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RESUMO

Com os avangos na terapia antirretroviral e programas de prevencdo da
transmissao vertical do HIV, o nimero de criangas expostas, mas nao
infectadas (HEU, do inglés “HIV exposed but uninfected”) vem
crescendo a cada ano. Entretanto, quando comparadas a criancas nao
expostas ao HIV, criangas HEU apresentam maior morbidade e
mortalidade, problemas de crescimento e problemas no desenvolvimento
do sistema imune. Considerando o papel fundamental que a microbiota
intestinal apresenta na manutencdo da homeostase do hospedeiro e
desenvolvimento do sistema imune, tem sido levantada a hipétese de que
criancas HEU apresentam uma composicdo da microbiota intestinal
alterada, que estaria relacionada aos problemas enfrentados por essas
criancas. Para testar essa hipdtese, foram avaliados a microbiota
intestinal, a presenca dos marcadores de translocagdo microbiana e
inflamacdo, a alimentacdo, numero de infeccdes passadas e dados
socioepidemioldgicos de criangas HEU, comparando-as a criangas ndo
expostas ao HIV, além de avaliada a microbiota intestinal e presenca de
marcadores de translocagdo microbiana nas maes dessas criancas. De
acordo com a percepgdo das mées, criangas HEU apresentaram uma
maior frequéncia de doencgas quando comparadas a criangas ndo expostas
ao HIV. Nao foram observadas diferencas significativas quanto a
diversidade alfa e beta entre criancas HEU e criancas ndo expostas ao
HIV, nem entre maes HIV positivas e HIV negativas. Foi possivel, porém,
identificar tadxons que apresentaram diferencas significativas na
abundéncia entre os dois grupos de criancas e 0s dois grupos de mdes.
Ademais, a partir da predigdo do conteudo funcional in silico, foi possivel
identificar alteragdes na abundancia de diversos genes da microbiota
intestinal entre os grupos de criangas e os grupos de maes. Nao foram
encontradas correlagBes significativas entre indices de diversidade e
abundancia da microbiota e os demais fatores analisados. Mées HIV
positivas apresentaram niveis de CD14 sol(vel mais elevados no plasma,
guando comparadas a mées HIV negativas, porém ndo foram observadas
diferencas nos niveis de citocinas inflamatorias entre os dois grupos de
mdes. Este estudo representa a primeira caracterizacdo da microbiota
intestinal em criancas HEU que ndo foram amamentadas, podendo
contribuir para discussdes sobre a recomendagao ou ndo da amamentagdo
para criancas expostas ao HIV e planejamento da introducdo de
probidticos ou prebidticos como suplementos na formula infantil
distribuida para criangas HEU.



Palavras-chave: HIV. Bem-estar da crianga. Microbioma intestinal.
Metagenoma. Translocagdo microbiana. Inflamacé&o.



ABSTRACT

With the advancements in antiretroviral therapy and strategies to prevent
HIV vertical transmission, the number of HIV exposed but uninfected
(HEU) children has been increasing every year. However, when
compared to unexposed children, HEU children present increased
morbidity and mortality, growth problems, and immune system
development issues. Considering the main role that the gut microbiota
plays in general host homeostasis and immune system development, it has
been hypothesized that HEU children present an altered gut microbiota
composition, which may be related to the problems faced by them. In
order to evaluate this hypothesis, the gut microbiota, the presence of
microbial translocation and inflammation markers, eating habits, number
of past infections, and socioepidemiological data from HEU children
were analyzed, comparing them to HIV unexposed children, as well as
the gut microbiota and microbial translocation and inflammation markers
from their mothers. According to mothers’ perception, HEU children
presented increased frequency of diseases, when compared to unexposed
children. No significant differences were observed regarding alpha and
beta diversity between HEU and unexposed children, or among HIV
positive and negative mothers. However, it was possible to identify taxa
with significantly different abundance between the two groups of children
and two groups of mothers. Moreover, based on in silico prediction of the
functional microbiota composition, it was possible to identify abundance
alterations in several genes from the gut microbiota in the two groups of
children and the two groups of mothers. No significant correlations were
observed between children microbiota diversity and abundance and any
of the parameters evaluated. HIV positive mothers showed increased
soluble CD14 levels when compared to HIV negative mothers, however,
no differences were observed on inflammatory cytokine levels among the
two groups of mothers. This study represents the first gut microbiota
characterization in HEU children that were not breastfed, and thus may
contribute to the discussion about whether or not to recommend
breastfeeding for HIV exposed children, and for the planning of
introduction of probiotics or prebiotics in the infant formula distributed
to HEU children.

