho nas ultimas descobertas e avangos na area da biotecnologia,
abordando diferentes temas que estao transformando nossa maneira de cuidar da saude.

Os capitulos do livro cobrem assuntos diversos. No comeco, vocé vai aprender so-
bre uma substancia chamada Vitaferina A, que tem potencial para combater o cancer. De-
pois, vai conhecer pesquisas que mostram como certos produtos quimicos podem causar
cancer de pulmao em ratos, nos ajudando a entender melhor esses riscos.

Um capitulo interessante fala sobre como nossas células de defesa, os neutrdfilos,
combatem a tuberculose. Isso ajuda a desenvolver tratamentos mais eficazes contra essa
doenca.

Nao podemos deixar de falar sobre a COVID-19. Um capitulo se aprofunda no pa-
pel das células T no combate ao virus e na protecao que elas oferecem. Essa informacgao é
fundamental para entendermos como funcionam as vacinas e os tratamentos.

Por ultimo, o livro discute a vacinagdo em pessoas que vivem com HIV/AIDS. E um
tema importante para garantir a saude dessas pessoas de maneira segura.

Espero que este livro inspire estudantes, pesquisadores e todos interessados em
entender como a biotecnologia esta transformando a medicina e a saude. A biotecnologia
tem o poder de resolver muitos problemas, mas também nos faz pensar sobre as questées
éticas envolvidas. Que esta leitura seja enriquecedora e estimulante.

Boa leitura!
Prof.? Dr.? Larisse Raquel Carvalho Dias

Organizadora

Biotecnologia: pesquisa e inovacdo
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Vitanolideo com acdo
anticancer: Vitaferina A

Altevir Rossato Viana

Nickolas Pippi

Luciana Maria Fontanari Krause
André Passaglia Schuch

Cristiano Rodrigo Bohn Rhoden

RESUMO

O Brasil é um pais privilegiado em riquezas naturais, sendo que a sua
grande maioria ainda nao foi explorada. Cada vez mais produtos de ori-
gem vegetal estdo sendo descobertos com um amplo espectro de atuagao
em beneficio da medicina. O presente capitulo propds uma atengcdo maior
na classe dos vitanolideos, em especial a Vitaferina A que vem sendo am-
plamente investigada nos ultimos anos. A pesquisa foi realizada atenden-
do o principio de mostrar através de experimentos robustos, a atividade
antitumoral dos ativos derivados de plantas. Os resultados foram apre-
sentados na forma de tabelas e subtitulos autoexplicativos, além de uma
discussao mostrando os mecanismos de acao da Vitaferina A.

Palavras-chave: bioativo. cancer. vitaesteroides. produtos naturais.

INTRODUCAO

O cancer € uma das principais causas de o6bitos no mundo,
representando cerca de 10 milhdes de mortes em 2020 possuindo mais de
100 diferentes tipos (WHO, 2022). Plantas, organismos marinhos, animais
e microrganismos, tém sido alguns dos principais candidatos a novos
compostos terapéuticos para essa doenga, por apresentarem uma grande
diversidade quimica (CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2009). Desde os
tempos imemoriais, os produtos naturais s&o utilizados pela humanidade.
A busca pela cura e/ou alivio de doencas pela ingestao de folhas ou sua
aplicagao local, talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizagédo
dos produtos naturais (VIEGAS JUNIOR et al., 2006). Uma dessas classes
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sdo os vitaesteroides que possuem varias formas em sua estrutura, classificando-se em 8
grupos: vitanolideos, vitanolideos modificados, vitafisalinas, acnistinas, ixocarpalactonas,
perulactonas e fisalinas. A classe dos vitanolideos sdo produzidos principalmente pela
familia Solanaceae, em particular pelos géneros Withania, Physalis, Datura, Nicandra,
Dunalia, Lycium, Tubocapsicum e Jaborosa. Essa classe de compostos exibe atividades
farmacoldgicas significativas, incluindo atividades antimicrobianas, antitumorais, anti-
inflamatdrias, hepatoprotetoras, imunomoduladoras, antibacterianas, repelentes de
insetos, antiestresse e imunossupressoras (FANG; LIU; LI, 2012; LAN et al., 2009). Dentre
os vitaestedides representados por seus esqueletos estruturais basicos, os vitanolideos
sdo os mais abundantes (TOMASSINI et al., 2000). Singh e colaboradores (2011) e
Tiwari e colaboradores (2014) citam a Vitaferina A (VA) como mais importante vitanolideo.
Jayaprakasan (2003) descobriu que, entre todos os tipos existentes de vitanolideos, o que
possuia maior atividade antiproliferativa em células tumorais era a VA (ALAM et al., 2011).

Samadi e colaboradores (2010) isolaram e purificaram a VA na espécie vegetal
Vassobia breviflora, porém foi o unico estudo que identificou 0 composto na planta, muito
provavelmente pela polaridade do solvente utilizado (VIANA et al., 2022a; VIANA et al.,
2023b). Um vegetal com caracteristicas semelhantes da citada anteriormente e que
contém o ativo como majoritario € a Withania somnifera (PATEL; SINGH; PATEL, 2013);
esse espécime vegetal muito estudado e conhecido como “Ashwagandha”, “Perfume de
Cavalo”, “Ginseng Indiana” ou “Cereja de Inverno Indiana”. E uma erva do dois-pés da
familia Solanaceae, encontrada na Africa e leste da india (SINGH et al., 2011; ALAM et al.,
2011). De acordo com Ayurvedic lore médico, o Rishi (sabio) Punarvasu Atriya foi a primeira
pessoa, ha 3000 anos, que explorou o valor medicinal da Withania somnifera (TIWARI
et al., 2014). Os constituintes ativos desses exemplares, com efeitos biologicos, sdo os
alcaloides, esteroides lactonas e saponinas (SINGH et al., 2011), porém a maioria das
atividades farmacoldgicas de Ashwagandha tém sido atribuidos aos chamados vitanolideos
(TIWARI et al., 2014). A quantidade desse ativo geralmente varia de 0,001 a 0,5% do peso
seco das raizes e folhas (ALAM et al., 2011).

Foi verificado, também, que nas folhas da Withania somnifera era encontrada maior
quantidade de VA do que nas suas raizes (KURUP, 1956). E, mais tarde, a VA foi isolada de
uma variedade israelita da planta e identificada sua estrutura quimica (C28H3606), tendo
como caracteristica ser um composto branco cristalino, altamente oxigenado (SHOHBAT
et al., 1967) com um ponto de fusdo de 241-245°C e peso molecular de 470,6 g-mol-1. Ela
pode ser purificada a 97% por cromatografia de camada delgada e 98% por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, e seu armazenamento pode ser estavel até 3 meses a -20°C. Asua
atividade frente a células cancerigenas esta relacionada com a sua estrutura, a presenga de
uma lactona insaturada na cadeia lateral, ao qual esta ligado um alcool alélico na posigao
25, bem como anéis altamente oxigenados na outra extremidade da molécula (SHOHBAT
et al., 1967; FUSKA et al., 1985; FUSKA et al., 1987), como pode ser visto na Figura 1.
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Figura 1 - Estrutura quimica basica dos vitanolideos e da VA.
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Figura: Estrutura quimica basica dos vitanolideos (A) e Vitaferina A (B) by PubChem.

Varios estudos demonstram que VA tem grande potencial terapéutico no tratamento
de inumeros tipos de cancer. Os trabalhos também observaram aumento da sensibilidade
de células tumorais cultivadas em contato com o bioativo e trataram sinergicamente com
radioterapia e quimioterapia (VYAS; SINGH, 2014). O tratamento de células de cancer de
tireoide anaplasicas e papilares humanos com VA em combinagdo com Sorafenib resultou
em efeitos importantes in vitro e apoptose significativamente induzida (COHEN et al., 2012).
Outro estudo em cancer de ovario combinou VA com cisplatina, acarretando assim a morte
celular em baixa dose e geragao de espécies reativas do oxigénio (EROs), sugerindo a
possibilidade de terapia combinada (KAKAR et al., 2012). Os efeitos sinérgicos da VA e
5-fluorouracil foram observados em um estudo com células de cancer colorretal (CRC)
quando o tratamento combinado das duas substancias levou a atividade antiproliferativa e
induziu a formacgao de reticulos endoplasmaticos, resultando assim em apoptose e autofagia
(ALNUQAYDAN et al., 2020).

Sudeep, Gouthamchandra e Shyamprasad (2020) demonstram através de docking
molecular, uma forte ligacdo entre a molécula de VA derivada de Withania somnifera e o
dominio de ligagado de um dos receptores celulares reconhecidos por se ligarem a proteina
spike (S) de MERS-CoV. Esta mesma ligagao foi prevista para proteina S de SARS-CoV2,
0 agente viral responsavel pela pandemia que se iniciou no ano de 2019 (IBRAHIM et al.,
2020). O vinculo entre VA e o dominio de ligagao ao substrato desses receptores, demonstra
uma possivel acdo desta molécula como inibidora da recepgao celular, logo, bloqueando
a entrada viral na célula. Ademais, os autores testaram a agao da VA como inibidora da
protease principal de SARS-CoV2 (Mpro), molécula chave para o desenvolvimento da
infeccado viral, esta, que é a responsavel pela replicagdo na célula hospedeira (LA MONICA
et al., 2022). A andlise via docking molecular demonstrou um 6timo potencial de VA como
inibidora da Mpro, sugerindo um segundo mecanismo de agcdo da molécula contra a infecgao
por SARS-CoV2.

METODOLOGIA

Este capitulo trata-se de uma revisao da literatura sobre a atividade antitumoral e
citotoxica de uma subclasse dos vitaesterdides. As buscas pelos artigos cientificos foram
realizadas em periodicos indexados nas seguintes bases de dados: Web of Science, Pubmed/
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Medline, Lilacs/Birem, Periédicos da CAPES.A selecao foi feita conforme os descritores a
sequir: “withaferin A”, “cell culture”, “withaferin A” and “cytotoxicity” e “Withaferin A” and
“antineoplasic”, no intuito de destacar a relagcéo entre as palavras.

Os artigos encontrados possuiam as mais diferentes datas, tendo como prioridade
de selecdo aqueles que eram mais recentes e escritos na lingua inglesa. A verificagao
prosseguiu por meio de leitura e analise dos titulos e resumos em um primeiro momento.
Posterior a primeira filtragem, metodologias empregadas, bem como resultados, discussdes
e conclusdes apresentadas foram lidas aos pares pelos autores desse artigo. Em relagao
a critérios de exclusdo destaca-se que foram suprimidos artigos por repeticdo e outros
por ndo atenderem ao propdsito deste trabalho mesmo apds leitura do titulo e do resumo;
portanto, o total de artigos selecionados foi de 56(...).

Os trabalhos escolhidos visavam descrever o potencial antitumoral da VA, além
dos principais mecanismos de ag¢ao. Por fim, destaca-se que a busca dos artigos foi feita
com todo o cuidado pelos autores do trabalho para que fossem minimizados os vieses de
selecao.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Diferentes vias enzimaticas produzem metabdlitos secundarios que séo alterados
por condi¢cdes de crescimento, como clima, microambiente, local de crescimento, entre
outros. Os diferentes estimulos fisicos e quimicos causam mudancas na variagao dos
fitoquimicos ativos presentes nas plantas (XU ef al., 2011). O uso medicinal de plantas
mostra-se tradicional em diversas culturas sendo, em cerca de 65 a 80% da populagao, o
principal meio de saude até os anos 90, conforme a Organizagdo mundial da saude (OMS).
VA é o composto mais conhecido da classe dos vitanolideos, e seus efeitos anticancerigenos
e multiplas interagbes que contribuem para suas atividades anticancerigenas estao
sendo investigadas. Numerosos estudos in vivo conectando o ativo com a inibicdo do
crescimento de células cancerigenas derivadas de tumores humanos e modelos de cancer
de camundongos induzidos experimentalmente (LEE; CHOI, 2016).

Este compostotema capacidade deinibir proliferagcao de varias células cancerigenas,
indiferentemente da origem do tumor (STAN et al., 2008).

A capacidade de anular o crescimento de tumores in vivo, carcinogénese induzida
experimentalmente em modelos de roedores e xenoenxerto de células cancerosas, €
atribuida a VA (VYAS; SINGH, 2014). As formas de acédo da VA estdo sobre constante
investigacao, e pode agir de diferentes formas, tais como:

Apoptose

Levando em consideragdo a importancia da regulagcdo do numero de células,
€ essencial a presengca de mecanismos responsaveis por se desfazer daquelas com
alteragdes em seu ciclo ou infectadas por microrganismos. Um dos mecanismos existentes
para essa funcdo é a apoptose, também denominada de “morte celular programada”.
Alteragdes na maquinaria deste fendmeno pode resultar na geragao de tecidos com células
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danificadas, podendo desenvolver tumores e posteriormente o cancer (KIRAZ et al., 2016).
Portanto, substancias que induzem a apoptose, ou conseguem restaurar essa via em
células danificadas, sao potenciais medicamentos anticancer, de modo que, levando as
células cancerigenas a morte celular programada, nao havera maior dispersao das mesmas
(NGUYEN; WELLS, 2003).

Oh e colaboradores (2008) demonstraram que concentragdes entre 0,5 e 2 uM
de VA induzem a ag¢do de enzimas caspase, principais executoras de apoptose, em
células de leucemia humana (U937), além de provocar a acumulagéo progressiva de DNA
apoptotico nessas células. Demonstrando um 6timo potencial indutor de apoptose, os
autores esclareceram que a inducéo dessa rota pelo vitanolideo esta associada a ativagao
de caspase-3 e translocacao de citocromo ¢ da mitocdndria para o citosol. Também foram
testadas células de carcinoma renal (Caki), cancer de cabega e pescogo (AMC-HN-4)
e cancer de colon (HT29), onde em todas foi obtido 0 mesmo resultado de inducédo de
apoptose pela VA.

Stan e colaboradores (2008) testaram a agao da VA como indutora de apoptose nas
linhagens de células de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231, sendo essas reativas e néo
reativas com estrogénio e expressando p53, um gene supressor tumoral, mutante e normal,
respectivamente. Os autores verificaram uma diminuigdo na sobrevivéncia em ambas as
células apds 24h de incubacdo com concentragdes entre 0,5 e 3 uyM de VA, mostrando que
essa resposta é independente da reatividade com estrogénio ou da funcionalidade de p53.
Posteriormente os autores determinaram que a perda de viabilidade das referidas células
se deu pela indugao a apoptose de VA, visto que o tratamento com o composto aumentou
a fragmentacao de DNA associada aa histonas no citoplasma, um importante indicador do
processo apoptoético que posteriormente foi corroborado pelo ensaio DAPI, que indica a
abundéancia de células com DNA condensado ou fragmentado. Nao obstante, os mesmos
testes foram realizados com uma linhagem de células nao-cancerigenas de epitélio da
regiao mamaria (MCF-10A), tendo como resultado uma maior resisténcia a indugao de
apoptose pela VA. Com isso, demonstra-se que células cancerigenas possuem maior
sensibilidade a inducao de apoptose pela VA.

Outro estudo, realizado por Zhang e colaboradores (2013), determinou que a VA
também diminui a viabilidade de células de cancer de ovario (CaOV3 e SKOV3, ambas
de adenocarcinoma do 6rg&o). Utilizando cisplatina, um potente quimioterapico, como
controle, os autores descobriram que as células de adenocarcinoma de ovario s&o sensiveis
a concentragdes entre 0,2 e 1,5 yM de VA. Além disso, o tratamento com VA mostrou uma
IC50 (concentragdo do composto que mata ou inviabiliza metade das células) em média de
465 nM, enquanto a cisplatina mostrou uma IC50 em média de 6 uM, cerca de 12 vezes a
concentracao utilizada de VA, resultado que corrobora com a hipétese de utilizacdo da VA
como potencial medicamento anticancer. Foi constatado que o tratamento com VA induziu
a apoptose nas células CaOV3 e SKOV3 em uma taxa dependente de concentragao.
Também foi determinado que a VA aumenta a taxa de clivagem de PARP e diminui a da pro-
caspase-3, sendo a primeira importante para o reparo do DNA e a segunda um precursor
da caspase-3, corroborando com o potencial de indugao a apoptose da molécula de VA.
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Choi e colaboradores (2011) utilizaram células de carcinoma hepatocelular (SK-
Hep-1), cancer de célon (HT29) e carcinoma renal (Caki) como modelos para verificar a
acao da VA na perda de viabilidade e morte celular. Os autores descobriram que, nesses
modelos, o tratamento com as concentragdes de 2, 4 e 6 yM de VA induziram a clivagem
de PARP, o que demonstra uma acgao pro-apoptoética da molécula, resultado reforgado pela
analise por citometria de fluxo, que mostrou um acumulo de células na fase G1 do ciclo
celular, mais um indicador de apoptose nos modelos tratados. Além disso, o grupo também
concluiu que o tratamento dessas células com VA ativou mecanismos de estresse do reticulo
endoplasmatico, como a inducao do fator de transcrigao pr6é apoptético CHOP (proteina
homodloga ao C/EBP), especulando sobre a habilidade de VA de provocar apoptose poder
estar ligada em parte com a indugéo de estresse ao reticulo endoplasmatico.

Outro estudo demonstrou o potencial da VA como medicamento terapéutico contra
o cancer de pulmao. O trabalho de Cai e colaboradores (2014) utiliza como modelo células
A549 (cancer de pulmao de células ndo pequenas) sob as quais o vitanolideo exerceu efeito
citotéxico, levando as células a perderem sua viabilidade. Esse resultado foi dependente do
tempo e da concentragdo de tratamento, ao passo que as células perderam cada vez mais
viabilidade com mais tempo de exposi¢cao a VA e em uma maior concentracdao da molécula,
sendo as concentragdes utilizadas e efetivas 2,5, 5, 10 e 20uM. Posteriormente os autores
verificaram a taxa de células que sofreram apoptose apds o tratamento com VA, obtendo
resultados positivos e também dependentes da concentracdo e tempo de exposi¢cao com
o composto, demonstrando o potencial de terapéutico da VA para cancer de pulmao de
células ndo pequenas, o0 mais comum dentre os canceres desse 6rgao. Os estudos estao
resumidos e exemplificados no quadro 1.

Quadro 1 - Atividade pré-apoptética do vitanolideo (VA) frente a diversas linhagens
tumorais in vitro.

. Mecanismo de | Concentragées
Autores Linhagem celular Tratamentos acio efetivas
(OH et al., 2008) U937; Caki: AMC-HN-4; | Vitaferina A Indugéo de 0,25/0,5/1,5 e
HT29. apoptose 2uM
(STAN et al., 2008) MCF-7; MDA-MB-231. Vitaferina A Indugédo de 0,5/1/1,5/2 e 3uM
apoptose
(ZHANG et al., 2013) | CaOV3; SKOV3. Vitaferina A Inducéo de 0,2 -1,5uM
apoptose
(CHOIl et al., 2011) SK-Hep-1; HT29, Caki. Vitaferina A Indugéo de 2/4 e 6uM
apoptose
(CAl et al., 2014) A549 Vitaferina A Inducao de 2,5/5/10 e 20uM
apoptose

Aumento da p53 e proteinas sinalizadoras

O gene e as proteinas p53 sao parte do mecanismo contra estresse da célula, onde
as proteinas ficam em baixas concentragdes quando em situagcdes comuns e aumentam
quando as células sofrem alguma alteragdo que desloque as vias do ciclo celular normal.
Em alguns casos a ativagdao de p53 ira iniciar a morte celular programada (apoptose),
enquanto em outros casos ira parar o ciclo celular para iniciar o reparo de lesdes causadas
pelo estresse, em ambos os casos, impedindo a proliferacdo de células danificadas e
com potencial carcinogénico. Outro importante mecanismo de supressdo de tumores
relacionados a p53, € sua capacidade de modular a expresséo génica (BOURDON, 2007).
Levando em conta a importancia de p53 no combate contra células cancerigenas, terapias
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que envolvam a regulagao positiva dessas proteinas possuem um grande potencial de
supressao tumoral.

Panjamurthy e colaboradores (2008) demonstraram a acéo da VA na regulagao
de p53 em tumores orais induzidos pelo agente DMBA em hamsters. Os resultados
apresentados relatam 100% de supressao tumoral para os hamsters tratados com 20 mg/kg
de VA via oral apés a exposicao a DMBA, enquanto aqueles que foram expostos a apenas
ao agente carcinogénico, houve 100% de desenvolvimento tumoral. Além disso, os autores
testaram a presenca de p53 em ambos os grupos, descobrindo que o tratamento com VA
resultou em uma regulagéo da expressao de p53, mantendo seus niveis normais, diferente
do grupo que nao recebeu o tratamento, onde a expressao dessa proteina se mostrou
muito acima do normal, indicando o acumulo de moléculas mutantes, evasao de apoptose
e proliferagdo de células danificadas. A regulagdo negativa da expressao da proteina p53
nesse caso demonstra a capacidade da VA de controlar supressores tumorais tais como o
gene p53.

Um estudo interessante trouxe a tona a habilidade da VA de aumentar os niveis
de p53 nas células de cancer cervical CaSki, HeLa e SiHa, positivas para o virus HPV e
C33a, negativa para o virus. No trabalho realizado por Munagala e colaboradores (2011),
o tratamento com VA em concentragdes entre 0,5 e 4 uM inibiu o crescimento das quatro
linhagens celulares e regulou negativamente a proteina E6 do HPV, a principal proteina
oncogénica do virus, nas trés linhagens celulares positivas. Além disso, o tratamento das
células CaSki com o vitanolideo induziu 0 aumento da transcricdo do gene p53 nas células
positivas para o HPV, ao passo que diminuiu ambas transcri¢cao e traducéo das proteinas
oncogénicas do virus, restaurando as vias de supressao tumoral nessas células. Zhang e
colaboradores (2011) também demonstraram a agéo da VA como regulador positivo de p53
em células de cancer de mama (MCF-7). Além de diminuir a viabilidade celular, o tratamento
com concentragdes de VA entre 0,5 e 2,5 uM também induziu um aumento na expressao da
proteina p53, atingindo aumento maximo entre 6 e 12 horas apds exposigdo. Também foi
relatado um aumento na expresséo de p21, importante regulador do ciclo celular em MCF-7
que é estimulado pela p53.

O trabalho publicado por Shi e colaboradores (2015) exibe a fungdo da VA na
concentracdo de 25 yM como molécula ativadora de sinais de estresse das células de
leucemia linfoblastica de alto risco. Os autores detectaram fosforilagdo em diversas proteinas
envolvidas na resposta ao estresse das células (como a p38, MAPK, JNK e c-Jun), o que
consequentemente levou a apoptose de algumas células. Nas células sobreviventes, o
estresse induzido pelo tratamento com VA demonstrou perdurar por 16 horas.

Yu e colaboradores (2010) utilizaram as linhagens celulares Panc-1, BxPc3 e
MiaPaCa2 de cancer pancreatico como modelo para testar a agdo da VA como inibidora
da proteina Hsp90, uma importante chaperona estabilizadora de proteinas importantes
para o crescimento tumoral. Além de demonstrar propriedades antiproliferativas contra
as trés linhagens celulares utilizadas no estudo, o tratamento com 10 yM de VA também
demonstrou induzir a diminuicdo da concentragcao destas proteinas. A fim de corroborar
com esse resultado, os autores também examinaram os niveis de expresséo das proteinas
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resultados confirmaram as hipoteses, onde a expressao de Hsp70 subiu ao passo que as
proteinas Hsp90 diminuiram, indicando a capacidade da VA de inibir a acdo da chaperona
Hsp90, desestabilizando proteinas importantes para o crescimento tumoral.

Ainda, a VA consegue reverter um evento chave na patogénese de muitos tipos de
cancer, que é a supressao da proteina supressora de tumor p53. Os resultados de varios
estudos in vivo e in vitro mostraram que a VA ndo s6é aumenta a expressao da proteina p53,
mas também induz a fosforilagdo de p53 no residuo de serina 315, aumentando, assim,
a transcricdo mediada por p53 da proteina p21 do inibidor do ciclo celular (HAHM et al.,
2011; ZHANG et al., 2011). E, por fim, o bioativo estimula a ativagdo do Par-4, uma proteina
supressora de tumor, que induz apoptose seletivamente em células cancerosas de uma
maneira independente de p53 ou PTEN (CHAKRABORTY et al., 2001; SELLS et al., 1997).
Estes dados estao representados simplificadamente no quadro 2.

Quadro 2 - Efeito de regulagdo positiva de p53 e proteinas sinalizadoras pelo
vitanolideo frente a diversas linhagens tumorais in vitro.

Autores Linhagem celular | Tratamentos | Mecanismo de agédo Con:firtlit\:':gées
(el?gz\_l’JzA%g)RTHY Hamster-Sirio Vitaferina A 5:%%?9@0 da expressao 20mg/Kg
g\l/ll’Uzl\(l)ﬁ\%ALA et | caski; HeLa; SiHa. | Vitaferina A é\ggnento da expressao de 0,5-4uM
(220I;|,1’\)NG etal., MCF-7. Vitaferina A Qggwento da expressao de 0,5 -2,5uM
(SHI etal., 2015) | SEM; RS4:11; REH | Vitaferina A Qgg“mtggf‘ Jostorilacgo de 25uM
(YUetal, 2010) |520CT: BxPe3iMia- | vitaferina A | Inibigao da proteina Hsp90 10uM

Producao de EROs

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo formas reduzidas ou excitadas de
oxigénio molecular e que possui a fungcédo de estimular sinalizadores moleculares. Porém,
essas moléculas também podem ser téxicas ao organismo, causando danos oxidativos ao
DNA e podendo levar a célula a morte (BAYR, 2005). Considerando-se a extensao de efeitos
deletérios causados por EROs nas células, esses também podem funcionar como método
terapéutico, desencadeando mecanismos de regulagédo, causando danos a estrutura de
células tumorais, principalmente ao DNA (LIOU; STORZ, 2010). Devido ao grande potencial
terapéutico de substancias que induzem a produgao de espécies reativas de oxigénio em
células cancerigenas, cada vez mais estudos vém sendo realizados na area.

Fong e colaboradores (2012) relataram a produg¢do de EROs pela VA durante o
tratamento de células tumorais de epitélio de ovario humano (A2780), sendo a quantidade
de EROs produzida similar a da doxorrubicina, um potente quimioterapico utilizado para
tratar esse tipo de cancer. Os radicais livres produzidos pelo tratamento com concentracdes
entre 1 e 5 uM de VA foram responsaveis pelos danos oxidativos ao DNA dessa linhagem
celular, demonstrando seu potencial como anticancerigeno também via produgao de EROs.

Outro estudo, realizado por Hahm e colaboradores (2011) demonstrou que o
tratamento de células de cancer de mama (MDA-MB-231 e MCF-7) com concentragdes
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entre 1 e 4 yM de VA induziu o0 aumento da producédo de EROs, principalmente superdxido
nas mitocéndrias celulares, o que ndo aconteceu quando o modelo utilizado foi em células
saudaveis do epitélio mamario (HMEC). Os autores também descobriram que concentragdes
entre 2,5 e 5 yM do vitanolideo causam inibicdo da fosforilagdo oxidativa nas células
cancerigenas, podendo levar ao mau funcionamento da cadeia respiratoria, resultando na
apoptose celularno apoptose celular.

Yang e colaboradores (2011) mencionaram que a concentracdo de 4 uyM da VA
aumenta a quantidade de EROs produzidas pelas células de carcinoma renal (Caki), cancer
de figado (SK-Hep-1), cancer de mama (MDA-231) e cancer cervical (HeLa).

O trabalho de Mayola e colaboradores (2011) relata a capacidade da molécula de
VA de induzir apoptose em células de melanoma humano (M14, Mel501, SK28 e Lu1205),
através da producdo de EROs nas células. Quando tratadas com 3 yM de VA, as células
exibiram uma alta concentracdo de EROs, mais especificamente do anion superéxido na
mitocondria e peroxido de hidrogénio no citoplasma, indicando a eficacia do tratamento
como indutor de danos oxidativos a célula.

Xia e colaboradores (2018) também demonstraram a agcao da VA como estimulante
da producdo de EROs nas células de cancer de célon (HCT-116 e RKO). As linhagens
celulares, quando tratadas com concentragcbes entre 0,125 e 10 pM, exibiram uma
diminuicao significativa de sua viabilidade dependente da concentragdo. Esse resultado
provou ser efeito de um aumento de sinais pro-apoptoticos consequentes do acumulo de
EROs nas células. Dados que estao exemplificados no quadro 3.

Quadro 3 - Atividade de indugdo a producgao de espécies reativas de oxigénio (EROs)
pelo vitanolideo frente a diversas linhagens tumorais in vitro.

. . = Concentragoes
Autores Linhagem celular | Tratamentos Mecanismo de acéo efetivas
Sorn) et | A2780. Vitaferina A | Aumento da produgéo de EROs 1-5 UM
MR_921- -~ Aumento da produgéo de EROs
Goanetal, | MDAMB-231; MCF- | vitaferina A | e inibigao da fosforilagéo oxida- 1-5 uM
: tiva
. . Aumento da produgéo de EROs
(YANG et al., | Caki; SK-Hep-1; Vitaferina A o Us
DY pelo contato com radiagao 0,5e1uM
2011) MDA-231; Hela. Snizante
g\l/lA;O?%')A et E/Iu1142;0|\gel501; SK28; Vitaferina A | Aumento da produgédo de EROs 3 uM
(XIA etal, | yg7; u2st Vitaferina A | Aumento da produgéo de EROs | 0,125-10 uM
019) ; itaferina umento da produgéo de S ,125-10 p

Ciclo celular

Ociclocelularrefere-se ao processode duplicagao e crescimento celular, transmitindo
informagéo genética de uma célula para outra e renovando as células do organismo. Esse
processo pode ser dividido em etapas ou fases, denominadas fase G1 ou “gap 1”, momento
no qual a célula é estimulada por diversos fatores extracelulares como proteinas do ciclo
celular para passar para a proxima fase denominada de S (sintese), onde o DNA celular
€ duplicado para que, na divisdo celular, a célula filha tenha o mesmo DNA que a original.
A proxima etapa, G2 ou “gap 2” € o intervalo entre o final da fase S e o inicio da préxima
fase, denominada de M (mitose), onde ocorre de fato a duplicagéo celular. Quando a célula
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esta quiescente, isto €, fora do ciclo celular, estagnada, ela esta na fase GO. Como cada
etapa deve ser completa antes da préxima comecar, ao fim da fase G1 e entre a fase G2
e M estao localizados pontos de checagem, necessarios para que nao haja propagacao e
de células mutantes ou danificadas. Caso esses pontos de checagem sejam danificados,
a duplicagao de células danificadas ou mutantes ira ocorrer, gerando tumores (ISRAELS;
ISRAELS, 2000). Portanto, substéncias que consigam impedir a duplicagdo de células
cancerigenas, isto €, impossibilitar a conclusao da fase M, possuem efeito terapéutico para
o tratamento de cancer.

Kim e colaboradores (2017) utilizaram células de adenocarcinoma gastrico humano
(AGS) como modelo para estudar os efeitos de VA sobre o ciclo celular. O tratamento das
células de AGS com 1, 2,5 e 5 uM do biativo teve como efeito uma diminuigéo significativa
na viabilidade celular e inibicdo do crescimento das mesmas, indicando que o vitanolideo
tem acgao contra a proliferagéo celular desse modelo. Os autores descobriram que parte
da diminui¢ao na proliferacdo dessas células pelo tratamento por VA se deve ao fato que
o composto induz uma parada no ciclo celular em G2/M, o ponto de checagem anterior a
mitose, fazendo com que as células nao se multipliquem, o que foi corroborado com um
resultado que indicou uma diminui¢do da ciclina B1, importante proteina regulatéria da
mitose, sugerindo o motivo da interrupgao do ciclo celular.

Outro estudo realizado por Roy e colaboradores (2013) mostrou a eficacia da VA
como indutora da parada do ciclo celular em células de cancer de prostata (PC-3 e DU-
145). Os autores apontaram que o tratamento com 1 yM de VA leva as linhagens celulares
a pararem o desenvolvimento em G2/M, impedindo seu crescimento e proliferagéo. Por fim,
os autores demonstraram que esse resultado é consequéncia da diminuigao dos niveis das
ciclinas A2, E2 e B1, assim como um aumento na ativacdo de p21, moléculas importantes
para a progressao no ciclo celular.

Okamoto e colaboradores (2016) descobriram que a VA também causa bloqueio no
crescimento de células mieldides e linféides displasicas. Utilizando as linhagens celulares
MDS-L (células blasticas de mielodisplasia), HL-60 e THP-1 (células de leucemia mieldide),
Jurkat (células de leucemia linféide T-aguda) e Ramos (células de linfoma de Burkitt). Os
autores determinaram que o tratamento com as concentragdes de 0,5 e 1 yM de VA suprimiu
a proliferacdo celular, diminuindo a viabilidade das células tratadas. Posteriormente,
concluiram que o vitanolideo influenciou a parada do ciclo celular em G2/M, impedindo a
divisdo das cinco linhagens celulares. Finalmente, os autores testaram os efeitos da VA
em células saudaveis da medula éssea, chegando a conclusdo de que essas sd0 menos
suscetiveis ao tratamento do que células de mielodisplasia, ou seja, um tratamento desse
tipo de displasia com VA seria eficaz para as células danificadas sem que houvesse demais
danos aa células saudaveis.

McKenna e colaboradores (2015) demonstraram que as linhagens celulares LY-3,
LY-10 e SudHL-6 (todas de linfoma difuso de grandes células B), Raji (de linfoma de Burkitt),
MINO (de linfoma de células do manto), BKS-2 (de linfoma murino de células B imaturas)
e A20-luc/YFP (de linfoma do centro germinativo) tiveram sua viabilidade diminuida apos
o tratamento com concentracdes entre 0,5 e 5 yM de VA, corroborando com os resultados
previamente descritos neste capitulo. Os autores também verificaram um aumento na
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quantidade de células no ponto de checagem G2/M do ciclo celular, elucidando a influéncia
que o tratamento com VA tem sobre a parada do desenvolvimento celular nesse ponto,
impedindo a proliferagéo de células danificadas.

A eficacia do tratamento com concentracdes de 1, 3 e 10 yM VA também foi testada
utilizando como modelo células de glioblastoma multiforme. Tang e colaboradores (2019)
relataram um efeito negativo das concentracées VA sobre o ciclo celular das linhagens
celulares U87 e U251, ambas de glioblastoma humano, resultante da regulag&o positiva de
p21 e outras substancias, como a ciclina B, que auxiliaram na parada do ciclo celular em
G2/M. O aumento das concentracdes de p21 também induziram mecanismos apoptoticos
nos modelos celulares.

Quadro 4 - Atividade de inducao a parada do ciclo celular pela VA frente a diversas
linhagens tumorais in vitro.

Autores Linhagem celular Tratamentos Meca:‘;g?o de Con;%rt\it\l;ggées
(2’6'1'\"7)et al.  |acs. Vitaferinao | arada dociclo 1/2,5 € 5uM
(2%% etal, |pc.3; pu-145. Vitaferinao | Parada dociclo 1uM
OPETS [BSL O | meon |k, | osewm
NS W SOSBRE | vommen |, | ommean
gﬁg‘f etal., | yg7; U251 Vitaferinao | arada dociclo 1/3 & 10uM

CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho robustos estudos na area do cancer foram descritos, correlacionando
o efeito antitumoral da classe dos vitanolideos, em especial a Valfarina A. Curiosamente,
somente nos ultimos anos comecgaram a dar uma maior atencao as moléculas dessa classe.
Trouxemos estudos in vitro e in vivo descrevendo resultados promissores para os efeitos
anticancerigenos do composto quando usado sozinho ou em combinagdo com outras
terapias disponiveis. Trabalhos demonstraram inumeros fendmenos anticancerigenos, como
apoptose, formagao de ROS, parada do ciclo celular em canceres de varias origens. Apesar
desses resultados, métodos eficazes para dosagem minima, toxicidade e biodisponibilidade
do composto ainda precisam ser totalmente avaliados. Estudos recentes descrevem a baixa
biodisponibilidade da VA, o que representa uma barreira na determinacéo da dose minima
para um efeito terapéutico nas células tumorais. Por fim, o presente capitulo pode trazer
interesse de mais grupos de pesquisa para elucidar lacunas que tangem a utilizagao dos
vitanolideos em ensaios clinicos.
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Capitulo Maior incidéncia de carcinomas
pulmonares em Ratas Wistar

0 2 induzidos por DMBA

Grazziele Matte Dossena
Thais Andrade Costa Casagrande

RESUMO

Objetivo: Elaborar modelos padronizados de carcinogénese em ratas da
linhagem Wistar, induzidos pelo agente quimico carcinogénico DMBA,
classificando e quantificando as lesdes. Além disso, avaliar em que dosa-
gem o DMBA pode ser utilizados para que o modelo seja criado, e avaliar
a proliferacdo e apoptose celular e marcagdes hormonais por imunoisto-
quimica. Método: Para isso foram utilizados 55 ratos, divididos em grupos
de acordo com a dose do agente indutor aplicado. Para induc&o tumoral
foi aplicado DMBA em 45 ratas, sendo divididos em trés grupos com dife-
rentes dosagens 3; 6 e 9 mg/kg e para o grupo controle foram utilizados
dez animais. Resultados: Os tumores coletados foram avaliados histopa-
tologicamente e através de imunoistoquimica com Ki-67, p53, C-erb-B2,
receptor de estrogeno e progesterona. Dos grupos em analise apenas os
de 6 e 9 mg/kg foram observados desenvolvimento tumoral em mamas,
pulmdes e traqueia e o segundo grupo ficaram mais evidentes as lesdes
por toxicidade em figado e rins. Nas maioria dos animais apresentaram
marcagdes consideradas negativas sendo imunomarcagéo positiva para
C-erb-B2, p53 e Receptor de estrogeno. Concluséo: Pode-se concluir que
a dosagem de 6m mg/kg de DMBA demonstrou uma incidéncia inovadora
quanto ao surgimento de tumores pulmonares em ratas wistar.

Palavras-chave: tumor de mama. tumor pulmonar. receptor de estroégeno.
de progesterona e Ki-67.

INTRODUCAO

O cancer é a segunda maior causa de mortalidade no mundo,
responsavel por 12% de todas as mortes ocorridas. Perde somente para
as doengas cardiovasculares. Ele € um conjunto de sindromes de carater
cronico-degenerativo (Guerra et al., 2005; Jemal et al., 2010). Devido ao
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crescimento exponencial observado nos ultimos anos, ha previsédo para que em poucos
anos o numero de mortes por cancer seja mais elevado que o das doengas cardiovasculares
(Mathers et al., 2005; INCA, 2012).

Os dados epidemioldgicos preocupantes e o melhor entendimento da biologia dos
tumores impulsionam os pesquisadores a tentarem entender melhor a evolugédo dessa
doenca. Assim, os estudos podem ser direcionados para a descoberta de suas causas e/ou
relaciona-la com fatores de risco, com o intuito de desenvolver novos métodos de prevengao
e tratamento. Nas fases iniciais destes estudos sdo utilizados modelos pré-clinicos em
roedores elaborados através da inoculacdo de células tumorais ou da administracao de
agentes quimicos carcinogénicos para indugao de tumores (Namasivayam, 2011).

A grande maioria dos estudos utilizam como modelos experimentais os roedores
para o trabalho de carcinogénese mamaria in vivo, pois estes demonstram rapidez e
facilidade para desenvolverem esses tumores. (Weinberg e Gould, 1995; Cheng et al., 2003;
Hakkak et al.,2005; 2007). Além disso, s&o utilizados em varios modelos de carcinogénese
de 6rgao-alvo definidos como para mama, pulméo, figado, célon, bexiga, rim, préstata,
ovario, entre outros, todos com potencial para investigar a etiologia e progressao do cancer
e de fatores de risco e protegcao (Avanzo, 2008). O composto utilizado para a indugao
tumoral é o 7,12-dimetilbenzetraceno, que € um carcinbgeno amplamente utilizado,
pertencente a familia dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (Currier et al., 2005).
Esses hidrocarbonetos s&do considerados altamente poluentes organicos exercendo
um efeito pré-cancerigenos e mutagénico. Estao presentes na fumaga do cigarro sendo
também poluentes ambientais. O DMBA necessita ser metabolizado pelo citocromo P450
para exercer sua agao carcinogénica (Gao et al., 2005; Camargo e Toledo, 2002; Lin et al.,
2005; Irigaray; Belpomme, 2010).