Keywords: HIV. Child welfare. Gut microbiome. Metagenomics.
Microbial translocation. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é o virus responsavel
pela sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids) e infecta células do
sistema imune, causando progressiva depressao imunolégica devido a
morte de linfécitos T CD4*, o que predispe o individuo ao
desenvolvimento de infec¢Bes oportunistas (MAARTENS; CELUM,;
LEWIN, 2014). E um virus envelopado com aproximadamente 10 nm de
didmetro, pertencente & familia Retroviridae e ao género Lentivirus. O
envelope viral é derivado da célula hospedeira e constituido por uma
bicamada lipidica. No envelope encontram-se as proteinas gp120 e gp41,
as quais sdo responsaveis pela fusdo do virus a molécula CD4 e aos
correceptores CCR5 (receptor de quimiocina C-C do tipo 5) ou CXCR4
(receptor de quimiocina C-X-C do tipo 4) localizados na superficie da
célula alvo (BARRE-SINOUSSI, 1996, BLUMENTHAL; DURELL;
VIARD, 2012). Dentro do envelope encontra-se o capsideo viral, no qual
esta contido o genoma viral, constituido por duas fitas simples de RNA,
e as enzimas protease, transcriptase reversa e integrase (BARRE-
SINOUSSI, 1996). Uma vez dentro da célula, o genoma viral é transcrito
em cDNA pela transcriptase reversa e integrado ao DNA da célula com o
auxilio da enzima integrase. Apos a integra¢do no genoma da celula, o
DNA viral passa a ser chamado de provirus, e é utilizado como modelo
para que RNA polimerases da célula transcrevam novas cépias do
genoma viral, além do RNA mensageiro que sera traduzido em proteinas
virais (BARRE-SINOUSSI, 1996, WONG-STAAL, 1991). Os novos
virions sdo entdo montados no citoplasma da célula e brotam a partir da
membrana celular, formando novos virus que sdo capazes de infectar
outras células (SUNDQUIST; KRAUSSLICH, 2012)

A aids é uma das doengas infecciosas de maior importancia para
salde publica mundial. Apenas em 2016, 1,8 milhdes de pessoas se
infectaram com o agente etioldgico da doenca e atualmente existem no
mundo cerca de 36,7 milhGes de pessoas portadoras do virus (UNAIDS,
2017a). No Brasil, desde o inicio da epidemia até junho de 2017, foram
registrados 882.810 casos de Aids, sendo 576.245 (65,3%) dos casos em
homens e 306.444 (34,7%) em mulheres (MINISTERIO DA SAUDE,
2017a).

O Brasil encontra-se entre 0s paises com maior nimero de casos
de infecgdo por HIV, sendo o pais com maior incidéncia de infec¢o na
América Latina (UNAIDS, 2017a). A distribuicdo proporcional dos casos
de aids no Brasil mostra uma concentragcdo maior nas regifes Sudeste e
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Sul, correspondendo respectivamente a 52,3% e 20,1% do total de casos
identificados de 1980 até junho de 2017. A taxa nacional de detec¢do de
aids vem diminuindo nos ultimos anos, apresentando uma média de 18,5
casos notificados de aids para cada 100 mil habitantes em 2016. Também
se observa uma tendéncia de queda desta taxa na regido Sul, com uma
média de 25,3 casos para cada 100 mil habitantes em 2016. Dentre os
estados dessa regido, o Rio Grande do Sul apresentou em 2016 uma taxa
de detecc¢do igual a 31,8 casos por 100 mil habitantes, sendo que Porto
Alegre apresentou a maior taxa de deteccdo dentre todas as capitais
brasileiras (65,9 casos para cada 100 mil habitantes), mais que o dobro da
taxa do Estado e 3,6 vezes mais alta que a média nacional. No Parana, a
taxa de deteccdo no mesmo ano foi igual a 16,3 casos por 100 mil
habitantes e sua capital, Curitiba, apresentou taxa igual a 20,2 casos por
100 mil habitantes. Ja o estado de Santa Catarina apresentou a quarta
maior taxa de detec¢do do pais, com 29,2 casos por 100 mil habitantes
sendo que Floriandpolis contou com uma incidéncia de 61,5 casos por
100 mil habitantes, a segunda maior taxa de deteccdo dentre as capitais
brasileiras (MINISTERIO DA SAUDE, 2017a).