Este estudo possui como objetivo estabelecer um modelo de carcinogénese em
orgaos alvos, como na mama e nos pulmdes, em ratas da linhagem Wistar, induzidos
quimicamente pelo composto 7,12-dimetilbenzetraceno, o DMBA. A importancia da criagao
de modelo animal para cancer de mama e pulmao provém da necessidade de estudos
de etiologia, prevengado e tratamento para essas doengas crénico-degenerativas, para
o beneficio de mulheres e outros animais. Desta forma este trabalho procura analisar a
capacidade de inducdo de tumoral pelo DMBA; determinar a concentracdo minima de
DMBA que é capaz de induzir estes tumores, analisar as alteragdes de peso durante o
desenvolvimento da possivel doenca, analisar possiveis lesdes ocasionadas ao longo do
tempo em diversos 6rgaos, devido a indugao dos tumores, realizar analise macroscépica e
microscopica de tumores, avaliacado de efeitos colaterais, e procura de focos de metastase.

Diversos autores utilizam o composto quimico DMBA (7,12-dimetilbenzetraceno),
como indutor tumoral em mama. E um carcinégeno pertencente a familia dos hidrocarbonetos
aromatico policiclicos, onde sao encontrados a maior parte dos carcinbgenos quimicos
(Currieret al., 2005).

Esses hidrocarbonetos estdo presentes na fumaga do cigarro, sendo também
poluentes ambientais provenientes da combustao incompleta de madeira, na refinagéo
do petréleo, queima de residuos domésticos e industriais, produ¢cado de energia através
de queima de combustiveis fosseis, na formacao de benzeno, tolueno e outros solventes
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organicos, sendo também responsaveis por contaminagdo de agua, solo, ar e alimentos
(Gao et al., 2005; Camargo e Toledo, 2002).

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos sdo compostos altamente lipofilicos e
essa caracteristica Ihes confere uma maior facilidade de absorgdo. Quando ingeridos sao
capturados por compostos lipofilicos com rapida absor¢cdo podendo ser aumentada pela
presencga de 6leos no trato gastrointestinal. Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos se
espalham em quase todos os tecidos, prevalecendo principalmente em glandula mamaria
e tecidos onde ocorra depdsito de tecido adiposo (Linet al., 2005).

A sua caracteristica lipofilica € uma das propriedades fundamentais para o
desenvolvimento da carcinogénese possibilitando o acumulo no tecido adiposo para
posterior liberagao na corrente sanguinea, alcangando os tecidos alvos. Os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos sao pro-carcindgenos necessitando ser metabolizados no citocromo
P450 que produz metabdlitos capazes de formar adutos com o DNA, que sao extremamente
estaveis e volumosos ndo podendo ser reparados pelo sistema de reparagao das células
(Irigaray e Belpomme, 2010).

O efeito tdéxico dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos mais evidente é a
carcinogénese. O citocromo P450 adiciona oxigénio ao anel o que o torna mais soluvel em
agua possibilitando a ligagao de grupos volumosos. Esses compostos sdo transformados
em oxidos e dihidrodidis, os quais sao oxidados a diolepdxidos que reagem com o DNA. Os
oxidos podem formar adutos estaveis com o DNA enquanto os diolepdxidos formam adutos
estaveis e depurinadores com o DNA, porém, ambos s&o formados primeiro com adeninas
e guaninas induzindo mutagdes que estao fortemente agregadas (Irigaray e Belpomme,
2010; Shimada e Fuji-Kuriyama, 2004).

Uma das vias que explica o desenvolvimento do tumor mamario pelo DMBA ¢é a
ativagdo receptor/fator de transcricdo AhR (arylhidrocarbon receptor/transcription fator)
(Irigaray e Belpomme, 2010).

O AhR é um fator transcricional de genes que codificam enzimas que estao
relacionadas com o metabolismo de xenobiéticos e de genes envolvidos no crescimento e
diferenciagao celular, porém, € dependente de um ligante. Encontra-se em células e tecidos,
no citoplasma e quando se liga ao ligante, por exemplo um hidrocarboneto aromatico
policiclico como o DMBA, penetra no nucleo ligando-se a sequéncias especificas do DNA,
ladeando os genes regulados pelo AhR (Marlowe e Puga, 2005; Fuji-Kuriyama e Mimura,
2003).

Os ligantes que se combinam com o AhR desencadeiam a transcricdo de genes-
alvo que codificam para as trés CYP1s ativando de forma independente genes responsaveis
por controlar as respostas celulares, como proliferacdo celular, controle do ciclo celular e
apoptose. A ativacdo do AhR gera amplos efeitos co-carcinogénicos e promotores tumorais.
A ativacao de gene CYP como CYP1A1 também pode originar radicais livres pela indugéo
do estresse oxidativo (lrigaray e Belpomme, 2010).

O DMBA leva a um aumento da atividade de AhR com consequente expressao
das enzimas CYP transformando o hidrocarboneto aromatico policiclico em compostos
intermediarios do tipo mutagénicos que sao responsaveis pela formagao de adutos com o
DNA (Hoffman e Gay, 1981).
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As CYP1A1e CYP1A2 saoresponsaveis por transformaro DMBAem trés compostos
epoxidos mutagénicos que sao o 7-hidroximetil-12-metilbenzantraceno, 12-hidroximetil-
7-benzantraceno e o 7,12-dimetilhidroxibenzantraceno (figura 3). Com o uso do DMBA
ocorre a presenga dos trés metabdlitos no figado, sendo encontrado na mama apenas 0s
monohidréxidos (Hoffman e Gay, 1981).

Segundo Girolamiet al. (2008) a maior parte dos metabdlitos ativos do DMBA sao
formados nos hepatdcitos, e, atingem a glandula mamaria através da corrente sanguinea.
Dessa maneira o figado desempenha um importante papel na carcinogénese induzida pelo
DMBA (Szaeferet al., 2011).

METODO

Trata-se de um estudo experimental no qual foram utilizadas de 55 ratas da linhagem
Wistar, divididas em quatro grupos de acordo com a quantidade de DMBA utilizada e o grupo
controle. As ratas estavam com aproximadamente 8 semanas de vida. Durante o periodo
experimental os animais ficaram acondicionados em caixas de polipropileno apropriadas
recebendo agua e ragao Presence® (Purina) ad libitium. A sala climatizada foi regulada a
uma temperatura de 21°C e expostas a luminosidade controlada com 12 horas de luz, no
biotério da Universidade Positivo.

O procarcindgeno utilizado foi o 7,12-dimetilbenzetraceno (DMBA) para indugao
dos tumores. O carcindgeno foi previamente dissolvido em 6leo de milho comercial, livre de
aditivos, e posteriormente administrado via oro-gastrica.

O grupo controle recebeu apenas 6leo de milho, livre de aditivos e de DMBA, na
dosagem de 0,5 mL, por via oro-gastrica, por nove dias consecutivos.

No grupo 1 os animais receberam a dosagem de 1mg/kg de DMBA diluido em 6leo
de milho por 3 dias consecutivos, totalizando a dosagem de 3mg/kg, por via oro-gastrica.

No grupo 2 os animais, receberam via oro-gastrica, a dosagem de 1mg/kg de DMBA
diluido em dleo de milho durante 6 dias consecutivos, totalizando 6mg/kg.

No grupo 3 os animais receberam 1mg/kg de DMBA diluido em o6leo de milho
durante 9 dias consecutivos, totalizando a dosagem de 9mg/kg por via oro-gastrica.

Os animais foram acompanhados e examinados duas vezes por semana para
avaliagcdo das mamas, do sistema respiratério, observacdo das fezes e do peso dos
animais e consumo de ragao. Aguardou-se o periodo de120 dias apds o inicio da indugao
para realizacado da eutanasia nos animais, que foi realizada, apos anestesia com isoflurano
em campanula de vidro, em camara de CO2, para coleta de material para as analises de
histopatologia.

Apods a eutanasia todos os tumores foram excisados e contados. Os animais foram
dissecados, com abertura das cavidades abdominal e toracica para excisdao de 6rgaos
como traqueia, esbéfago, pulmdes, figado, bago, rins, apds abertura da cavidade oral para
remogao da lingua e craniotomia para remog¢ao do encéfalo. As mamas foram removidas
na integra, bilateralmente. Os 6rgaos coletados foram avaliados macroscopicamente e as
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lesdes contadas em cada um dos grupos. Em seguida o material foi imerso em solugéo de
formaldeido a 10% para fixagao, por 24 horas no minimo e passadas para solucéo alcéolica
a 70% e mantidos em geladeira.

Os exames histopatolégicos foram realizados na Universidade Positivo, no
laboratério de histologia. O método histolégico ocorreu com tecidos processados inseridos
em parafina e seccionados em 3 um de espessura. As laminas com os tecidos foram coradas
com hematoxilina& eosina, utilizando os procedimentos rotineiros de laboratério.

Na analise histologica as possiveis lesbes encontradas foram comparadas com
imagens demonstradas em publicagdes e classificadas (Hakkak et al., 2005). Também foi
procedida a contagem microscépica do numero de tumores desenvolvidos.

Na histologia os tumores foram diferenciados e classificados de acordo com as
caracteristicas morfolégicas. Podendo ser benigno ou maligno, proliferagcédo intraductal,
papilomas multiplos ou hiperplasia ductal, carcinoma ductal in situ, carcinoma ductal
invasivo ou lobular (Hakkak et al., 2005).

A avaliagcao histopatologica dos tumores foi feita seguindo os critérios adotados
pela InternationalAgency for ResearchonCancer (IARC), Organizagdo Mundial de Saude
(WHO) (Turosov; Mohr, 1994).

RESULTADOS

Nos exames macroscopicos e clinicos do grupo controle, nenhuma anormalidade
foi observada. Ou seja, a frequéncia respiratoria e o aspecto das fezes estavam dentro dos
padrdes de normalidade. Os animais mantiveram alimentagdo normal durante todo periodo
e tiveram aumento de peso.

Nos resultados microscépicos do grupo controle, os tecidos das amostras de figado,
pulmdes, encéfalo, rins, baco, eséfago, traqueia e glandulas mamarias, foram lidas e nao
foram identificadas nenhuma alteragao morfoldgica ou estrutural dos tecidos analisados.

Em geral, nos exames macroscopicos dos grupos que receberam o agente indutor,
0s 6rgaos no qual foi possivel observar nodulagées foram nas glandulas mamarias e nos
pulmdes, sendo a observacdo de um numero maior de tumores pulmonares visiveis a
macroscopia nos animais do grupo que recebeu 6 mg/kg de DMBA.

Na realizagao do experimento um total de 22,66% dos animais desenvolveram
algum tipo de tumor, dependendo da dosagem de DMBA empregada.

No grupo no qual a dose total foi igual a 3mg/Kg, apenas uma rata apresentou em
torno de 10 pontos discretos, circulares, de tamanho pequeno, sem relevo, e de coloragao
esbranquicada em um dos pulmdes a visibilizagdo macroscopica.

Nesses animais nao foi possivel observar alteracbes neoplasicas na maioria dos
orgaos e tecidos analisados histopatologicamente, apenas em traqueia, que apresentou
carcinoma in situ em um animal. Um animal apresentou inflamag¢ado em pulmao.
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Na analise macroscoépica o grupo com dose de 6 mg/Kg foram analisados os pulmao,
nos quais encontrou-se: em quatro ratas aproximadamente 30-40 lesdes bem pequenas,
circulares com bordas definidas, planares, concentradas em uma ou mais regides, e de
coloragao branca; em duas ratas, aproximadamente 20 lesdes circulares esbranquigcadas
de tamanho médio, umas proximas as outras, planares e de bordas bem definidas; e por
fim, outras duas ratas apresentaram no pulméo lesdes grandes, de coloragdo branca,
espalhadas por todos os I6bulos, na forma circular com bordas bem definidas e entumecidas,
em uma aparéncia que se assemelha a um cacho de uva.

Na analise histopatolégica dos animais do grupo 2 (6 mg/kg de DMBA) quatro ratas
apresentaram lesbes compativeis com carcinoma in situ em mamas, cinco com lesdes de
degeneracao gordurosa no tecido adiposo ao redor das mamas, uma apresentou areas
cisticas nas mamas e outra apresentou rearranjo de células, acantose, proliferacdo de
células ductais, porém sem observagao de transformagao neoplasica. A maior quantidade
de formagbes neoplasicas foi observada nos pulmbes, de acordo com o observado na
macroscopia. Sete animais apresentaram lesdes inflamatérias e formacado de carcinoma
in situ pulmonar, sendo trés destes carcinomas com presencga de lesdes polipoides junto.
Um animal apresentou carcinoma epiderméide (ductal) pulmonar e outro apresentou
adenocarcinoma. Um dos animais apresentou traqueite com presenca de ulceracédo e
outro carcinoma in situ em células caliciformes de traqueia. No figado houve presenca
de processo degenerativo, por provavel ma conservagao de tecido em um animal e um
processo de esteatose hepatica. Nas mamas e nos rins pode-se diagnosticar um processo
de degeneragao gordurosa em cada um dos 6rgaos.

Na analise macroscopica das ratas submetidas a dose de 9mg/Kg foi identificado
apenas um animal com uma lesao uUnica no pulmao, de tamanho intermediario, de cor
branca, planar, e com bordas definidas.

No grupo 3 (9 mg/kg de DMBA) apenas duas formagbes neoplasicas foram
diagnosticadas na histopatologia e estas ocorreram em traqueia, com a formagao de um
carcinoma in situ e presenga de ulceragdo em células caliciformes. As demais lesbes
encontradas foram principalmente de padrdo degenerativo compativel com toxicidade
de tecido. As lesdes foram encontradas principalmente em figado, em dez dos animais
analisados, com padrao de lesdo degenerativa e vacuolizagdo dos hepatdécitos, sendo trés
com padréo irreversivel. Outro 6rgao alvo destas lesdes foram os rins em seis dos animais,
também apresentando células degeneradas e vacuolizadas. As demais lesdes encontradas
foram de degeneragao hepatica com padrao nao vacuolizado dos hepatécitos em cinco
animais. Uma das ratas apresentou mama com padréo degenerativo em tecido adiposo
circunjacente as areas ductais. Encontrou-se ainda processo inflamatério com areas de
edema e cistos em pulmao em dois animais. Um pulmao com padrao de infiltrado inflamatério,
sendo suspeito de corpo estranho aspirado. E trés pulmdes com padrao degenerativo. Um
rim foi possivel observar padrao de inflamagao crénica.

DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo estabelecer um modelo de indugéo tumoral
em ratas da linhagem Wistar, baseado em dados encontrados na literatura. O carcindgeno

Q)
o)

O,
=
c
@)

o
N

29



Biotecnologia: pesquisa e inovacdo

escolhido foi o 7,12-dimetilbenzantraceno, DMBA, utilizado em muitos estudos (Medina,
1974; Haslan e Bern, 1977; Kritchevsky et al., 1984; Lane et al., 1985; Medina e Kittrell,
2004; Barros et al., 2004; Currier et al., 2005; Wijnhoven et al., 2005; Lu et al., 2006; Avanzo,
2008; Povoa, 2008; Thakur et al., 2010; Cavalcante et al., 2011).

O grupo controle ndo apresentou alteragdes neoplasicas, 0 que comprova que o
6leo de milho como meio de diluicao é confiavel e aparentemente nao produz interferéncias
para o estudo, como observado também por outros autores (Medina, 1974; Lane et al.,
1985; Avanzo, 2008).

A dosagem de 3mg/kg, se mostrou ineficiente, pois, desenvolveu tumor em apenas
uma rata, sendo esse de traqueia, o que ndo condiz com os resultados encontrados em
outros trabalhos cientificos. Nesses trabalhos que utilizaram a dosagem de 3 mg/kg de
DMBA observou-se uma variagao também de acordo com a linhagem de ratas utilizadas.
Medina (1974), Lane et al. (1985) e Avanzo (2008) utilizaram camundongo BALB/cCrgl.
Medina (1974) detectou a presenca de 18% de tumores de mama. Ja Lane et al. (1985)
teve uma incidéncia de 26% de tumores de mama e Avanzo relatou uma incidéncia de
20% de tumor de mama, 13,33% de tumor de pulmao, 6,66% linfoma e 6,66% de tumor em
estdbmago.

O grupo dois (6mg/kg) foi aquele onde ocorreu maior numero de tumores, sendo
73,4% dos animais apresentando tumores em mama e/ou pulmdes ou traqueia, justificado
pela dosagem maior, como relatado em outros estudos. Dos 11 animais que apresentaram
tumores, oito foram em pulmao, um em traqueia e trés em mamas, ou seja, a incidéncia
de tumores de mama foi de apenas 20% dentre os 15 animais do grupo, sendo todos
carcinomas in situ. Uma porcentagem semelhante de tumores de mama foi encontrada no
trabalho de Pévoa (2008), que utilizaram dosagem de 0,5 mg/ml de DMBA em dose Unica,
tendo o desenvolvimento de 20% de carcinoma ductal infiltrante em 20% das ratas Wistar.
Nos trabalhos de Medina (1974) foi relatado 68% de tumores de mama em camundongo
BALB/cCrgl, Lane et al. (1985), também utilizando a mesma linhagem de camundongos,
tiveram uma incidéncia de 44% de tumores de mama, Currier et al. (2005), utilizando
a linhagem FVB/N, obtiveram uma incidéncia de 100% de animais que desenvolveram
tumores, dos quais 75% desenvolveram tumores de mama, 15% tumores em pulmao, 10%
linfoma e 5% desenvolveram cancer de pele. Wijnhoven et al. (2005), utilizando camundongo
p53R270H/+, obtiveram uma incidéncia de 40% de tumores de mama. Lu et al. (2006)
também com camundongos da linhagem Wild Type detectaram uma incidéncia de 37,5%
de tumores, e camundongos Atm a incidéncia foi de 64,7% de tumores, prevalecendo os
tumores mamarios, seguidos de tumor em pulmé&o, ovario, utero, adenocarcinoma gastrico
e linfoma. Avanzo (2008) com a linhagem BALB/c obteve uma incidéncia de 27,77% de
tumores de mama, 16,66% de linfoma e 5,55% de tumor de pele.

Aincidéncia detectada no grupo 2 ndo esta muito aquém da relatada em literatura,
devendo também ser observada a via de administragcado que variou de maneira significativa,
porém obteve-se uma maior prevaléncia de tumores pulmonares em relagéo aos de mama.
Apesar dos outros autores terem relatado a ocorréncia de tumores pulmonares, em nenhum
dos trabalhos foi maior que a incidéncia de mama (Currier et al., 2005, Lu et al., 2006). Por
ser um dos poluentes derivados da fumaca do cigarro, o DMBA pode ter contribuido para
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a alta incidéncia de tumores pulmonares no presente grupo (Gao et al., 2005; Camargo e
Toledo, 2002).

O grupo trés (9mg/kg) ndo desenvolveu tumores de maneira significativa o que pode
ser justificado pela presenca de toxicidade em érgéos importantes para a transformagéo do
DMBA em metabdlito capaz de induzir a carcinogénese. Essa transformacao ocorre no
figado, o qual, na maioria das ratas apresentou-se degenerado, o que de maneira geral pode
ter contribuido para o ndo desenvolvimento tumoral. Porém Avanzo (2008) empregando a
dosagem de 9 mg/kg de DMBA em camundongo BALB/c relatou uma incidéncia de 42,10%
de tumor de mama, 10,52% de tumor em pele 5,26% de tumor de pulmao e 5,26% de
fibrossarcoma. Oliveira (2010) utilizou também a dosagem de 9 mg em camundongos
da linhagem BALB/c, e a incidéncia tumoral foi de 100% de animais que desenvolveram
tumores, dentre eles observou-se um numero maior de tumor de mama, seguido por linfoma,
neoplasias gastricas, pulmonares, de pele e ovario.

Em trabalho realizado por Barros et al. (2004) conseguiu uma incidéncia de 100%
de tumores de mama, 13 semanas apds a administragcdo do DMBA na dosagem de 20mg
em dose unica, em ratas da linhagem Sprague Dawley. Avanzo (2008) ressaltou em seu
trabalho que o DMBA depende também da espécie de ratas utilizadas para a especificidade
de desenvolvimento tumoral. Isso pode ter sido uma das causas do baixo desenvolvimento
tumoral.

Medina e Kitrell (2004) e Avanzo (2008) associaram o surgimento de tumores
localizados em outros 6érgdos que ndo em mama, na fase final do experimento quando o
indutor utilizado foi o DMBA, e os principais 6érgaos acometidos por esses tumores foram
pulmé&o, pele, estbmago, linfoma e fibrossarcoma. Esses dados corroboram com os dados
obtidos no presente trabalho, tendo sido encontrado tumores em traqueia e pulmdes. Nao
avaliou-se a ocorréncia de linfomas.

Destacam-se ainda os trabalhos de Pévoa (2008), Thakur et al. (2010) e Cavalcante
(2011), por utilizarem a mesma linhagem de ratas utilizadas no presente trabalho, porém
com vias de administragdo e dosagens do DMBA diferentes. Pévoa (2008) utilizou dose
unica do indutor na dosagem de 1 mg de solugao a 5%, obtendo uma incidéncia de 20%
de tumor mamario. Thakur et al. (2010) utilizando a dosagem de 20 mg/kg via traqueal
constatou a ocorréncia de 100% de tumor pulmonar. E Cavalcante et al. (2011) utilizando
uma solucao de 0,5% de DMBA duas vezes por semana durante um periodo de 20 semanas
constatou a presenca de alteragbes morfoldgicas e citolégicas na boca, com presenga de
displasia moderada.

Quanto ao baixo numero de tumores encontrados podem-se seguir trés linhas
diferentes de justificativas, que sdo, a linhagem de animal escolhida, a auséncia da
transformacdo do pré-carcinébgeno em carcinégeno e o tempo de observagdo para o
desenvolvimento dos tumores.

Dias et al. (2000) e Guillino et al. (1975) destacam o fato de ratas fémeas da linhagem
Sprague-Dawley sdo os animais que apresentam maior suscetibilidade a desenvolver
tumores através da utilizagdo de agentes cancerigenos. As ratas da linhagem Wistar séo
mais resistentes que as ratas da linhagem Sprague-Dawley para desenvolvimento tumoral
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(Barros et al., 2004). O motivo da escolha da linhagem no presente estudo foi a disponibilidade
para o desenvolvimento do modelo que seja capaz de atender as solicitagées econdmicas e
também por ser um animal mais resistente a outras enfermidades. Quando comparado com
os achados de literatura para a mesma linhagem de animais, os resultados apresentados
s&o semelhantes quanto ao desenvolvimento de tumores de mama e pulméo (Thakur et al.,
2010; Cavalcante et al., 2011).

Outra justificativa para a baixa incidéncia de tumores, relacionada ao grupo 3
que recebeu a dosagem de 9 mg/kg, esta relacionada a auséncia de transformacéao do
pré-cancerigeno em cancerigeno, que ocorre no citocromo P450, e como o figado dos
animais em estudo apresentaram toxicidade esse 6rgao nao foi capaz de transformar o
DMBA em metabdlitos ativos para a indugao tumoral. Os citrocomos P450 sdao enzimas
localizadas nos hepatdcitos, sendo responsaveis pela metabolizagdo de drogas, esteroides
e carcindgenos. Em consequéncia disso o figado é o principal local de biotransformagéo.
Sua fungéo biolégica é a de promover a monoxigenagao de diversos compostos quimicos,
dentre eles, o DMBA (Bibi, 2008; Galli e Feijoo, 2002; Nufies, 1999; Santiago, 2003). E
como os animais desse grupo apresentaram toxicidade no figado, que poderia justificar o
nao desenvolvimento tumoral.

Outra justificativa para o baixo indice de desenvolvimento tumoral foi o tempo
da inducdo até a eutanasia, comparando com a literatura consultada obteve-se dados
diversos, pois o processo pelo qual o cancer se desenvolve geralmente é longo envolvendo
um acumulo de alteragdes. Medina (1974), utilizando as mesmas doses de DMBA que o
presente trabalho relatou necessario um periodo de aproximadamente 195 dias para o
desenvolvimento tumoral, apontando um surgimento de até 68% de tumores. Haslam e
Bern (1977) relatou uma incidéncia de 70% de tumores pulmonares apés um periodo de
365 dias. Outro trabalho que merece atengao é Kritchevsky et al (1984) obtendo 95% de
adenocarcinomas ap6s um periodo de 200 dias. Nos trabalhos de Medina e Kittrell (2004),
Lu et al (2006) e Avanzo (2008) o tempo de espera da inducéo até a eutanasia foi em média
de 300 dias para um desenvolvimento tumoral significativo.

Dentre os grupos avaliados, apenas o grupo 2, que recebeu 6 mg/kg de DMBA
demonstrou-se capaz de induzir cancer de mama nas ratas da linhagem Wistar,
nao se recomendando a utilizagdo de doses de 3 e 9 mg/kg. Mesmo tendo ocorrido o
desenvolvimento, ndo se considerou um indutor ideal neste trabalho para estabelecimento
de modelo animal para esta linhagem de ratas, sem surgimento de tumores palpaveis em
mamas e baixa incidéncia de neoplasias.

CONSIDERACOES FINAIS

A incidéncia dos tumores no presente estudo foi inovadora quando comparada a
literatura consultada para a linhagem de ratas, na dosagem de 6 mg/kg do agente quimico
DMBA, pelo surgimento de tumores pulmonares. Porém ndo € um bom modelo para a
indugao de cancer de mama.
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RESUMO

Os neutrdfilos, que sao o tipo de leucdécito mais prevalente na circulagéao
sanguinea humana desempenham um papel crucial na resposta imuno-
l6gica do organismo. Eles sdo os primeiros a serem recrutados para os
locais inflamados, onde executam diversas fungdes, incluindo fagocitose,
liberacdo de espécies reativas de oxigénio, degranulagao e formagao de
armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs). Essas células também
sao responsaveis pela producao de peptideos antimicrobianos, citocinas
pro-inflamatérias e quimiocinas, que modulam a resposta inflamatoria e
atraem outras células imunolégicas, como mondcitos e macréfagos. Ape-
sar de sua principal fungao ser a eliminagao de patdgenos, especialmente
bactérias e fungos, os neutréfilos s&o versateis e desempenham papéis
importantes em outras respostas imunolégicas e doengas, como o can-
cer, doengas autoimunes, cicatrizagcdo de feridas e revascularizacado de
tecidos apds transplantes. Na tuberculose, uma doenca infecciosa causa-
da pela bactéria Mycobacterium tuberculosis, os neutrdéfilos tém um papel
complexo. Sao rapidamente recrutados para os pulmdes em resposta a
infeccdo e desempenham atividades antimicrobianas, mas um recruta-
mento excessivo pode levar a inflamagao prejudicial e piorar a doenca.
A compreensao completa das fungbes dos neutrdfilos na tuberculose é
essencial para desenvolver estratégias terapéuticas mais direcionadas e
eficazes contra essa grave doenca infecciosa. Assim, o objetivo dessa re-
visao narrativa foi analisar o papel dos neutréfilos na tuberculose.

Palavras-chave: imunidade inata. infecgdo bacteriana. trato respiratério.
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ABSTRACT

Neutrophils, the most prevalent type of leukocyte in the human bloodstream, play a crucial
role in the organism’s immune response. They are the first to be recruited to inflamed sites,
where they perform various functions, including phagocytosis, release of reactive oxygen
species, degranulation, and formation of neutrophil extracellular traps (NETs). These cells
also produce antimicrobial peptides, pro-inflammatory cytokines, and chemokines, which
modulate the inflammatory response and attract other immune cells, such as monocytes and
macrophages. Despite their primary function being pathogen elimination, especially bacte-
ria, and fungi, neutrophils are versatile and play important roles in other immune responses
and diseases, such as cancer, autoimmune diseases, wound healing, and tissue revascu-
larization after transplants. In tuberculosis, an infectious disease caused by the bacterium
Mycobacterium tuberculosis, neutrophils have a complex role. They are rapidly recruited to
the lungs in response to infection and perform antimicrobial activities, but excessive recruit-
ment can lead to detrimental inflammation and worsen the disease. A comprehensive un-
derstanding of neutrophil functions in tuberculosis is essential to develop more targeted and
effective therapeutic strategies against this serious infectious disease. Thus, this narrative
review aimed to analyze the role of neutrophils in tuberculosis.

Keywords: innate immunity. bacterial infection. respiratory tract.

INTRODUGAO

Os neutrofilos sdo as células polimorfonucleares que constituem o tipo de
leucécito mais abundante na circulagdo em humanos, representando de 50 a 70% do
numero total de células sanguineas (HIDALGO et al., 2019). Essas células constituem a
primeira linha de defesa do organismo, sendo as primeiras a serem recrutadas aos sitios
inflamatorios, onde exercem suas fungdes de fagocitose, liberacdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), degranulagéo e formagao de armadilhas extracelulares de neutrofilos
(NETs) (CHRISTOFFERSSON; PHILLIPSON, 2018; KOVTUN et al., 2018). Além disso,
os neutrofilos produzem diferentes peptideos antimicrobianos, citocinas pré-inflamatoérias,
tais como IL-1B, IL-6 e TNF-a e quimiocinas, como a proteina quimiotatica 1 de mondécitos
(MCP-1), capaz de atrair mondcitos e macréfagos, modulando a resposta inflamatéria
(GREENLEE-WACKER, 2016; JONES et al., 2016; TECCHIO; CASSATELLA, 2016).

Os neutrdfilos sdo produzidos e maturados constantemente na medula éssea, a
partir de células tronco hematopoiéticas, onde o principal regulador desse processo € o
fator estimulante de colénia de granulécitos (G-CSF) (RAMAKRISHNA; CANTIN, 2018).
Fora da medula, a producao dessas células é influenciada por varios fatores, dentre eles as
citocinas IL-23, produzida por fagdcitos, e IL-17, produzida por linfocitos T. Ao deixarem a
medula e migrarem na circulagao, os neutréfilos adquirem diferentes fendtipos, o que resulta
em células com propriedades distintas (ADROVER et al., 2016). Além disso, diferentes
microambientes em diferentes tecidos podem induzir essas células a adquirirem funcdes
especializadas (ROSALES, 2018). De forma geral, o tempo de meia-vida dos neutréfilos é
curto, mas pode ser estendido em situagdes de inflamagao aguda e cronica, proporcionando
assim, maior oportunidade destas células produzirem suas moléculas efetoras e reguladoras
para controlar o processo inflamatério instalado (LIEW; KUBES, 2019).
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Apesar de serem células conhecidas por eliminar patdégenos, principalmente
bactérias e fungos, os neutrdéfilos sdo células versateis que também participam da resposta
imunoldgica antitumoral (COFFELT; WELLENSTEIN; DE VISSER, 2016; MISHALIAN;
GRANOT; FRIDLENDER, 2017; OCANA et al., 2017), da fisiopatologia de doencas
como o cancer (COFFELT et al., 2016; SHAUL; FRIDLENDER, 2019; MISHALIAN et al.,
2017), doengas autoimunes (LEE et al., 2019; GUPTA; KAPLAN, 2016), do processo de
cicatrizacao de feridas (PHILLIPSON; KUBES, 2019) e também atua ajudando no processo
de revascularizac¢ao de tecidos apos transplantes (SEIGNEZ; PHILLIPSON, 2017).

A tuberculose (TB) € uma doenca infecciosa de transmissao aérea provocada por
bactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis. Embora predominantemente pulmonar,
o Mycobacterium tuberculosis pode desencadear enfermidades em praticamente qualquer
orgao do corpo (Figura 1). A infecgao por M. tuberculosis pode evoluir a partir da contengao
no hospedeiro, com as bactérias isoladas em granulomas (laténcia da tuberculose), até um
estagio contagioso, em que o paciente manifesta sintomas como tosse, febre, sudorese
noturna e perda de peso.

Figura 1 - Esquema da imunopatogénese da tuberculose.
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Legenda: A tuberculose pulmonar tem inicio quando o Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) é inalado e atinge os alvéolos dos pulmdes. A resposta inicial inata € mediada por
neutréfilos e macrofagos, que tentam controlar a infecgéo. As células do sistema imune
respondem a infecgao secretando citocinas e atraindo diversas células imunes para o local
da infec¢do. No entanto, o Mtb consegue escapar da resposta imune ao sobreviver dentro
dos macrofagos, o que leva a formagao de granulomas. As células T desempenham um
papel fundamental na resposta imune contra o Mtb, mas a bactéria pode inibir o sistema
imunoldgico e causar a forma ativa da tuberculose pulmonar caso n&o seja controlada.
Nessa condigao ativa, ocorre a necrose dos macroéfagos infectados, resultando na formagao
de cavidades nos pulmdes e facilitando a disseminacdo bacteriana. Ja a tuberculose
extrapulmonar ocorre quando o Mtb se espalha dos pulmdes para outros 6rgaos através
do sistema linfatico ou da corrente sanguinea. As manifestagdes extrapulmonares da
tuberculose podem variar dependendo do 6rgao ou tecido afetado.

Na imunopatogénese da tuberculose (TB), os neutréfilos desempenham um papel
complexo (BORKUTE et al., 2021). Evidencia-se a presenga elevada dessas células em
pacientes com TB ativa, tanto na corrente sanguinea quanto no liquido broncoalveolar
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(LOWE et al., 2013; PANTELEEV et al., 2017). Adicionalmente, ha uma implicagao direta
dos neutrdéfilos no desenvolvimento da tuberculose no sistema nervoso central (POH et al.,
2022).

Além de participarem da fagocitose de micobactérias, os neutrofilos também
apresentam atividades antimicobacterianas devido a sua maquinaria antimicrobiana
(PARKER et al., 2021). Estudos também revelaram que a mucosa alveolar aumenta a
capacidade dessas células de identificar e eliminar o Mycobacterium tuberculosis (ARCOS
et al., 2015).

Apesar de sua importancia, um influxo granulocitico desregulado esta associado a
progressao da doenga (GOPAL et al., 2013), sendo observada uma infiltragado neutrofilica
maci¢ca em modelos de TB em camundongos (LOVEWELL et al., 2020). Consequentemente,
os neutréfilos também sao implicados na exacerbacao do dano ao tecido pulmonar. Nesse
contexto, o objetivo dessa revisao narrativa foi analisar o papel dos neutrofilos na tuberculose.

METODOLOGIA

Para realizagao deste trabalho foram realizadas buscas nas bases de dados: Portal
de Periédicos da CAPES e PubMed no periodo 01-21 de julho de 2023. Foram utilizados os
seguintes descritores: “neutrofilos”, “tuberculose” e “Mycobacterium tuberculosis”. Os filtros
aplicados nas bases de dados foram: artigos publicados nos ultimos 20 anos, disponiveis
na integra, nos idiomas portugués e inglés. Os critérios de inclusdo envolveram estudos
com dados e estudos de revisdo. Foram utilizados critérios de exclusdo para remover
estudos nao disponiveis na integra e estudos duplicados. Apos a aplicagao desses critérios,
procedeu-se com a leitura dos trabalhos selecionados, seguida pela elaboragéo da revisao

narrativa.

NEUTROFILOS NA TUBERCULOSE

Os neutrdfilos sdo células que desempenham um papel fundamental na resposta
imunolégica inata contra infecgdes bacterianas, incluindo M. tuberculosis (PARKER et al.,
2021)Essas células imunoldgicas de vida curta sdo altamente abundantes nos estagios
iniciais de infecgdes bacterianas e possuem um potente arsenal antimicrobiano que |hes
permite combater uma ampla gama de patégenos de forma eficaz (BURN et al., 2021)

Durante a infecgao por M. tuberculosis, os neutrofilos sdo rapidamente recrutados
para os pulmdes em resposta a sinais quimiotaticos, como interleucina-17 (IL-17), CXCLS5,
KC e eicosanoides produzidos pela 12/15-lipoxigenase (GOPAL et al., 2013; NOUAILLES
etal., 2014; MISHRA et al., 2017)Esse recrutamento € uma linha inicial essencial de defesa
contra a invasdo micobacteriana. Os neutrofilos sdo capazes de fagocitar o M. tuberculosis
(BORKUTE et al.,, 2021)Além disso, essas células tém a capacidade de matar o M.
tuberculosis internalizado por meio de varios mecanismos, incluindo a explosao respiratéria
e aliberagao de peptideos antimicrobianos, como peptideos de neutréfilos humanos (HNPs)
1-3, LL-37 e lipocalina 2 (MARTINEAU et al., 2007).
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Os neutrdéfilos também podem formar armadilhas extracelulares de neutréfilos
(NETs), que sdo compostas de DNA, histonas e componentes antimicrobianos. Essas NETs
sdo capazes de aprisionar micobactérias e foram observados no plasma de pacientes com
tuberculose pulmonar ativa. A formacédo de NETs parece estar associada a gravidade da
doenca e diminui com a antibioticoterapia (CAVALCANTE-SILVA et al., 2023).

No entanto, o papel dos neutréfilos na tuberculose € complexo e multifacetado.
Embora contribuam para a contengcédo e morte precoce do patdégeno, também podem
promover inflamagdo e destruicdo pulmonar durante a doenga ativa. Na tuberculose
humana, os neutrdfilos estao frequentemente associados a necrose caseosa e patogénese
exacerbada (HUNTER, 2011) Estudos em animais mostraram que o acumulo excessivo
de neutrdéfilos nos pulmdes pode levar ao aumento da suscetibilidade a infecgdo por M.
tuberculosis (RAVESLOOT-CHAVEZ; VAN DIS; STANLEY, 2021).

E essencial entender que a funcdo dos neutréfilos durante a tuberculose pode
variar dependendo do contexto, incluindo a genética do hospedeiro, a via de infec¢do e
o momento e duracéo da atividade dos neutrdfilos (SIA; RENGARAJAN, 2019). Estudos
comparando diferentes cepas de camundongos demonstraram respostas diferenciais de
neutrofilos a infeccao por M. tuberculosis, com algumas cepas mostrando papéis benéficos
para os neutréfilos na defesa do hospedeiro, enquanto outras mostram efeitos patogénicos
(ERUSLANOV et al., 2005; KELLER et al., 2006).

Além disso, os neutréfilos podem desempenhar um papel importante na ativagao
da imunidade adaptativa durante a tuberculose. A deplecado de neutréfilos em certas cepas
de camundongos mostrou resultados variados, com alguns estudos sugerindo defesa do
hospedeiro comprometida e outros mostrando nenhum impacto significativo (BLOMGRAN;
ERNST, 2011).

A heterogeneidade das fungdes dos neutrofilos durante a tuberculose destaca a
necessidade de mais pesquisas para entender suas contribuigdes tanto para a imunidade
protetora quanto para a patologia da doencga. Além disso, traduzir as descobertas de modelos
de camundongos para humanos continua sendo um desafio devido a possiveis diferengas
especificas entre as espécies (SCRIBA; COUSSENS; FLETCHER, 2016; RAVESLOOT-
CHAVEZ; VAN DIS; STANLEY, 2021).