Em gestantes, a taxa de deteccdo de HIV no Brasil vem
apresentando tendéncia de aumento nos Ultimos dez anos. Em 2006 a taxa
observada foi de 2,1 casos para cada mil nascidos vivos, passando para
2,6 em 2016, indicando um aumento de 23,8%. Desde 2000 até junho de
2017, foram notificados 108.134 casos de gestantes infectadas com o
HIV, sendo a maioria da regido Sudeste (39,1%), seguida pela regido Sul
(30,6%). A regido Sul apresentou em 2016 a maior taxa de deteccdo de
aids em gestantes dentre todas as regides brasileiras (5,6 casos para cada
mil nascidos vivos), mais que o dobro da taxa do Brasil. Dentre os estados
da regido Sul, Rio Grande do Sul e Santa Catarina também apresentam
taxa de deteccdo superior a taxa nacional, correspondendo
respectivamente a 8,8 e 5,7 casos para cada mil nascidos vivos e
representando os dois estados com as maiores taxas de deteccdo de HIV
em gestantes dentre todos os Estados do pais. O Parana, por sua vez,
apresenta taxa de detec¢do igual a 2,7 casos para cada mil nascidos vivos.
Quanto as capitais, Florianopolis é a segunda capital no Brasil com a
maior taxa de deteccdo de HIV em gestantes (8,6 gestantes com HIV para
cada mil nascidos vivos em 2014), superada apenas por Porto Alegre
(20,0 gestantes com HIV para cada mil nascidos vivos em 2014),
enquanto Curitiba ocupa a décima primeira posicdo, com 3,6 casos para
cada mil nascidos vivos (MINISTERIO DA SAUDE, 2017a).
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1.1  CRIANGCAS EXPOSTAS AO HIV

Nos ultimos anos, a combinacéo do tratamento antirretroviral para
mée e para a crianga, com cuidados na hora do parto e a substituicdo da
amamentacdo por outro tipo de alimentagdo, reduziu drasticamente a
transmissdo vertical do HIV (AFRAN et al., 2014). De acordo com o
Programa Conjunto das Nacfes Unidas sobre HIV/Aids (UNAIDS, do
inglés Joint United Nations Programme on HIV/AIDS), cerca de 1,4
milhdes de novas infecgdes em criangas foram evitadas entre 2000 e 2014
devido ao tratamento com antirretrovirais e aos programas de prevencao
da transmissdo do HIV de mae para filho (PMTCT, do inglés prevention
of mother-to-child transmission). Assim, a implementacdo desses
programas tem sido um dos grandes sucessos na histéria da sadde publica.
Em 1994 foi proposto o primeiro regime para evitar novas infeccfes por
HIV em criangas, sendo que entre 2001 e 2013, os programas PMTCT
foram grandemente expandidos. Em 2009, quando foi langado o plano
global para a eliminacdo de novas infec¢fes por HIV em criangas, o
numero de gestantes recebendo tratamento correspondia a apenas 36% do
total de infectadas, enquanto que em dezembro de 2014, 73% de todas as
gestantes vivendo com HIV no mundo ja recebiam tratamento
antirretroviral (UNAIDS, 2015). Como resultado, novas infec¢fes por
HIV em criancas cairam 60% de 2009 para 2015, com cerca de 80% das
gestantes HIV positivas recebendo tratamento antirretroviral (UNAIDS,
2017b). No Brasil, a taxa de deteccdo de aids em menores de cinco anos
é utilizada como indicador para 0 monitoramento da transmissao vertical
e nos Ultimos dez anos, essa taxa caiu 34%, passando de 3,6 em 2006 para
2,4 em 2016. As regides Sul e Sudeste apresentaram a maior tendéncia de
queda, correspondendo a 49,2% e 51,4% respectivamente (MINISTERIO
DA SAUDE, 2017a). Atualmente, em casos de gestagdes planejadas e
acompanhadas durante o pré-natal, parto e amamentag&o, realizando-se
todos os procedimentos recomendados para a reducdo da chance de
transmissao vertical do HIV, a chance de transmissdo chega a ser menor
do que 2%. Entretanto, sem o devido acompanhamento o risco de
transmissdo vertical pode variar de 15% a 45% (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017b).