CONSIDERAGOES FINAIS

Em conclusao, os neutréfilos sdo células do sistema imunolégico que contribuem
para aspectos protetores e patogénicos da resposta imunolégica durante a infecgao por
M. tuberculosis. Seu recrutamento precoce e atividades antimicrobianas sdo essenciais
para conter a infecgdo, mas respostas excessivas ou desreguladas dos neutrofilos podem
levar a inflamacao destrutiva e aumento da suscetibilidade a tuberculose. Desvendar os
mecanismos precisos subjacentes as fungbes dos neutréfilos na tuberculose fornecera
informacdes importantes para o desenvolvimento de terapias e intervengdes direcionadas
contra esta doenca infecciosa.
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RESUMO

Os linfécitos T desempenham um papel fundamental na resposta imune
contra a infecgéo pelo SARS-CoV-2, o virus responsavel pela COVID-19.
Tanto na infecgao natural quanto apds a vacinagao, essas células sao
essenciais para o controle da replicagao viral, a eliminacédo das células in-
fectadas e a modulacao da resposta imune adaptativa. As células T CD8+
citotoxicas tém a capacidade de reconhecer e destruir as células infecta-
das pelo virus, enquanto as células T CD4+ desempenham um papel na
coordenacgao da resposta imune e na indugcado de respostas de anticor-
pos. Além disso, os diferentes fendtipos das células T de memaria gera-
das apds a infecgado ou vacinagao sao cruciais para fornecer protecao de
longo prazo contra futuras exposi¢des ao virus. As vacinas contra a CO-
VID-19, incluindo aquelas baseadas na tecnologia do mRNA e em vetores
virais, tém sido eficazes na indugdo de respostas robustas de células T
especificas para o SARS-CoV-2. Essas respostas incluem tanto as célu-
las T CD8+ como as CD4+, e sdo importantes para uma protegao efetiva
contra a infecgdo e o desenvolvimento de doenga grave. A compreensao
do papel dos linfécitos T na infecgado e vacinagao contra a COVID-19 é,
portanto, essencial para o desenvolvimento continuo de estratégias de
imunizacao eficazes. Nesse sentido, o presente estudo de revisdo nar-
rativa objetiva analisar os avangos na compreensao celular mediada por
células T no contexto da doenca e na protecao contra a COVID-19.
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ABSTRACT

T lymphocytes play a crucial role in the immune response against SARS-CoV-2, the virus
responsible for COVID-19. Both in natural infection and after vaccination, these cells are
essential for controlling viral replication, eliminating infected cells, and modulating the adap-
tive immune response. Cytotoxic CD8+ T cells can recognize and destroy virus-infected
cells, while CD4+ T cells coordinate the immune response and induce antibody responses.
The different phenotypes of memory T cells generated after infection or vaccination are cru-
cial for long-term protection against future virus exposures. COVID-19 vaccines, including
those based on mMRNA technology and viral vectors, have effectively induced robust T cell
responses specific to SARS-CoV-2. These responses include CD8+ and CD4+ T cells and
are important for effective protection against infection and severe disease. Therefore, un-
derstanding the role of T lymphocytes in COVID-19 infection and vaccination is essential for
the continuous development of effective immunization strategies. In this sense, the present
narrative review aims to analyze the advances in understanding cell-mediated T cell respon-
ses in the context of disease and protection against COVID-19.

Keywords: T cell. COVID-19. vaccines.

INTRODUCAO

O SARS-CoV-2 é um virus altamente contagioso que causa a COVID-19 e possui
uma estrutura complexa, incluindo uma camada externa de proteina chamada spike, que
se liga a receptores ACE2 e TMPRSS2 nas células humanas, permitindo a entrada do
virus. Sua estrutura também é envolta por uma camada lipidica e possui material genético
composto por RNA (M.-Y. Wang et al., 2020).

As respostas imunes adaptativas sao fundamentais para controlar e eliminar a
infeccao pelo SARS-CoV-2, com interesse crescente no papel da imunidade celular nesse
processo (Vardhana et al., 2022). Evidéncias de outras doengas como SARS-CoV-1 e
MERS indicam que as células T desempenham um papel crucial no controle da doencga (L.
Liu et al., 2019), enquanto niveis elevados de anticorpos na infecgao por SARS-CoV-1 tém
sido associados a inflamagao aumentada e desfechos clinicos comprometidos (L. Liu et al.,
2019).

A carga viral inicial e a eficacia da resposta imunoldgica inata, especialmente
mediada por interferons tipo |, sdo fatores criticos na determinacado do sucesso da resposta
adaptativa subsequente e do desfecho clinico. Tanto fatores genéticos quanto adquiridos
demonstram a importancia da sinalizacao eficaz dos interferons na infec¢gado aguda (Zhang
et al., 2020). Desfechos graves sao caracterizados por uma diminui¢ao lenta da carga viral
e inflamacgé&o precoce e persistente, com niveis elevados de interferon (IFN)-a, TNF e IFN-y
(Lucas et al., 2020).

Apesar da importancia das respostas inatas, a coordenagao da imunidade celular
adaptativa também é fundamental no controle da doenga (Rydyznski Moderbacher et al.,
2020). A resposta precoce das células T CD8+ citotdxicas, geralmente observada em até
7 dias apds o aparecimento dos sintomas e atingindo o apice aos 14 dias, esta associada
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a eliminagao eficaz do virus (Notarbartolo et al., 2021) e a manifestacdo mais branda da
doenca, com uma cinética semelhante as respostas humorais (Bergamaschi et al., 2021).
E relevante mencionar que parte dessa resposta pode ser atribuida as células T CD8+
bystander, que nao sao especificamente direcionadas ao virus, mas expressam um fenétipo
NKG2D+IL-7R+ e contribuem para o controle da doenga em outros contextos (Maurice et
al., 2021) . Apesar da aparente robustez da resposta celular na maioria das pessoas, até
20% dos individuos com COVID-19 apresentam uma imunidade adaptativa deficiente.

As vacinas atuais utilizam a proteina spike do virus como alvo, gerando umaresposta
celular especifica para a spike (Tregoning et al., 2021). E notavel que um efeito protetor
seja observado ja 11 dias apds a primeira dose da vacina, com uma resposta vigorosa das
células T CD8+, sugerindo seu papel nessa protecao (Oberhardt et al., 2021). As respostas
das células T também auxiliam na produg¢ao e manutencao de anticorpos de alta afinidade,
e a administracdo de duas doses da vacina BNT162b2 induz respostas confiaveis das
células T CD4+ especificas para o virus (Sahin et al., 2021). Essas respostas das células
CD4+ apresentam perfil TH1 e sdo detectaveis em cerca de 8 dias apds a primeira dose,
alcancando o pico logo apés o reforco da vacina e, posteriormente, diminuindo apos 4
meses (Skelly et al., 2021).

E relevante destacar que as respostas das células T apds a vacinagdo dupla sdo
de magnitude similar aquelas observadas apos a infecgdo natural, embora possam ser
um pouco mais diferenciadas. Isso & promissor, mas a longevidade dessas respostas €
uma questdo chave a ser abordada. Apds a vacinagédo, ha uma diminuigdo dos niveis
plasmaticos de anticorpos, porém a inducido de fendtipos de células tronco T de memdria
apds a vacinagao traz evidéncias de que a imunidade celular permaneg¢a mais robusta
(Jung et al., 2022).

Compreender os aspectos imunolégicos envolvidos na COVID-19 é fundamental
para o desenvolvimento de estratégias preventivas e terapéuticas mais eficazes. Portanto,
o presente estudo de revisao narrativa objetiva analisar os avangos na compreenséo celular
mediada por células T no contexto da doenga e na proteg¢ao contra a COVID-19.

METODOLOGIA

Para realizagao deste trabalho, foram realizadas buscas nas bases de dados: Portal
de Periodicos da CAPES e PubMed no periodo 22-27 de junho de 2023. Foram utilizados os
seguintes descritores: “T cells”, “COVID-19”, “SARS-CoV-2"; e “lmmune Memory”. Os filtros
aplicados nas bases de dados foram: artigos publicados nos ultimos 13 anos, disponiveis
na integra, nos idiomas portugués e inglés. Os critérios de inclusao envolveram estudos
com dados e estudos de revisao. Os critérios de exclusdo foram estudos nao disponiveis na
integra e estudos duplicados. Por fim, apds a aplicagao dos critérios acima mencionados,
foi realizada a leitura dos trabalhos e, em seguida, foi construida a revisao narrativa.

IMUNIDADE CELULAR NA DOENGA E NA PROTEGAO

As células T desempenham um papel crucial na resposta imune adaptativa contra
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o0 SARS-CoV-2. A imunidade mediada pelas células T é central no controle do virus, nao
apenas na protecdo subsequente a vacinagcdo (Moss, 2022) (figura 1). As respostas
imunoldgicas adaptativas direcionadas ao SARS-CoV-2 sdo coordenadas pelas células
T CD4+ e CD8+. Ambas as subclasses de células T desempenham um papel crucial na
garantia de uma protecao efetiva contra o virus e estdo associadas a casos mais leves
da doenga, mesmo na auséncia de uma resposta humoral, devido a memdria imunologica
causada por infecgao prévias, por vacinagao, ou pela combinagdo de ambos os estimulos
(Loyal et al., 2021).

Os linfocitos T CD4+, também conhecidos como linfocitos T auxiliares, sao células
da imunidade adaptativa que desempenham um papel central na regulagao e coordenagao
da resposta imunolégica (J. Zhao et al., 2016). Na COVID-19, essas células representam
o primeiro contato da resposta imune especifica, ao interagir com antigenos apresentados
por outras células do sistema imunoldgico. Sua alta plasticidade celular permite que se
especializem em diferentes fendtipos, como Th1, Th2, Th9, TH17 e Tregs, cada um com
papel importante na ativagdo, diferenciacdo e regulagdo de outras células imunoldgicas.
Por outro lado, os linfécitos T CD8+ apresentam uma atividade primaria citotoxica. Embora
os linfécitos T CD4+ também apresentem atividade citotoxica, essa populacido € menos
predominante no geral (Knudson et al., 2021).

Durante infec¢des virais, como a causada pelo SARS-CoV-2, ocorre uma preferéncia
pela diferenciagao para o fenétipo Th1. Esse tipo celular é crucial para o controle de infecgbes
por parasitas intracelulares, como virus, mediado principalmente pela secrecao de citocinas
como o IFN-y e TNF-a (X. Wang et al., 2023). O IFN-y € uma citocina pleiotrépica que
modula tanto a imunidade inata quanto a adaptativa, coordenando a atragao de leucdcitos,
crescimento, maturagcdo e diferenciacdo de varias células imunoldgicas. Além disso,
aumenta a atividade das células natural killer (NK) e regula fun¢des das células B, como
producao de imunoglobulinas (Ig) e troca de isotipo para IgG. Em macrofagos, o IFN-y
induz a polarizagao para o fenétipo M1, aumentando a ativagao e capacidade fagocitica
dessas células, o que é crucial para a fagocitose de células infectadas.

Por sua vez, a ativagao dos linfocitos T CD8+ € essencial para o controle da carga
viral, pois possuem atividade citotoxica direta contra células infectadas (Bergamaschi et
al., 2021). Assim como as células NK, os linfocitos T CD8+ possuem granulos citotoxicos
contendo granzima B e perforina. A perforina cria poros na membrana celular da célula
infectada, permitindo a entrada das granzimas no citoplasma. A granzima B, por sua vez,
ativa caspases, iniciando o processo de apoptose e eliminando as células infectadas,
controlando a disseminag&o do virus no corpo e prevenindo danos aos 6rgaos e tecidos.
Essa resposta especifica e direcionada permite a eliminagao das células infectadas pelo
virus, limitando a propagacéao do virus no corpo e prevenindo danos aos 6rgaos e tecidos.

No curso da doenca, é observado que tanto as células T CD4+ quanto as células T
CD8+ passam por uma proliferacdo intensa em pacientes infectados com o SARS-CoV-2, e
ambas as populagdes de células T em multiplicagdo exibem niveis elevados de marcadores
de citotoxicidade (Peng et al., 2022). Muitos pacientes com COVID-19 apresentam uma
resposta robusta das células T CD4+ e CD8+ contra varias proteinas virais do SARS-CoV-2,
incluindo S, M, N, NSPs e quadros de leitura ORFs. Essas respostas sao detectaveis por
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varias semanas apos o inicio dos sintomas (Bertoletti et al., 2022). Além disso, células T
especificas para regides alvo foram observadas tanto em pacientes recuperados quanto
em individuos convalescentes da COVID-19 (Sekine et al., 2020).

Nos casos graves da COVID-19, considerando a hospitalizagdo dos pacientes,
a linfocitopenia € um dos sintomas mais amplamente conhecidos e registrados (Huang
et al. 2020). Em comparagao com individuos saudaveis, todos os pacientes estudados
apresentaram uma diminui¢do no numero absoluto de células T CD4+ e CD8+. Essa redugao
foi particularmente significativa nos casos mais graves (Chen et al.,, 2020; R. Liu et al,,
2020; Sekine et al., 2020a). Notavelmente, nos pacientes com COVID-19 que responderam
positivamente ao tratamento, observou-se um aumento principalmente nas células T CD8+
e, em alguns estudos, também nas células T CD4+. Por outro lado, os tratamentos que nao
obtiveram sucesso ndo apresentaram um aumento significativo no numero de células T
(Rezaeietal., 2021; J. Wang et al., 2020). Essas descobertas sugerem uma forte associagao
entre a concentragao de células T circulantes e o resultado no tratamento da doenca.

Esse quadro de baixos niveis de linfécitos circulantes na COVID-19 grave é
comumente acompanhado da tempestade de citocinas, caracterizada por uma resposta
imunoldgica hiperativa e desregulada que leva a uma liberacdo excessiva de citocinas pro-
inflamatdrias. Nesse cenario, os linfocitos T desempenham um papel central, especialmente
o subtipo Th17, aumentando os niveis de IL-17 e IL-22, que junto a outras citocinas pro-
inflamatdrias, podem levar a danos nos diferentes tecidos e agravamento da inflamacao
(Wu & Yang, 2020).

Varios estudos tém apontado um aumento de linfécitos T ativados (CD38+ HLA-
DR+) em pacientes com COVID-19 em estado grave (Du et al. 2021; Georg et al. 2022;
Mathew et al. 2020). Essa subpopulagao pode englobar trés grupos distintos de linfocitos
T. aquelas que estdo hiperativadas com uma resposta exacerbada, as que apresentam
um fendtipo de energia celular ou células sensiveis a apoptose (Du et al., 2021a). Além
disso, outros marcadores expressos por essas células (como PD-1, Tim-3 e CD94/NKG2A)
também estdo associados a progressao da doencga (Diao et al., 2020)

Em pacientes com influenza, a maioria das células CD38+HLA-DR+CD8+ expressa
PD-1 (Z. Wang et al., 2018). Apds a recuperagao, todas as células T CD8+ ativadas
apresentam niveis intermediarios de expressao de PD-1, enquanto pacientes gravemente
enfermos tém células com expressao intermediaria e alta de PD-1. Considerando que
a influenza causa uma infecgdo similar em humanos ao SAR-CoV-2, é provavel que a
presenga de marcadores de PD-1 observados em pacientes com COVID-19 ocorra devido
a uma hiperativacdo das células T, possivelmente em resposta a altas cargas virais. E
importante notar que essas células T CD8+ que expressam PD-1 demonstraram manter
sua funcionalidade em pacientes com COVID-19 (Rha et al., 2021).

A constante elevacdo das células T CD8+ hiperativadas em pacientes com
quadros clinicos graves sugere que essas ceélulas podem estar desempenhando um papel
importante na progressao da doenga. De fato, as células T CD8+CD38high hiperativadas
tém sido associadas a tempestade de citocinas e ao surgimento de lesdes no coragao, rins
e figado em pacientes graves com COVID-19 (Du et al., 2021b). Além disso, observou-se
a presenga de células T altamente citotoxicas nos 6rgaos danificados de pacientes que

Q)
o)

O,
=
c
@)

o
N

48



Biotecnologia: pesquisa e inovacdo

faleceram, indicando uma possivel relagdo entre maior citotoxicidade, danos teciduais e
resultados fatais da doenca (Gauchotte et al., 2021; Szabo et al., 2021)

Nienhold et al. (2020) identificaram dois padrbes distintos em pacientes que
faleceram devido a COVID-19. Pacientes que morreram logo apdés a hospitalizagéo
exibiram um padrao com alta carga viral, pouco dano tecidual nos pulmdes e alta expressao
local de genes estimulados por interferon (ISGs) e citocinas (padrao |). Ja os pacientes
que faleceram apo6s um periodo mais prolongado de hospitalizagdo apresentaram carga
viral mais baixa, mas mostraram lesdo pulmonar, baixa expressao de ISGs e uma grande
infiltracdo de células T CD8+ ativadas (padrado Il). Com o passar do tempo, o numero de
células T CD8+ no tecido pulmonar aumentou, o que sugere que elas podem contribuir para
o dano dos tecidos alveolares e os sintomas de pneumonia (Nienhold et al., 2020)

Apesar disso, diversos estudos destacam que a infiltracdo de células do sistema
imunoldgico inato é considerada a principal causa dos danos teciduais graves provocados
pelo SARS-CoV-2. Mais pesquisas sao necessarias para compreender completamente o
papel das células T CD8+ hiperativadas e seu envolvimento no desfecho fatal da doenca.

No Brasil, um conjunto de vacinas para a protecdo contra a COVID-19 tem sido
disponibilizado como parte dos esforgos para combater repercussdées de saude publica
geradas pela pandemia. Desde o inicio da campanha de vacinagdo, diversos imunizantes
foram aprovados para uso emergencial e aplicados em diferentes grupos da populagao.
Atualmente, as plataformas vacinais utilizadas incluem mRNA, vetores adenovirais e virus
inativado. Apesar das distintas plataformas de entrega dos antigenos, ja foram demonstradas
que todas as plataformas conseguem induzir uma forte protecado mediada por células T e
producao de anticorpos neutralizantes especificos para virus SARS-CoV-2.

A imunidade protetora pode ser induzida pela infeccdo ou vacinagao e € mediada
por dois bragos do sistema imunoldgico adaptativo: a imunidade humoral, composta por
anticorpos e células B de memoaria, e a imunidade celular, que inclui os linfocitos T CD4+
e T CD8+. Os anticorpos bloqueiam a infecgdo ao se ligarem ao virus e impedirem sua
entrada nas células hospedeiras, sendo indicadores de protecdo para muitas vacinas. No
caso do SARS-CoV-2, os anticorpos podem prevenir a aquisi¢ao da infecgao se estiverem
presentes em concentracdes suficientemente altas, como demonstrado por estudos de
transferéncia de imunoglobulina G (IgG) (Khoury et al., 2021)

A existéncia de células T de memodria especificas do SARS-CoV-2 apds infecgdes
foi estudada estimulando essas células em amostras de sangue de individuos recuperados
com antigenos virais. Diversas pesquisas constataram que a maioria dos pacientes tinha
uma resposta de memoéria T CD4+ e CD8+ contrapelo menos um dos peptideos das
proteinas S, M, N, E ORF1ab do SARS-CoV-2, sendo esse efeito observado cerca de 40 a
86 dias apds o inicio da doenga (Peng et al., 2020; Tavukcuoglu et al., 2021; Wang et al.,
2021). Além disso, a imunidade hibrida, caracterizada pela combinagao da infec¢ao e da
vacina, também confere uma resposta robusta e duradoura de linfécitos T de memadria com
amplo espectro de reconhecimento viral, garantindo protegéo as variantes de preocupagao
(Sun et al., 2022)
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As células T de memodria exibem respostas mais rapidas a infecgbes subsequentes
causadas por patdgenos semelhantes ou relacionados (Wherry & Ahmed, 2004). Foram
relatadas respostas especificas de células T de memaria para o SARS-CoV-2 na fase inicial
de recuperacao (Sekine et al., 2020). Em casos graves de COVID-19, observou-se um
aumento na proporcao de células T CD4+ naive e uma diminuicdo na propor¢ao de células
T CD4+ de memoéria, em comparagao com casos leves da doenga (Qin et al., 2020). Além
disso, frequéncias reduzidas de células T de memoria efetoras e centrais, tanto CD4+ quanto
CD8+, foram observadas em casos graves em comparagao com casos leves. A proporgao
entre células T CD4+ naives e efetoras, que reflete a diferenciacao de células T de memodria,
€ reduzida nos casos graves, indicando uma supressao da imunidade adaptativa nesses
pacientes (Zuin et al., 2022)

As células T de memoria residentes em tecidos desempenham um papel importante
na resposta imunologica. Elas liberam citocinas e quimiocinas, o que leva a ativagcéo de
células da imunidade inata e ao recrutamento de mais linfécitos T de memoaria da periferia
para o local da infeccéo (Schenkel et al., 2013).Embora as células T de memodria residentes
(TRM) nas vias respiratorias tenham sido associadas a respostas protetoras contra outros
coronavirus respiratorios (J. Zhao et al., 2016), seu papel especifico na imunopatogénese
da infeccdo por SARS-CoV-2 ainda requer investigagdo mais aprofundada. Em estudos
envolvendo pacientes com COVID-19 que necessitaram de tratamento em unidades
de terapia intensiva, foi constatada uma menor frequéncia de células T de memoria
residentes em tecidos em comparagdo com células TRM (Oja et al., 2020). Além disso,
foram identificadas células semelhantes a células T de memoria residentes em tecidos,
conhecidas como células TRM17, com um perfil de citocinas anormal, nos pulmbdes de
pacientes recuperados (Y. Zhao et al., 2021). Embora essas descobertas sejam relevantes,
ainda é necessario um maior entendimento do papel dessas células na imunidade e na
patogénese do SARS-CoV-2.

Os estudos conduzidos por Sekine et al. (2020) e Wang et al. (2021) mostraram
que as respostas das células T especificas para o SARS-CoV-2 nao se limitaram apenas
a pacientes sintomaticos. Pacientes assintomaticos e individuos expostos, mesmo
sem sorologia positiva, também apresentaram uma resposta significativamente mais
alta de células T quando comparados a controles saudaveis. Tavukcuoglu et al. (2021),
aprofundaram o estudo da resposta de memoéria T em pacientes sintomaticos, revelando que
tanto as células T de memoéria central (TCM) quanto as células T de memoria efetora (TEM)
apresentavam maior capacidade de proliferacdo e uma resposta funcional na maioria dos
pacientes com COVID-19 sintomaticos. Embora as células TCM CD4+ tenham apresentado
a maior capacidade de proliferacdo, os resultados variaram consideravelmente entre os
pacientes (Tavukcuoglu et al., 2021). Peng et al., 2020,também encontraram que a maior
porcentagem de resposta de células T CD8+ foi observada nas células TEM CD8+ quando
peptideos de todas as proteinas do SARS-CoV-2, exceto ORF1, foram considerados.

Rodda et al. (2021), realizaram uma pesquisa semelhante, constatando que as
células TCM CD4+ e, em menor extenséo, as células TEM CD4+ apresentaram consideravel
proliferacdo apds serem estimuladas com peptideos da proteina spike. Esses achados
indicam que as células TCM e TEM circulantes sdo desenvolvidas em individuos infectados
naturalmente e retém a capacidade de proliferacao apods estimulacédo. Assim, uma resposta
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de memodria pode ser ativada em futuras reinfegdes, permitindo uma eliminagao mais rapida
do virus e um curso da doenga com melhor prognéstico.

As respostas imunes adaptativas especificas ao SARS-CoV-2 sao coordenadas
pelas células T CD4+ e CD8+, e ambas as subclasses de células T sdo importantes para
uma protecéao efetiva e associadas a casos mais leves da doenca, mesmo na auséncia de
resposta humoral (Kingstad-Bakke et al., 2022). Tanto as células T CD4+ quanto as células
T CD8+ apresentam uma proliferagao intensa em pacientes infectados com o SARS-CoV-2,
e ambas as populacgdes de células T replicantes expressam niveis elevados de marcadores
de citotoxicidade. No entanto, parece que a funcao efetora das células T falha em pacientes
graves.

Em pacientes com COVID-19, os linfécitos T passam por mudangas significativas
em termos de quantidade e fendtipo (Bertoletti et al., 2022) . As células T de memodria
especificas para o SARS-CoV-2 atingem o nivel maximo no primeiro més de infec¢ao
e, em seguida, diminuem gradualmente nos 6 a 7 meses seguintes (Tavukcuoglu et al.,
2021). Durante a infecgao inicial e o periodo de recuperacgéo, os linfécitos TCM CD4+ Th1
apresentam maior prevaléncia. Em comparag¢ao com individuos saudaveis, as células Th1
encontradas em pacientes com COVID-19 expressam caracteristicas distintas e também
transcritos que codificam citocinas e quimiocinas antivirais (Nelson et al., 2022). Os
linfocitos T CD4+ citotéxicos, podem eliminar diretamente células infectadas expressando o
MHC de classe Il e recrutar células imunes inatas para melhorar as respostas das células
T CD8+ (Knudson et al., 2021). A propor¢ao de células Treg reativas ao SARS-CoV-2 é
reduzida em pacientes hospitalizados, e aqueles com uma resposta reguladora prejudicada
ao virus, mostram respostas mais fortes de células T CD4+ citotoxicas (Nam et al., 2023).
A maioria dos vacinados exibe respostas robustas de células T CD4+ até 6 meses apos
a vacinacao, e essas respostas iniciais tém correlacdo com a sustentacdo de respostas
humorais, principalmente com linfocitos secretores de baixos niveis de TNF-a (van der
Ploeg et al., 2022). Mesmo com niveis diminuidos de respostas dependentes de linfocitos
T circulatorios, ja foi demonstrado que a memoria imunoldgica se mantém robusta com
capacidade de rapida expansao clonal em resposta a proteina spike (Taus et al., 2023).

CONSIDERAGOES FINAIS

Células T CD4+ de memoria reconhecem as proteinas estruturais e acessorias do
virus SARS-CoV-2, enquanto as células T de memoria CD8+ tém preferéncia pela proteina
nucleocapsideo (Bertoletti et al., 2022), embora todas as proteinas virais fornegam antigenos
que consigam desencadear uma resposta protetora mediada por ambas os tipos celulares.
Essas evidéncias sugerem que as respostas robustas das células T, com especificidade,
caracteristicas e fungcdes apropriadas, induzidas pelas vacinas e infecgdo, sao capazes
de controlar a infecgdo e o curso da doenca, além de contribuirem para a otimizacao da
imunidade humoral, embora o foco principal da maioria das vacinas atuais seja induzir a
produgao de anticorpos neutralizantes.

Nesse sentido, propde-se que uma vacina ideal contra a COVID-19 deva estimular
tanto a producdo de anticorpos neutralizantes quanto respostas robustas do sistema
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imunoldgico mediadas pelas células T. Além disso, é sugerido que, para o desenvolvimento
de vacinas futuras, outras proteinas, além da proteina spike, sejam consideradas para
induzir uma ampla cobertura de epitopos, de maneira semelhante ao que ocorre durante a
infecgcao natural pelo virus.
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RESUMO

A infeccao pelo HIV é um problema de saude de publica, pois se trata de
uma infecgdo que deixa o individuo imunossuprimido, ou seja, suscepti-
vel a outras infecgdes. A imunizagao das pessoas vivendo com HIV/AIDS
(PVHIV/AIDS) tem sido a maneira mais eficaz para prevenir as diferentes
doencas infeciosas. As PVHIV/AIDS tem riscos e beneficios ao aderir as
vacinas, sendo os beneficios superiores aos riscos, que sao minimos dian-
te da alta taxa de morbimortalidade nas doengas infecciosas preveniveis
por vacinas. Nesse contexto, o presente trabalho trata-se de uma revisao
integrativa acerca da resposta vacinal de pessoas adultas PVHIV/AIDS, a
fim de trazer mais evidéncias de eficacia e seguranga sobre a imunizagao
desses pacientes. Apds a busca nas diferentes bases de dados, obteve-se
um total de 1144 artigos através da base PubMed, 6 artigos através da
base LILACS e 1108 na BVS. Apos aplicacao dos critérios de inclusao e
exclusao, chegou-se ao total de 24 artigos. Essa revisao integrativa apre-
sentou dados sobre imunoprevencao contra seis infecgbes importantes
em PVHIV, séo elas: febre amarela, herpes zoster, influenza, infeccéo pelo
HPV, hepatite B e infecgdo por pneumococo. Baseado nos achados dessa
revisdo integrativa, pode-se observar que a uma boa resposta vacinal dos
pacientes adultos vivendo com HIV/AIDS, para as doengas imunopreve-
niveis abordadas, esta frequentemente associada ao controle da carga
viral e ao numero de células T CD4+. Além disso, em geral, os estudos
nao apresentaram risco aumentado de efeitos adversos para as vacinas
utilizadas, garantindo seguranga ao paciente.

Palavras-chave: vacinas. imunizagao. imunossuprimidos.
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ABSTRACT

HIV infection is a public health problem, as it is an infection that leaves the individual immu-
nosuppressed, that is, susceptible to other infections. The immunization of people living with
HIV/AIDS (PLHIV/AIDS) has been the most effective way to prevent different infectious di-
seases. PLHIV/AIDS have risks and benefits when adhering to vaccines, the benefits being
greater than the risks, which are minimal given the high morbidity and mortality rate in vacci-
ne-preventable infectious diseases. In this context, the present work is an integrative review
about the vaccine response of adults with PLHIV/AIDS, to bring more evidence of efficacy
and safety on the immunization of these patients. After searching the different databases, a
total of 1144 articles were obtained through the PubMed base, 6 articles through the LILACS
base and 1108 through the VHL. After applying the inclusion and exclusion criteria, a total
of 24 articles was reached. This integrative review presented data on immunoprevention
against six major infections in PLHIV, namely: yellow fever, herpes zoster, influenza, HPV
infection, hepatitis B, and pneumococcus infection. Based on the findings of this integrative
review, it can be observed that a good vaccine response of adult patients living with HIV/
AIDS, for the vaccine-preventable diseases addressed, is often associated with the control
of viral load and the number of CD4+ T cells. Furthermore, in general, the studies did not
show an increased risk of adverse effects for the vaccines used, ensuring patient safety.

Keywords: vaccines. immunization. immunosuppressed.

INTRODUCAO

O HIV é uns retrovirus que causa imunodeficiéncia nos hospedeiros, levando a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). O virus infecta células CD4+, incluindo
os linfécitos T auxiliares CD4+, que desempenham um papel importante no sistema
imunologico. Pacientes com HIV que progridem para AIDS podem desenvolver infecgoes
oportunistas e neoplasias. A terapia antirretroviral € usada para tratar a infecgéo e evitar a
progressao grave da doenga (DOMINGUEZ FILHO et al., 2021).

No Brasil, a transmisséo sexual € a principal via de infecgéo por HIV, seguida pela
via sanguinea e de transmissao vertical. O Sudeste é a regido com maior quantidade de
casos notificados, mas a regido Norte apresenta o maior percentual de transmissao sexual
entre homens. Entre as mulheres, as regides Centro-Oeste e Norte tém a maior prevaléncia
de transmisséo sexual (BRASIL, 2020).

A meta da ONU ¢é a 90-90-90, que visa identificar 90% das pessoas vivendo com
HIV, proporcionar tratamento para 90% desses individuos e alcangar a supresséo viral em
90% deles. Globalmente, parte da meta foi alcangada, mas no Brasil, essas metas ainda
estdo abaixo da média global (CELUM; BARNABAS, 2019; UNAIDS, 2021).

A imunizagado de pessoas vivendo com HIV/AIDS (PVHIV/AINDA) é crucial para
prevenirdoencas infecciosas oportunistas. Abaixa adesao a vacinagao entre esses pacientes
esta associada a falta de orientacido e a distancia dos locais de distribuicdo das vacinas.
No entanto, a vacinagao é considerada segura e benéfica, proporcionando protegéo contra
infeccdes preveniveis (CUNHA et al., 2016). Assim, o presente trabalho teve como objetivo
analisar os dados mais recentes sobre a vacinagao de PVHIV/AIDS, buscando evidéncias
da eficacia e seguranga das vacinas para esses pacientes.
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METODOLOGIA

Tipo de estudo

Trata-se de uma revisdo integrativa acerca da resposta vacinal de pessoas adultas
PVHIV/AIDS.

Procedimentos para realizagao da revisao

Inicialmente, foi definido a pergunta orientadora a ser respondida: qual a resposta
vacinal de pacientes adultos vivendo com HIV/AIDS aos diferentes tipos de vacinas? Apos
a definigdo da pergunta, foi realizada uma busca em diferentes bases de dados.

As buscas foram realizadas na base de dados Biblioteca Virtual em Saude (BVS)
(periodo da busca: 16-20 de agosto de 2021), Literatura Latino-Americana e do Caribe em
Ciéncias da Saude (LILACS) (periodo da busca: 16 de agosto) e PubMed (periodo da busca:
19-25 de agosto de 2021). Foram utilizados os seguintes descritores: “vacinagcao” and “HIV/
AIDS”; “vaccination” and “HIV/AIDS”; “people living with HIV/AIDS”; “PLWH?”; “HIV-infected”.

Os filtros aplicados nas bases de dados foram: artigos publicados nos ultimos
5 anos, disponiveis na integra, nos idiomas portugués, inglés e espanhol. No PubMed,
utilizou-se o filtro humanos.

Apoés a obtengao dos artigos, foram aplicados os critérios de inclusédo e excluséo,
descritos a sequir:

» Critérios de inclusdo: estudos com individuos adultos acima de 18 anos; estudos
com dados; estudos que respondessem a pergunta norteadora.

» Critérios de exclusdo: estudos nao disponiveis na integra; estudos com individuos
adultos abaixo de 18 anos; artigos de revisdo, comentarios ou recomendagdes;
estudos duplicados.

Em seguida, apds a aplicacdao dos critérios acima mencionados, foi realizada a
leitura dos trabalhos com a finalidade de registrar os principais resultados que respondem
a pergunta norteadora da revisdo. Os dados foram compilados em tabelas de acordo com
cada doenga imunoprevenivel.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A vacinacdo € uma ferramenta importante na saude publica para controle/
eliminagao/erradicacao de doengas imunopreveniveis. Sabe-se que fatores individuais,
como idade, gestacdo e amamentagao, podem influenciar a resposta imunolégica dos
pacientes aos diferentes tipos de vacinas. Dentre essas varia¢des individuais, encontram-se
as imunodeficiéncias — congénitas ou adquiridas. Pessoas desse grupo podem apresentar
diferentes respostas de efetividade e de reacdes adversas as vacinas, sendo passiveis
para cada imunodeficiéncia substituicoes, indicagdes, contraindicagdes ou adiamento da
indicagao de algum imunobiolégico (BRASIL, 2014). Nesse sentido, o presente trabalho
revisou a resposta vacinal dos pacientes adultos vivendo com HIV/AIDS (PVHIV/AIDS).
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Apoés a busca nas diferentes bases de dados, obteve-se um total de 1144 artigos
através da base PubMed, 6 artigos através da base LILACS e 1108 na BVS, totalizando
uma amostra de 2278 artigos. Foi realizada uma pré-selecado em seguida. Com aplicagao
dos critérios de inclusdo e exclusdo, chegou-se ao total de 24 artigos, como mostra o
Fluxograma 1. Os resultados foram separados por grupos de doengas imunopreveniveis e
sdo abordados a seguir.

Fluxograma 1 - Sele¢ao dos artigos de acordo com as bases de dados utilizadas.

LILACS BVS PubMed
"vacinagio® OR “vaccination”
“HIV/AIDS"  HIV/AIDS' HIV/AIDS'  HIV/AIDS ‘“""\'{:'I‘;""‘ HIV/AIDS' _,‘_“‘.l::: o 'vaccimation® “vaccination”
AND AND AND AND YHIV '“'])‘;_. AND AND AND ; sl AND AND "HIV-
“vaccination” "vacinacio™ "vacinacio" “vaccination” Sl "vacinagio” o PEOpR “PLWH" infected"

“people living living with
wilh HIV/AIDS™ HIV/AIDS"

Pré-
selecionados

Selecionados 2 2 20 43 4 0 6 4 50

24 artigos incluidos

(n:2278)

Febre amarela

A febre amarela é uma doenca viral transmitida através do Aedes aegypti, o
mesmo vetor da dengue. A doenga caracteriza-se por febre alta, mal-estar, vémitos,
diarreias, cansago e outros sintomas. Os paises com maiores taxas de endemias séo os
do continente Africano e os paises da América do Sul, com sazonalidade predominante
nos meses de janeiro a abril (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015). A vacina para a febre
amarela é composta por virus atenuados derivados de uma linhagem 17 DD. Em PVHIV/
AIDS, estudos indicam que essa vacina pode ser utilizada em pacientes assintomaticos
com idade inferior a 60 anos, com contagem de células T CD4+ acima de 350 células/mm3
apenas em casos de exposi¢cao iminente e urgente. Em casos de viagens para regides
endémicas, a vacina devera ser administrada com a antecedéncia de 2 semanas (PINERA
et al., 2021).

O Quadro 1 apresenta o resultado obtido nesta revisdo para vacinagcdo contra
febre amarela em PVHIV, tendo restado apenas um artigo apds a selegcao descrita na
metodologia. Como se pode observar, o estudo aponta uma redugado da imunogenicidade
apés um ano da vacinagao, sem apresentar efeitos adversos mais aparentes. Essa redugao
da imunogenicidade pode estar associada a disfungao das células do sistema imunoldgico,
como linfécitos T e B, além de um maior estado inflamatorio nesses pacientes (KLATT et
al., 2013).
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Quadro 1 - Artigo referente a vacinagao contra a febre amarela.

Predict Yellow
Fever Vaccine
Immunogenici-
ty in HIV-Infec-
ted Patients

ARTIGO AUTORES CONSIDERAGOES
CD4/CD8 Ratio | Avelino-silva -Participantes: pacientes infectados pelo HIV com uma contagem de cé-
and KT Ratio et al., 2016 lulas TCD4+ acima de 350/mm3 com niveis detectaveis e indetectaveis

de carga viral em uso de TARV.

-Os pacientes foram acompanhados nos dias 3, 5, 7, 14, 28, 56, 84 e
365 apds a vacinagao

- Arelagdo quinurenina / triptofano (KT) plasmatica mais alta indica um
quadro de baixos titulos de anticorpos neutralizantes (Nab) para a vaci-

na de febre amarela; também esta relacionado com a baixa razao CD4/
CD8 em individuos com supressao de TARV;

- Ap6s um ano da vacinagao da febre amarela (FA), foi visto que em
pacientes vivendo com HIV houve uma diminuicdo dos Nab, ou seja,
menor imunogenicidade para paciente com HIV, CV detectavel, relagdo
KT elevada e razao CD4/CD8 baixa;

- Houve uma associagao entre os pacientes com carga viral detectavel
e indetectavel: menos 60% de anticorpos neutralizantes nos pacientes
com carga viral detectavel.

-Uma dose de reforgo poderia ser benéfica para os pacientes com HIV

em risco permanente ou recorrente

Herpes zé6ster

Avaricela e o herpes zéster, conhecidos como catapora e cobreiro, respectivamente,
sdo causados pela varicela-zéster virus (VZV). A varicela geralmente acontece na primeira
infAncia como catapora, enquanto o herpes zoster se apresenta como uma reativagao
do virus que estava em estado latente (AYOADE; KUMAR, 2021). A idade avangada e a
imunossupressao sao fatores para reativar o virus. Por isso, apés a introduc¢ao da terapia
antirretroviral e consequente melhora na fungao imunoldgica do paciente, houve um declinio
na incidéncia de herpes em pacientes com HIV. A necessidade da vacina (virus atenuado)
se da pela gravidade dos sintomas que prevalecem no individuo imunossuprimido, como
neuralgia pos-herpética, superinfeccao bacteriana, envolvimento ocular e meningoencefalite
(HAWKINS et al., 2018; POMERANTZ et al., 2018). O Quadro 2 apresenta o unico artigo
incluido neste estudo.

No Quadro 2, observa-se o estudo de Hawkins e colaboradores (2018) sobre os
efeitos da vacinagao contra herpes zoéster. Os efeitos positivos dessa vacina em PVHIV
reforca a importancia da protecdo contra essa doenga, podendo-se sugerir também
pesquisas com vacinas de virus inativado ou outra plataforma tecnolégica com maior
seguranga para pacientes imunossuprimidos.

Quadro 2 - Artigos referentes a vacinagao contra a herpes zoster.

ARTIGO AUTORES CONSIDERAGCOES
Herpes Zoster | Hawkins et al., | - Participantes: pacientes infectados pelo HIV com = 50 anos acompa-
and Herpes 2018 nhados de 2002 a 2015. Apenas 49,9% das PVHA estavam em uso de
Zoster Vac- TARYV;
cine Rates - Ao longo do estudo houve um aumento na contagem média de células
Among Adults CD4+ nos individuos e aumento da porcentagem de PVHIV em uso da
Living With TARV.
and Without -As taxas de herpes zéster diminuiram entre PVHIV, porém continuaram
HIV in the Ve- mais altas em comparagao com adultos nao infectados.
terans Aging -Houve uma maior taxa de herpes zéster em PVHIV que tiveram o nu-
Cohort Study mero de células CD4+ < 200 células/uL e RNA n&o suprimido do que em
PVHIV com células CD4+ > 500 células/ uL e RNA suprimido, indicando
que houve uma melhor reposta imunoldgica no segundo grupo.
- PVHIV com supressao virolégica, contagem de CD4+ > 350 células/uL
e com idade < 60 e = 60 em 2015 tiveram taxas de herpes z6ster seme-
Ihantes.
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Influenza
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O virus da influenza tem alta prevaléncia em pacientes com HIV e os risco de
complicagcdes e mortes sdo altos. A transmissado do virus influenza acontece por meio de
aerossois advindos, pelo contato com fémites e por contato com superficies contaminadas,
sendo esse virus responsavel por varias pandemias, como a gripe espanhola em 1918.
Apesar de a introduc&o do TARV promover uma restauragdo das células TCD4+ e prolongar
a expectativa de vida, o risco de infecgbes por influenza permanece maior no paciente
com HIV do que no paciente saudavel (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015; MA et al,,
2020). O Quadro 3 traz os trabalhos relacionados a vacinagao contra influenza em PVHIV

encontrados nesta revisio.