A Organizacdo Mundial de Salde (OMS) recomenda o
fornecimento de tratamento para todas as mulheres gestantes e durante a
amamentacdo, a fim de evitar a transmissdo do HIV para seus filhos
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). No Brasil, 0 Ministério
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da Saude recomenda o inicio de tratamento antirretroviral para todas as
pessoas vivendo com HIV, independentemente do ndmero de linfocitos
TCD4*, com o objetivo de reduzir o comprometimento do sistema
imunoldgico e os niveis de inflamacdo do paciente, além de reduzir a
transmissibilidade do HIV. Da mesma forma, para gestantes, no Brasil é
recomendado o tratamento antirretroviral durante a gravidez e apos o
parto (MINISTERIO DA SAUDE, 2017b). Nos casos em que a gestante
HIV positiva seja assintomatica, ndo tenha infecgdes oportunistas e com
ndmero de linfécitos TCD4* acima de 350 células/mm3 é recomendado o
inicio de tratamento antirretroviral a partir do terceiro trimestre de
gravidez, a fim de se evitar possiveis efeitos colaterais causados devido a
exposicdo a antirretrovirais durante o primeiro trimestre de gravidez
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017b). Dentre os procedimentos
recomendados pelo Ministério da Salde para se evitar a transmissdo
vertical do HIV esta o acompanhamento clinico da gestante soropositiva,
durante o qual a mée é aconselhada a ndo amamentar sua crianca. Para
que isso seja possivel sem comprometer o estado nutricional e
desenvolvimento da crianga, o governo brasileiro distribui férmula
infantil para todas as mées HIV positivas até que a crianca complete 6
meses de idade. Além do incentivo a ndo amamentacao, criangas expostas
ao HIV recebem também tratamento antirretroviral, usualmente com
zidovudina, até que a crianga apresente duas cargas virais negativas
(HOFER et al., 2017). Com o uso constante de antirretrovirais durante a
gestacdo, atualmente grande parte das gestantes apresenta carga viral
indetectavel no momento do parto. Isso tem feito com que cada vez mais
algumas das medidas antigamente recomendadas para se evitar a
transmissdo vertical venham tendo sua validade debatida, como é o caso
da recomendacdo de parto por cesérea e do uso de antirretrovirais
injetaveis no momento do parto (HOFER et al., 2017). Como resultado,
atualmente no Brasil, no caso de mulheres que apresentem carga viral
indetectavel no momento do parto, o parto vaginal é recomendado,
contrariando recomendagfes prévias de que mulheres HIV positivas
deveriam realizar parto por cesarea (MINISTERIO DA SAUDE, 2017b).

Com 0 aumento no nimero de gestantes com diagnostico de
infeccdo por HIV no Brasil e concomitante avanco das terapias
antirretrovirais e programas PMTCT, o nimero de criangas soronegativas
filhas de mulheres soropositivas (criangas HEU, do inglés HIV Exposed-
Uninfected) tende a crescer cada vez mais. Os efeitos adversos da infec¢éo
materna e do tratamento pré-natal com antirretrovirais na salde das
criancas sempre foram uma preocupagdo e com o crescente nimero de
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criangas HEU essa preocupacdo se tornou ainda maior (ADLER et al.,
2015). Esperava-se que com essas terapias a condicao de vida das criangas
filhas de mulheres infectadas pelo HIV melhorasse; entretanto, o que se
observa é que comparados aos filhos de mulheres ndo infectadas, criangas
HEU enfrentam diversos comprometimentos, incluindo uma quantidade
significativamente maior de doencas infecciosas no inicio da vida,
associada a uma série de alteragfes imunolodgicas funcionais e fenotipicas
(AFRAN et al., 2014).

Estudos realizados antes da existéncia de tratamento amplo com
antirretrovirais demonstram que criancas HEU apresentavam maior
mortalidade, comprometimento do crescimento, menor circunferéncia
craniana, maior risco de desenvolvimento de infecgdes respiratorias e
maior nimero de hospitalizagdes em relacdo a criangas nao expostas ao
HIV (BRAHMBHATT et al., 2006; EVANS; JONES; PRENDERGAST,
2016; FILTEAU et al., 2011; KOYANAGI et al., 2011; MARINDA et
al., 2007). Estudos realizados ap6s a implementacao dos tratamentos com
antirretrovirais apresentam resultados semelhantes. Na Africa do Sul,
criangas HEU filhas de mulheres que receberam tratamento com
antirretrovirais apresentaram maior nimero de hospitaliza¢des devido a
infeccdes durante o primeiro ano de vida, quando comparadas a criangas
ndo expostas ao HIV (SLOGROVE et al., 2012). Em outro estudo
realizado na Bélgica comparando criangas ndo expostas ao HIV a criangas
HEU filhas de mulheres que receberam tratamento durante a gestacdo
demostrou-se que criancas HEU apresentaram maior susceptibilidade a
infeccdo severa por Streptococcus do grupo B (EPALZA;
GOETGHEBUER, 2010).