Quadro 3 - Artigos referentes a vacinagao contra o virus da influenza.

ARTIGO

AUTORES

CONSIDERAGOES

Timing
Matters -
Influenza
Vaccination
to HIV-
-Infected
Patients

Glinka; Smi-
th, Johns,
(2016).

-Participantes: PVHIV vacinados no periodo anterior a 1 de setembro e 15
de novembro e posteriormente a esta data nos anos de 2005 a 2013. Logo,
foram avaliadas oito temporadas de gripe por influenza.

-Na regiao do estudo, em San Diego, Califérnia, a temporada de gripe tende
a durar de setembro a maio com picos em novembro e janeiro.

-O termo de vacinagao precoce foi atribuido para pacientes que receberam
a vacina entre 1° de setembro e 15 de novembro, ja o termo de vacinagao
tardia foi destinado aos que receberam a vacina apds o 15 de novembro.
-Para os pacientes da vacinagao precoce obtiveram uma incidéncia de
influenza ou doenga semelhante a influenza de 1,1%, enquanto entre os
pacientes da vacinacgéo tardia a incidéncia foi 0,4%.

-Notou-se que quase metade (33 de 70) dos pacientes que adquiriram a gripe
ou a doenga semelhante a influenza nao estavam vacinados.

- Concluiu-se que os pacientes vacinados precocemente a temporada de
gripe eram mais propensos a influenza ou doencas semelhantes do que os
pacientes que se vacinaram tardiamente, tendo em vista que a imunidade
protetora diminui com o tempo.

- O fato se explica por causa da vacina padrao utilizada que contém uma
dose de 15 mcg de antigeno. A vacina produz anticorpos consistentes com
soroprotecdo em 45% dos pacientes com HIV em 4 semanas, mas apenas
16% deles mantém a soroprotegéo 20 semanas ap0s a vacinacao.

- E proposto pelos autores que em novembro, antes do fim da temporada de
influenza, haja uma dose de refor¢o, ou que haja uma vacinagédo com altas
doses ou que se identifique 0 momento ideal para a vacinagao local.

Impact of
aging and
HIV in-
fection on
serologic
response
to seasonal
influenza
vaccination

Pallikkuth et
al. (2018).

- Participantes: pacientes HIV+ e HIV- divididos em trés grupos por faixa
etaria como jovens (<40 anos), meia-idade (40-59 anos) e idosos (= 60 anos)
e em supressao viroldgico por pelos menos um ano anterior ao estudo

- Analisou-se a resposta imunolégica em quatro pontos de tempo: TO (antes
da vacinacao), T1 (no 7° dia), T2 (nos dias 21-28) e T3 (no més 5-7) apos a
unica dose da vacina trivalente contra influenza.

- No TO, os titulos para todos os antigenos eram de 1:40 em 90-98% dos
participantes. Provavelmente, devido vacinagdes anteriores ou infecgao.
-Observou-se que em todos 0s grupos aconteceu uma ascensao na resposta
imunoldgica desde TO até o T2 e em seguida ocorreu um declinio em T3.

- No geral, os anticorpos para os antigenos B e HIN1 predominaram em toda
a resposta a vacina. Enquanto o H3N2 desencadeou uma resposta fraca em
todos os pontos de tempo, sendo o responsavel por a maioria de casos de
influenza em idosos e HIV+ nos ultimos anos.

- No grupo de jovens, houve uma resposta melhor entre os HIV+ ao anticorpo
contra H1N1 do que em HIV-;

- Na meia-idade, o antigeno para H1N1 obteve maiores titulos seguido do
antigeno B.

-Nos idosos HIV+, obtiveram anticorpos para todas as cepas em menor quan-
tidade que o jovem e a meia-idade HIV+.

- A vacinagao contra influenza de alta poténcia pode ser considerada para um
envelhecimento saudavel em PVHIV de todas as idades.

- O tempo de uso de TARV em HIV+ e o status soroldgico para citomegalovi-
rus ndo influenciou na resposta de anticorpos.
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ARTIGO AUTORES CONSIDERAGOES

Increased Luo et al. - Participantes: homens e mulheres infectados com HIV em TARV e com

influenza- (2019). supressao virologica.

-specific -Através do exame de microneutralizagdo (MN) foi medido os titulos de anti-

antibody corpos neutralizantes, entao, notou-se que houve diferengas estatisticamente

avidity relevantes desde os niveis basais gerando uma resposta protetora. Quanto
in HIV- aos sexos, nao houve diferenga significativa.

-infected -Mulheres infectadas com HIV tiveram um aumento da avidez de 1gG, au-

women mento das células B de meméaria e no ciclo de células Tfh (Células auxiliares

compared foliculares T periféricas) em comparagdo com os homens infectados pelo HIV,
with mas essa diferenca nao foi observada em relagdo ao grupo controle.

HIV-infec- - Nao houve diferenga entre a frequéncia de vacinagdes recebidas anterior-

ted men on mente entre os dois sexos.

antiretrovi- -Os niveis de lipopolissacarideos (LPS) no plasma na linha de base estao

ral therapy relacionados positivamente com a avidez do anticorpo, mas essa relagdao nao
foi observada entre os individuos saudaveis.

-Nao houve correlacdes significativas do 173-estrogénio com a avidez do
anticorpo para nenhum dos grupos. No entanto, a progesterona correlacio-
nou-se inversamente com a avidez dos anticorpos, porém, nao foi observado
0 mesmo no grupo de controle saudaveis.

-O aumento dos niveis da avidez ndo representa maior grau de protegéo
contra a influenza, mas pode representar uma resposta mais forte a vacina
em mulheres infectadas pelo HIV do que em homens infectados pelo HIV. Por
conseguinte, pode haver eventos adversos pds vacinagao entre as mulheres.

Serological |Lau et al. -Participantes: homens e mulheres infectados com HIV dividido em grupos

response (2017). de respondedores (RV) e ndo respondedores a vacina (NRV).

to trivalent -74% dos participantes estavam em TARV com uma contagem média de

inactivated células T CD4 + de 328 células/pl.

influenza -Apenas 3 (3,7%) participantes apresentaram titulos soroprotetor contra as

vaccine in trés cepas.

HIV-infec- -30% dos participantes ndo apresentaram aumento significativo nos testes de

ted adults in avaliagédo da resposta imunoldgica.

Singapore. -Os autores sugerem o uso de imunomoduladores para uma ativagao mais
eficaz na taxa de soroconversdo da vacina, como ligantes do receptor Toll-li-
ke e citocinas inflamatdrias.

-A estimulacdo da imunidade através do LPS como adjuvante atingiu niveis
comparaveis para ambos 0s grupos

-Foi analisado que no grupo dos nao respondedores ocorreu uma diminuicao
na contagem de células TCD4+ quando comparado com os respondedores
a vacina.

-O grupo NRYV a vacina apresentou maior expressao de mRNA de IL-10 e
menor contagem de TCD4+ que o RV.

-Os RV tiveram uma expressao aumentada de TNF-a, IFN-y, baixa expres-
sdo de IL-19 e uma alta quantidade de células CD4+ indicando uma ligagao
com a soroconversao apos a vacina.

Neutrali- Nunes et al. |- Participantes: mulheres gravidas HIV+ e HIV- no segundo e terceiro trimes-

zation and | (2018). tre.

hemagglu- -As mulheres infectadas pelo HIV tiveram uma resposta imunolégica menor

tination-i- que as mulheres ndo infectadas.

nhibition -O status sorologico das mulheres com HIV era de carga viral mediana de

antibodies 1679 cépias/mL e contagem média de células CD4+ de 412 células/mm3.

following Apenas 19,3% estavam com carga viral indetectavel e 80% estavam em
influenza TARV no momento da vacinagéo.

vaccination - Para avaliar a imunogenicidade foram feitos testes de titulos médios geo-

of HIV- métricos hemaglutinagédo (HAI) e anticorpos microneutralizagdo (MN) antes e

-infected apos a vacina.

and HIV-u- - O teste de MN foi mais sensivel que o ensaio de HAI para avaliar a soro-

ninfected conversao de anticorpos contra influenza apdés a vacina apresentando niveis

pregnant mais elevados em ambos 0s grupos.

women -No grupo das HIV+, houve uma taxa de soro converséo de 49% ,45% e 36%

respectivamente para H1N1, H3N2 e antigeno B analisados em titulos de
MN.

-Houve correlagdes positivas entre mulheres gravidas com HIV e os titulos de
anticorpo para a cepa H1N1 e H3N2, mas n&o para a cepa B no pre-vacina-
cao.
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ARTIGO AUTORES CONSIDERAGOES
Decreased | Ma et al. -Participantes: Pacientes afro-americanos e caucasianos divididos em dois
ratio of (2020) grupos: HIV positivo em uso de TARV e HIV negativo com idades de 29-58
influenza-s- anos.
pecific IgG -Descobriu-se que os individuos infectados pelo HIV tinham nivel elevado de
versus IgM sCD14 (marcador de inflamag&o cronica) no plasma em comparagdo com 0s
in response individuos HIV negativos.
to influenza - Arelagéo de anticorpos IgG versus IgM especificas para influenza esta
vaccination diminuida apdés a vacinagao em individuos afro-americanos HIV+. Esse para-
in antiretro- metro esta diretamente ligado a diminuigdo da porcentagem de células pTfh
viral-treated (Células auxiliares foliculares T periféricas).
HIV-infec- - Entre os pacientes HIV+, ndo houve diferenca na resposta a vacinagéo
ted African contra a influenza nos pacientes de diferentes etnias.
Americans
compared
to Cauca-
sians, and
its direct
correlation
with the
percen-
tages of
peripheral
Tfh cells

Em conformidade com os dados apresentados no Quadro 3, Williams (2018)
confirma a necessidade da vacinagcao nas PVHIV/AIDS, visto que quase metade dos
pacientes que adquirem a gripe ou a doenga semelhante a influenza ndo foram vacinados.
Esse imunizante apresenta um bom grau de seguranca por se tratar de uma vacina inativada
(BRASIL, 2014).

Vaérias analises paravacinagao contrainfluenzaincluem o teste de microneutralizagao
(MN), que € um parametro que mede a capacidade funcional dos anticorpos neutralizantes
contra a influenza, enquanto a hemaglutinagcdo (HAI) mede apenas os anticorpos que
bloqueiam a ligacdo do receptor do virus as células hospedeiras. Entdo, é definida a
soroconversido como o aumento de titulo 24 vezes de pré-vacinagao para pds-vacinagao
com titulos pos-vacinagao 21: 40 adotados pela maioria dos autores (LUO et al., 2019).

Papiloma Virus Humano (HPV)

O papilomavirus humano (HPV) compartilha da mesma via de transmisséo do HIV
(via sexual). Logo, a incidéncia pode aumentar, como também aumenta a persisténcia da
infeccao por HPV. Além disso, aumenta o risco de progressdo para pré-cancer e cancer.
Os riscos aumentam para quem nao tem uma viremia de HIV controlada e esta com baixa
contagem de células T CD4+. O HPV-16 é o mais oncogénico entre as mulheres HIV+ e
elas tém uma distribuigao de tipos de HPV diferentes das mulheres HIV-, inclusive havendo
maior prevaléncia do HPV anal que o cervical (ORLANDO et al., 2018; KOJIC et al., 2018).
O Quadro 4 sumariza os estudos sobre vacinagao contra HPV em PVHIV.
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Quadro 4 - Artigos referentes a vacinagao contra o HPV.

ARTIGO AUTORES CONSIDERAGOES
Safety and Hidalgo-te- -Participantes: homens que fazem sexo com homens (HSH) com HIV de
immunoge- norio et al. idade igual ou superior a 18 anos, que nao estivessem infectados simulta-
nicity of the (2017) neamente com os 4 gendtipos do HPV que tem na vacina.
quadrivalent -A vacina quadrivalente (HPV 11/06/16/18) contra o HPV e o placebo foram
human pa- administrados em 0, 2 e 6 meses. A genotipagem HPV PCR e anuscopia
pillomavirus de alta resolugéo foram realizadas na primeira visita no més 0 e os titulos
(qHPV) de anticorpos vacinaram no més 7.
vaccine in -A vacina teve uma imunogenicidade de 76% em 7 meses.
HIV- -A idade avangada, o tempo de uso de TARV e os meses desde o diagnos-
positive Spa- tico de HIV obtiveram numeros menores da infecgéo por HPV, consideran-
nish do-se fatores de protecao.
men who -A carga viral (CV) de HIV>200 copias/ uL e o inicio precoce da vida sexual
have foram tidos como fator de risco.
sex with men -N&o houve diferencga significativa nos niveis de CD4+.
(MSM) -Os eventos adversos visto em ambos os grupos foi dor no local da aplica-
¢ao, predominando no placebo.
-Entre os pacientes analisados, 50% tinham o HPV16 e 37% tinham o
HPV18.
High speci- Fontes et al. | -Participantes: homens infectados pelo HIV-1.
fic immune (2016). -Os pacientes receberam a vacina bivalente (16 e 18) por via intramuscular
response to a em 0, 4 e 24 semanas.
bivalent anti- -Os participantes foram divididos de acordo com a contagem de células
-HPV vaccine TCD4+. O grupo A com CD4+ >500 e o grupo B CD4+< 500.
in HIV-1-in- - A taxa de soroconversao foi de 92%.
fectedmen in -A carga viral (CV) de HIV e a contagem de células TCD4+ ndo interferiram
Sao Paulo, na resposta imunoldgica.
Brazil
Anogenital Cespedes et | -Participantes: mulheres vivendo com HIV-1
human pa- al. (2018). -Dividido em trés grupos de acordo com a contagem de células TCD4+.
pillomavirus A: acima de 350 células/ mm3
virus DNA B: 201-250 células/ mm3

and sustained
response to
the
quadrivalent
HPV vaccine
in women
living with
HIV-1

C: menor ou igual a 200 células/ mm3

-A vacina quadrivalente foi aplicada por via intramuscular em 0, 8 e 24
semanas. Em seguida, os pacientes foram acompanhados nas semanas
28,52 e 72.

-Em todos os grupos houve uma diminui¢do dos titulos médios geométri-
cos (GMT) da resposta de anticorpos especificos entre a semana 28 até a
semana 72, com evidéncia no HPV-16;

-Na semana 72, a soropositividade sustentada entre os grupos A B e C foi
de 95%, 88% e 86%, respectivamente.

-Nao houve diferencga significativa para a sustentagdo da soropositividade
entre os participantes com CV de HIV indetectavel e indetectavel no grupo
A e B, mas no grupo C a diferenca foi de 100%.

-O DNA do HPV foi detectado com mais frequéncia na regiao anal que na
regido cervicovaginal, sendo o HPV16 mais frequente.

-Dentre os pacientes que nédo foi detectado o DNA do HPV anogenital de
HPV-16, 6% testaram positivo ao fim do estudo.

-A vacina induz resposta anamnéstica (um rapido aumento dos titulos de
anticorpos apds a reexposi¢do do antigeno)
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quadrivalent

young women
as measured

ARTIGO AUTORES CONSIDERAGOES
Effective- Hidalgo-te- | -Participantes: homens que fazem sexo com homens (HSH) com HIV de
ness of the norio et al. idade igual ou superior a 18 anos, que nao estivessem infectados simul-
Quadrivalent | (2021). taneamente com os 4 gendtipos do HPV que tem na vacina ou ambos os
HPV Vaccine gendtipos 16 e 18.
in Preventing -A vacina contra o HPV quadrivalente (genétipos 6, 11, 16 e 18) foi aplica-
Anal= HSILs da no dia 1, més 2 e més 6 (0-1-6).
in a Spanish As andlises foram feitas nos meses 7, 12, 24, 36 e 48.
Population of -Aincidéncia e a prevaléncia de HSIL (lesdo intra-escamosa de alto grau) e
HIV+ MSM de ASCC (carcinoma de células escamosas anal) diminuiram exponencial-
Aged> 26 mente desde o més 12 até o més 48.
Years -Nao houve diferenca na prevengédo de EAGLs (lesdes ano-genitais exter-
nas) /condilomas nem na taxa de prevencéo de 2HSILs.
-A niveis de anticorpos da vacina quadrivalente contra o HPV foram detec-
tados em 76,9% dos pacientes no més 7 e 87,2% no més 48. Logo, houve
uma boa estabilidade dos anticorpos no decorrer do estudo.
-No més 7, foi visto que 80% dos pacientes tinham anticorpos contra os
gendtipos da vacina.
-Notou-se uma resposta levemente retarda nos pacientes mais velhos,
tenho um aumento dos anticorpos no més 12 permanecendo em 90% até
o final da analise no més 48.
Antibody Kahn et al. -Participantes: mulheres infectadas com HIV de 18 a 23 anos de idade.
responses to | (2017) 76,3% eram negro/afro-americanos, 30% estavam em uso de TARV, 98,7%

tinham contagem de células TCD4+ igual ou superior a 350 células/mm3 e

HPV vac- 38,2% tinham carga viral do HIV abaixo de 400 cépias/ mL.
cination in -Foi analisado apenas as mulheres que completaram o esquema vacinal
HIV-infected da vacina quadrivalente de 3 doses dentro do prazo recomendado, ou seja,

0, 4, 24 semanas. Analisou-se os pontos de tempo da semana 28 e 48.
-Na semana 48, as taxas de soropositividade do HPV18 analisadas através

by total IgG do IgG LIA (Imunoglobulina total G imunoensaios Luminex) permaneceram
and compe- altas em 98%, ja a analise através do cLIA (Imunoensaio Luminex Com-
titive luminex petitivo) o resultado foi de 73%. O HPV6, 11 e 16 também obtiveram uma
immunoassay. sustentacdo da soropositividade com niveis entre 93,5%- 100% nos dois

testes.

-Os dois tipos de ensaios utilizados, 1gG LIA e cLIA, ndo puderam ser com-
parados por se tratar de medi¢des distintas para os anticorpos de HPV.
Sendo o IgG LIA mais sensivel e o cLIA mais especifico.

-Os titulos médios geométricos (GMTs) dos dois testes foram mais altos

para quem fazia uso de TARV.

Segundo Orlando et al. (2018), a fragcdo evitavel pelas vacinas bivalente,
quadrivalente e nonavalente (todas vacinas inativadas) contra o HPV em mulheres com
HIV seria de 11,3%, 16,7% e 35,2% respectivamente, confirmando, assim, a necessidade
da administracdo da vacina. Adicionalmente, Frésard et al. (2016) relatam que a vacina
quadrivalente pode ser aplicada em pacientes com contagem de células TCD4+ acima de
350 células/mm3, com carga viral controlada. O esquema utilizado € o de 3 doses em 0-2-6
meses. A imunogenicidade foi menor em mulheres com contagem de células TCD4+ acima
de 200 células/mm3 ou carga viral do HIV abaixo de 10.000 cépias/mL (FRESARD et al.,
2016).

Hepatite B

O virus da hepatite B (HBV em inglés) e o HIV compartiiham as mesmas vias
de transmissao e, por isso, ha numeros elevados de coinfeccdo. Paralelamente, existe
o virus da hepatite A (HAV), que tem transmissao via fecal-oral, transfusbes sanguineas,
compartiihamento de seringas contaminadas e por sexo oral-anal. Tendo em vista
que os pacientes com HIV sdo susceptiveis a outros agravos com o HAV, HBV e suas
consequéncias (como carcinoma hepatocelular, progressao acelerada para cirrose, com
mais infec¢des cronicas), faz-se necessario aumentar cobertura vacinal contra o HBV em
pacientes HIV+. Para buscar a melhor estratégia, € preciso analisar o numero de doses, a
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dosagem dessas vacinas (inativadas), a via de administracao e realizar uma boa analise do
estado imunovirolégico dos pacientes (VARGAS et al., 2016; CATHERINE; PIROTH, 2017;
LIN et al., 2017). O Quadro 5 apresenta os estudos relativos a vacinagao contra o HBV em
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Quadro 5 - Artigos referentes a vacinagao contra o HBV.