A prépria exposicdo ao tratamento com antirretrovirais pode ser
responsavel por parte das alteracGes observadas nessas criangas, uma vez
que alguns dos medicamentos utilizados durante a gravidez sdo capazes
de atravessar a barreira placentaria (ELSE et al., 2011). Acredita-se que
0 tratamento materno com antirretrovirais possa ter importantes
consequéncias para a crianga, dependendo do antirretroviral utilizado,
com possibilidade de alteragcdes na fungdo mitocondrial, alteracdes na
fungdo e crescimento cardiaco e alteragcbes na funcdo de células
progenitoras CD34* (AFRAN et al., 2014 MINISTERIO DA SAUDE,
2017b). Em um estudo retrospectivo realizado na Bélgica, Adler e
colaboradores (ADLER et al., 2015) observaram que criangas HEU,
filhas de mulheres que receberam tratamento com antirretrovirais
apresentaram maior risco de desenvolver infeccdes severas quando
comparadas a criangas ndo expostas ao tratamento. No Brasil, um estudo
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recente avaliou o crescimento de criangas HEU no estado do Rio de
Janeiro, comparando criangas filhas de mulheres que receberam
tratamento antirretroviral a criancas filhas de mulheres que néo receberam
tratamento e a conclusdo foi que a exposicao a antirretrovirais no inicio
da vida esta relacionada a menor peso e tamanho dessas criangas (HOFER
et al.,, 2015). Um maior nimero de hospitaliza¢cdes, menor taxa de
sobrevivéncia e maior taxa de desnutricdo também foram observadas em
uma coorte de criancas HEU em Mogambique, quando comparadas a
criancas ndo expostas ao HIV (RUPEREZ et al., 2017). Em 2016, um
estudo retrospectivo avaliando dados de criancas jamaicanas também
apontou elevado nimero de infecgdes em criancas expostas ao HIV
(PIERRE et al., 2016). Um estudo realizado utilizando dados de criangas
expostas ao HIV da Dinamarca também revelou um maior nimero de
admissdes em hospitais de criangas HEU quando comparadas a criangas
ndo expostas ao HIV. Entretanto, de acordo com 0s autores, essas
admissdes seriam principalmente devido ao acompanhamento padrdo de
criangas com historico de infeccdo por HIV na familia e a profilaxia da
transmiss@o em criancas expostas ao HIV, ndo sendo encontradas
diferencas entre criangas expostas e ndo expostas quanto ao numero de
internagdes devido a infecgdes. Nesse estudo criancas expostas ac HIV
ndo foram amamentadas (MOSEHOLM et al., 2016), sugerindo que é
possivel que a exposi¢do ao HIV tenha impactos distintos dependendo das
caracteristicas da populagdo.

Estudos também apontam que criancas HEU apresentam alteracoes
no sistema imunolégico, como por exemplo variagbes no ndmero de
linfocitos TCD4* e TCD8*, comprometimento na funcdo de células
progenitoras, maior ativacdo de células T e maiores niveis de IL-7
plasmatica (BORGES-ALMEIDA et al., 2011; CLERICI et al., 2000;
NIELSEN etal., 2001). Na Africa do Sul, um estudo avaliando a respostas
humoral em criangas HEU demonstrou que a exposic¢ao ao HIV durante a
gestacdo estd associada a menores niveis de anticorpos no nascimento
(JONES et al., 2011). Na Italia, Clerici e colaboradores (2000) avaliaram
diversos aspectos relacionados ao sistema imune de criangas HEU filhas
de mulheres que receberam tratamento, comparando-as a criangas
saudaveis ndo expostas ao HIV e concluiram que altera¢des na imunidade
celular e no desenvolvimento de células T ocorrem em recém-nascidos
HEU, sendo que algumas dessas alteragdes podem persistir durante a
infancia. Kidzeru e colaboradores (KIDZERU et al., 2014) avaliaram a
resposta de células T a vacinas em criancas HEU, comparando-as a
criangas ndo expostas ao HIV, e observaram alterag@es significativas na