IL-2 Producing
T Cell Respon-
ses in HIV- He-
althy Individuals
Higher than in
HIV+ Individu-
als Who Recei-
ved the Same
Vaccination
Regimen

ARTIGO AUTORES CONSIDERAGCOES
Seroconverting | Das et al. - Um relato de caso de um homem, caucasiano, com 46 anos, em uso de
nonresponder | (2017). TARV e com Carga Viral (CV) indetectavel. O paciente recebeu as 3 do-
of high-dose ses de 20ug da Vacina da Hepatite B (VHB) e 1 dose de 20ug de reforgo,
intramuscular mas as sorologias ndo apresentaram resposta alguma a vacina, apesar
HBV vaccine da sua contagem de células TCD4+ estarem normalizada.
with intradermal - Entao, foi adotado como conduta a aplicagdo de duas doses de 40ug da
HBV vaccine vacina sobre cada deltoide pela via intradérmica. As aplicagdes tiveram
um intervalo de 1 més. Apds 3 meses, os titulos de anticorpos séricos
foram indicativos de soroconverséo.
Evaluation Rech-me- - Participantes: Pacientes com HIV com contagem de células TCD4+
of response deiros et al. | acima de 200 por uL, a maioria estava em uso de TARV e eram homens
to hepatitis B (2019). brancos.
virus vaccine -As doses de 20 ug do antigeno foram aplicadas por via intramuscular de
in adults with acordo com o esquema vacinal padrao: 0,1,2 e 6 meses.
human immu- -A contagem de LTCD4+ nao influenciou na resposta a vacina.
nodeficiency - A Carga Viral (CV) também n&o influenciou na resposta a vacina, apesar
virus dos pacientes com CV menor ou igual a 1000 copias/ mL tivessem uma
tendencia a melhor resposta.
-Nao houve diferenca significativa entre as idades, maior que 60 ou me-
nor, com a resposta vacinal.
-A soroconverséo foi de 80,10%. Os autores atribuem o resultado positivo
ao esquema utilizado e ao status virolégico dos pacientes.
Hepatitis B Vac- | Chawan- - O estudo foi conduzido em trés esquemas de vacinagado. Os pacientes
cination Indu- suntati et al. | tinham contagem de células TCD4+ acima de 200/ mm3 com Carga Viral
ced TNF-a- and | (2018). (CV) abaixo de 50 copias/ mL e todos faziam uso de TARV.

3 doses de 20 ug

4 doses de 20 ug

4 doses de 40 ug

- O grupo de individuos saudaveis recebeu o esquema padrao (1).
-Foram avaliados os seguintes pontos de tempo: dia 0, dia 7, dia 28, més
2 (apenas grupo 2 e 3), més 6, més 7 e més 12.

- Nao foi obtido um resultado promissor quanto ao resultado da expres-
sdo do marcador de degranulagdo CD107a das células TCD4+ ou CD8+
totais ou de memarias nos 12 meses estudados entre os trés grupos de
HIV+. Também nao foi observado aumento nas células T produtoras de
citocinas ou de memoria.

-Porém o grupo controle saudavel apresentou um aumento nessas
células, tanto nas células TCD4+ produtoras de IL-2 quanto nas células
TCD4+ totais e de memodria, que receberam o mesmo esquema de vaci-
nagao.

-Nao houve diferenga entre o grupo controle saudavel e o grupo HIV+
quanto a frequéncia de células T polifuncionais em resposta ao antigeno
HBs recombinante.

- O esquema de vacinagéo confere alta taxa de soroconversao, entéo os
autores justificam o resultado devido os participantes estarem com bons
niveis de CV e de contagem absolutas de células TCD4+ e em uso de
TARV.

-No més 7 ocorreu o pico das porcentagens dos marcadores analisados
entre os pacientes saudaveis.

-Nos pacientes com HIV, ndo houve mudangas significativas entre os
pontos de tempo e entre os grupos de estudo.
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ARTIGO AUTORES CONSIDERAGOES
Hepatitis B Vi- | Nicolini et al. | -Participantes: pacientes com HIV, tinham contagem de células TCD4+
rus Vaccination | (2018). acima de 200/ mm3 com CV menor ou igual a 50 cépias/mL. Eles rece-
in HIV: Immu- beram a vacina monovalente de hepatite viral B ou a vacina bivalente de
nogenicity and hepatite viral A e B (HAV/HBV). Ambas foram por via intramuscular com
Persistence of 20 ug de antigeno nos meses 0, 1 e 6.
Seroprotection -Foram analisados os seguintes pontos de tempo em meses: 12, 24, 36 e
up to 7 Years 84. Ou seja, 7 anos de avaliagdo da soroprotecdo contra HBV.
Following a -Os respondedores a vacina tenderam a ser os mais jovens, com menos
Primary Immu- CV, e niveis de CD4 elevados (média de 536 células/ mm3).
nization Course -A taxa de resposta soroldgica foi de 68%.
- A soroprotecao foi de 85,9%, 76,9%, 69,3% e 26,9%, respectivamente,
aos 12, 24, 36 e 84 meses apos a terceira dose da vacina. Por causa dos
niveis decrescentes, os autores orientam que se realize o teste de HBsAg
pelo menos 5 anos apds concluir o esquema de vacinagao.
-Os titulos que permaneceram elevados prevaleceram entre mulheres e a
contagem de células TCD4+.
-A resposta soroldgica a vacinagao podera ser prejudicada pela alta CV e
podera ser eficaz apesar da baixa contagem de células TCD4+.
Higher rate of | Chaiwarith -Participantes: adultos com HIV com contagem de células T CD4+ acima

long-term sero-
logic response
of four double
doses vs. Stan-
dard doses

of hepatites B
vaccination in
HIV-infected
adults:

4-year follow-up
of a randomi-
sed controlled
trial

et al. (2019).

de 200 células/mm3 e Carga Viral (CV) indetectavel.

Eles foram divididos em:

3 doses de 20 ug nos meses 0,1 e 6. (Padrao)

4 doses de 40 ug nos meses 0, 1, 2 e 6.

4 doses duplas de 40 ug nos meses 0, 1, 2 e 6.

-O percentual de respondedores a vacina (anti-HBs = 10 mIU / mL) foi
de 57,1% para o grupo padrao, 76,7% para o grupo de 4 doses e 80,5%
para o grupo de 4 doses duplas.

-A porcentagem de respondedores de alto titulo (anti-HBs = 100 mIU /
mL) foi de 28,6% para o grupo padréo, 41,9% para o grupo de 4 doses e
46,3% para o grupo de 4 doses duplas. Notoriamente, houve uma dife-
renga significativa entre o grupo padrao e o grupo de 4 doses duplas.
-Os titulos médios geométricos (GMT) de anti-HBs foram de 19,8 mUl/mL
para o grupo padrao, 51,6 mUIl/mL para o grupo de 4 doses e 57,5 mUl/
mL para o grupo de 4 doses duplas.

-Associaram-se aos pacientes respondedores os fatores como a idade
mais jovem e o tipo de esquema adotado, sendo o grupo de 4 doses du-
plas o que obteve o maior percentual de pacientes respondedores.

-Ao fim do estudo, apés um tempo médio de 49,6 meses, as taxas de so-
roprotegao foram de 57,1% para o grupo de doses padrao e 80,5% para o
de 4 doses duplas.

Immune
response to
hepatitis B
vaccination

in HIV-positive
individuals with
isolated
antibodies
against he-
patitis B core
antigen:
Results of a
prospective
Italian study

Morsica et
al. (2017).

-Participantes: pacientes adultos infectados com HIV que testaram posi-
tivo para o marcador anti-HBc isolado. Eles receberam 3 doses de 10 ug
da vacina no inicio do estudo definido como baseline (BL), na semana 5
(S5) e na semana 24 (S24).

Os anticorpos dos antigenos foram avaliados em: BL, S4 e S24, e apés a
vacinagdo na Semana 4 pés vacinagao (S4-PV) e S24-PV.

Todos os pacientes estavam em TARV, com Carga viral indetectavel do
HIV e boa resposta imunoldgica.

-Na S4, os participantes que apds a primeira dose da vacina contra o
HBV se mantiveram com niveis de anti-HBs <10 U/L ou os hiporresponsi-
vos (anti-HBs>10, mas <100 U/L) continuaram no estudo e receberam um
ciclo completo de vacinagoes.

-Desses que continuaram, 52,6% obtiveram resposta primaria (anti HBs
>10 U/L) ao final do ciclo de vacinagao.

-Na S24-PV, 85% e na S48-PV, 41,6% dos pacientes ainda apresentavam
titulos de anti-HBs >10 de U/L.

-Foi detectado infec¢do oculta por HBV em 37,5% dos pacientes e esses
obtiveram uma resposta de anti-HBs >10 U/L.

- 56% dos pacientes tinham anticorpos contra a Hepatite Viral C (anti-H-
CV) podendo ser considerado uma associagéo positiva pois ha a probabi-
lidade de gerar resposta primaria.

-Os autores concluem que a vacina é imunogénica nos pacientes com o
anti-HBc isolado e infecgao oculta por HBV recebendo pelo menos uma
dose da vacina.
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ARTIGO AUTORES CONSIDERAGOES

Immunogenicity | Laksananun | -Participantes: pacientes adultos com HIV com a contagem de células T
and safety of 4 | et al. (2019). | CD4+ maior ou igual a 200/ mm3, CV menor a 20 cépias/ mL e anti-HBs
vs. 3 standards isolado.

doses of HBV Eles receberam:

vaccination 3 doses de 20 ug nos meses 0, 1 e 6.

in HIV-infected 4 doses de 20 uyg nos meses 0, 1, 2 e 6.

adults with iso- -Ambas foram por via intramuscular e foram avaliadas na semana 4 e na
lated anti-HBc semana 28 com relagao a resposta anamnéstica.

antibody -A resposta anamnéstica (semana 4) ocorreu em 25,9% no grupo 1, e

33,3% no grupo 2. Essa resposta teve maior prevaléncia nos mais jovens,
naqueles com menor duragao de TARV, menor tempo de diagnéstico de
HIV e maior nadir de contagem de células TCD4+. Conclui-se, pois, que
apenas uma dose ndo é adequada.

-Na semana 28, as taxas de resposta a vacina foram de 85,2% no grupo
1 € 88,9% no grupo 2. Os GMT anti-HBs foram de 63,8 e 209,8 mUIl/mL
respectivamente para grupo 1 e 2.

-Nenhum evento adverso foi relatado.

Em suma, os pacientes que fazem uso de TARV, com carga viral do HIV baixa
ou indetectavel e com alta contagem de células TCD4+, obtém resultados satisfatérios
na vacinacao. Além disso, ha uma predisposicdo de resultados positivos na resposta a
vacinacao em pacientes do sexo feminino e de idade mais jovem. Por outro lado, ha uma
predisposicao de resposta insatisfatéria naqueles que tém habitos como o consumo de
alcool e tabagismo, nos pacientes de etnia afro-americana, na presenca de coinfec¢ao
por HCV e HBV oculta. Também ha uma interferéncia na resposta a vacina HAV/HBV em
pacientes com niveis plasmaticos pré-vacinais de marcadores da inflamagao — como P10,
IL-6, sCD14 e sCD163 (SHIVE et al., 2018).

Doenga Pneumocécica

Adoenca pneumocdcica € causada principalmente pelo Streptococcus pneumoniae,
uma bactéria que coloniza o trato respiratério superior. A infeccdo acontece quando os
microrganismos patogénicos chegam ao trato respiratério inferior, seja por goticulas de
ar expelidas por alguém contaminado ou por conversao de colonizagdo para infecgédo em
casos de frio, imunossupressao, fumo e outros fatores (GARMPI et al., 2019.; ASSUNCAO:;
PEREIRA; ABREU, 2018). Considerando a imunossupressao um fator de risco, as PVHIV
precisam de uma atencgao priorizada para a prevencao de pneumonia. O Quadro 6 apresenta
os resultados relativos a vacinas pneumocécicas em PVHIV.
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Quadro 6 - Artigos referentes a vacinagado contra a pneumonia.

ARTIGO AUTORES CONSIDERAGOES
Immunologi- Sadlier. et al. -Participantes: adultos infectados pelo HIV divididos em duas estraté-
cal efficacy of (2016) gias: 1) imunizagao primer-boost combinando a vacina pneumocécica
pneumococcal conjugada 13-valente (PCV13) com a vacina pneumocdcica polissaca-
vaccine strate- ridica 23-valente (PPSV23) e 2) PPSV23 sozinho para serem compa-
gies in HIV-in- rados através da concentragao média geométrica (CMG) de IgG e da

fected adults:
a randomized
clinical trial

atividade opsonofagocitica (OPA). Os participantes tinham contagem
de células TCD4+ <200 células/ mm3.

-O grupo primer-boost recebeu a PCV13 na semana 0 e a PPSV23 na
semana 4.

-O grupo PPSV23 sozinho recebeu somente a PPSV23 na semana 4.
-Para as repostas de CMG: na semana 8, o grupo primer-boost obteve
uma reposta maior em CMG que o PPSV23 sozinho para todos os so-
rotipos, menos com o sorotipo 14, mas a unica diferenga significativa
foi no sorotipo 23F. E na semana 28, a resposta em CMG do primer-
-boost foi maior para 5 sorotipos: 1, 3, 4, 19F e 23F

-Na resposta especifica de sorotipo IgG com um aumento de duas
vezes, tanto na semana 8 quanto na semana 28, foi vista uma maior
frequéncia no grupo primer-boost que no PPSV23 sozinho.
-Analisando criteriosamente com o aumento de duas vezes nos niveis
de IgG e concentragao de IgG>1 ug/ ml, ainda houve uma maior frequ-
éncia no primer-boost que no PPSV23 sozinho.

-Apenas ha semana 28 houve uma diferenca significativa nos Titulos
medios geométricos (GMT, em inglés) de OPA para o grupo primer-
-boost que o PPSV23 sozinho, nos sorotipos 14 e 23F.

-Houve uma maior durabilidade dos anticorpos a PVC-13 e o status
soroldgico do paciente.

-Ou seja, o grupo primer-boost (PCV+ PPSV23) obteve uma melhor
resposta em todas as analises.

-A baixa contagem de células TCD4+ pode atrapalhar a resposta a
PCV, mas por ser um grupo de risco &€ necessario que se vacine para
conferir alguma protecao mesmo que seja uma resposta fraca.

-O uso de TARV nao apresenta melhores respostas.

-Nao se observou nenhum efeito adverso nesse estudo.

Vaccine strate-
gies to reduce
the burden of
pneumococcal
disease in HIV-
-infected adults
in Africa.

Thindwa et al.
(2020)

- Entre pacientes adultos infectados com HIV, a estratégia proposta foi
a de uma dose da Vacina Pneumocodcica Conjugada (PCV) com um
reforgo da Vacina Pneumocécica Polissacaridica (PPV), mesmo a PCV
sendo mais imunogénica que a PPV, a PPV tem uma maior cobertura
de sorotipos e tem um custo menor. Essa estratégia também pode ser
adotada mediante o diagndstico de HIV positivo e as doses podem ser
aplicadas concomitantemente para otimizar os custos locais.

- Para mulheres gravidas, deve-se dar prioridade tendo em vista a
possivel protegao indireta para o feto. A PCV demonstrou seguranga
para mulheres com idade gestacional entre 27 e 38 semanas.

No changes on
viral load and
CD4+ T-cell
counts following
immunization
with 7-valent
pneumococ-

cal conjugate
vaccine among
HIV-infected
adults in Malawi

Ibarz-pavon;
french, (2018).

-Participantes: PVHIV que receberam a vacina pneumocécica conjuga-
da-7 (PCV7) em duas doses entre 4 semanas ou o placebo, divididos
entre os que usam TARV e 0s que ndo usam TARV.

-Observou-se um numero (31%) elevado de mortes entre os HIV+, em
sua maioria os pacientes que ndo usavam TARV.

-Entre aqueles que usavam TARV, houve uma diminui¢cdo na carga
viral (CV) desde o inicio da pesquisa até seis meses apods a vacina,

e houve um aumento no nimero de individuos com CV indetectavel.
Também ocorreu um aumento na contagem de células TCD4+ nos
pacientes em uso de TARYV, tanto entre os que receberam a vacina
quanto o placebo.

-N&o foi observado nenhuma mudancga entre aqueles que ndo usavam
TARV.
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ARTIGO AUTORES CONSIDERAGOES
Race-related Happe et al. - Participantes: individuos caucasianos e afro-americanos (AA) infec-
differences in (2019). tados com HIV de 40 a 65 anos de idade e com contagem de células
functional anti- TCD4+ acima de 200/ uyL em TARV. Todos os participantes estavam
body response imunizados com PPV com 5 anos ou mais, anteriormente.
to pneumococ- -Foram divididos entre os que receberam a PCV13 e em seguida a
cal vaccination PPV23 (PCV/PPV) ou PPV23 sozinho.
in HIV-infected -Notou-se um aumento, em todos os grupos, nos titulos de IgG e IgM
individuals apos a vacinagao nos sorotipos 14, 23F e 19A, exceto o IgM do soro-

tipo 19A que nao ha padrédo. Em seguida, analisou-se que nao houve
diferenca significativa entre os AA e caucasianos nos dois grupos.

-Os titulos de OPA (ensaio de morte oponofagocitica, do inglés, Op-
sonophagocytic killing assay) para o PPS14 foram maiores para os
caucasianos que para os AA em todos os regimes. Para o PPS19A, o
aumento foi observado no grupo dos caucasianos com o esquema de
PPV sozinho.

-Para o PPS23F, nao houve diferenga de titulos OPA em nenhum dos
grupos.

-Ap0s a vacinagao, houve correlagao entre os titulos OPA e os an-
ticorpos 1IgG mostraram uma resposta significativa do grupo AA ao
PPS19A.

-Dentre os marcadores inflamatérios que foram analisados, ndo houve
nenhuma diferencga entre os grupos.

-Ha uma diferencga entre os caucasianos e AA nos subconjuntos de
memoria IgM isolados, sendo 33 genes mais expressos em AA que em
caucasianos. Tal diferenca, pode justificar os titulos de OPA reduzidos.

Existem diferentes formulacdes para protecéo contra a infecgao pelo pneumococo.
A vacina pneumocdcica conjugada (PCV) tem 7 e 13 sorotipos, sendo mais imunogénica
que a vacina pneumocécica polissacaridica (PPV) com 23 sorotipos, ambas inativadas.
No entanto, a PPV tem uma maior cobertura de sorotipos e € mais eficaz em PVHIV com
contagem de células TCD4+ baixas, como mostra o estudo de Sadlier et al., 2016.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Esta revisdo integrativa apresentou dados sobre imunoprevengao contra seis
infeccoes importantes em PVHIV, sendo: febre amarela e herpes zoster, ambas com
vacinas de virus atenuado e a influenza, a infecgao pelo HPV, hepatite B e infec¢cao por
pneumococo com vacinas de virus inativado. Outras doengas imunoprevenivel importantes,
como meningite por meningococo e hepatite A, ndo foram alcangadas nesta revisao pelo
fato de os trabalhos encontrados nédo se enquadrarem nos critérios de inclusao/excluséo,
0 que, no entanto, ndo tira a relevancia de se estudarem essas doencas em pacientes
imunossuprimidos.

Baseando-se nesses achados, pode-se observar que uma boa resposta vacinal dos
pacientes adultos vivendo com HIV/AIDS (PVHIV/AIDS), para as doengas imunopreveniveis
abordadas, esta frequentemente associada ao controle da carga viral e ao numero de células
TCD4+. Além disso, em geral, os estudos ndo apresentaram risco aumentado de efeitos
adversos para as vacinas utilizadas, garantindo seguranga ao paciente. Essas informagdes
reiteram a importancia de estudos como este, que confirmam a necessidade da assisténcia
em saude aos pacientes imunossuprimidos, por parte do profissional farmacéutico,
juntamente com a equipe multidisciplinar, a fim de que esses pacientes possam controlar a
infeccdo e com isso obter uma maior resposta vacinal.
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