29

resposta imune de linfécitos TCD4* e TCD8*. Criancas HEU apresentam
também uma maior propor¢do de linfocitos TCD4* naives quando
comparados a criangas filhas de mées HIV negativas (BUNDERS et al.,
2014), além de poderem apresentar reduzida fungdo timica,
comprometimento da funcdo de células apresentadoras de antigenos,
diferencas na proporcdo de linfécitos Thl e Th17 e maior ativacdo imune,
sendo que algumas dessas alteragcdes podem ser observadas nas criangas
por até 8 anos (AFRAN et al., 2014; BORGES-ALMEIDA et al., 2011).
Jallow e colaboradores (2017) avaliaram o efeito da infeccdo por HIV
materna na transferéncia de anticorpos contra 0 sarampo e observaram
que, apesar de mées HIV positivas e HIV negativas apresentarem titulos
semelhantes de anticorpos contra 0 sarampo, a quantidade de anticorpos
em plasma proveniente do corddo umbilical de criangas expostas ao HIV
foi muito inferior a de criangas ndo expostas, indicando uma deficiéncia
na transferéncia de anticorpos maternos (JALLOW et al., 2017).

Em criancas brasileiras foram também relatadas diferencas
significativas quanto a proporcao, fenétipo e funcdo de células NK no
sangue periférico de criangas expostas ao HIV quando comparadas a
criancas ndo expostas (SMITH et al., 2017). O desenvolvimento imune
foi avaliado em criancas brasileiras através da imunofenotipagem de
linfocitos e avaliagdo de circulos de excisdo do receptor de celula T
(TRECs, do inglés T-cell receptor excision circles) e niveis de LPS,
sCD14 e citocinas no plasma de criangas com diferentes idades, revelando
alteragdes nos niveis de MIP-1B em criangas de 12 meses, € nos niveis de
IL-4 e ativacdo imune em criangas entre 6 a 12 anos (MIYAMOTO et al.,
2017). O comprometimento do sistema imune em diversos aspectos
observado nas criancas HEU pode explicar, pelo menos em parte, a maior
frequéncia de infeccBes que acomete essa populacéo.

Mulheres infectadas pelo HIV apresentam elevados niveis de
citocinas pro inflamatérias e ativacdo de linfécitos T e B durante a
gravidez e existem evidéncias de maior ativagdo imune tanto de células
da imunidade inata quanto adaptativa em criangas HEU, quando
comparadas a criancas nao expostas ao HIV (BUNDERS et al., 2014;
EVANS; JONES; PRENDERGAST, 2016). As citocinas pro
inflamatérias IL-1p e IL-8 foram encontradas em concentracfes
significativamente mais altas no plasma de criangcas HEU filhas de mées
que receberam tratamento antirretroviral, comparadas a criangcas ndo
expostas ao HIV (BUNDERS et al., 2014). Ademais, mondcitos e células
dendriticas de criancas HEU apresentam producdo significativamente
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maior de citocinas pro inflamatorias quando estimulados in vitro,
comparado a criangas ndo expostas ao HIV (REIKIE et al., 2014).

Acredita-se que a maior causa da ativacdo imune crbnica, seja a
disseminacao de bactérias intestinais e de seus subprodutos (como o LPS,
por exemplo) do limen intestinal para a corrente sanguinea, conhecida
como translocacdo microbiana (BRENCHLEY et al., 2006; KLATT;
FUNDERBURG; BRENCHLEY, 2013; ZEVIN et al., 2016). O epitélio
intestinal atua como uma barreira prevenindo a passagem de compostos e
micro-organismos presentes no limen intestinal para a lamina propria do
intestino. Sendo assim, o dano causado a essa barreira resulta na
possibilidade de que endotoxinas ou mesmo micro-organismos inteiros
atravessem a mucosa intestinal, chegando aos tecidos e a circulagéo
sistémica (DILLON et al., 2014; DINH et al., 2015; PEREZ-SANTIAGO
et al., 2013; VAZQUEZ-CASTELLANOS et al., 2014). Alguns
marcadores de translocacdo microbiana classicos usualmente avaliados
no plasma ou soro sdo LPS bacteriano, EndoCAb (do inglés endotoxin
core antibody), proteina ligante de LPS (LBP, do inglés
Lipopolysaccharide binding protein) e o marcador de ativacdo de
mondcitos CD14 solivel (sCD14), além da quantificagdo de RNA
ribossomal bacteriano (NOVATI et al., 2015; SANDLER; DOUEK,
2012).

Ativacdo imune cronica e inflamagdo sistémica causadas pela
translocacdo microbiana podem ser fatores relacionados a maior
susceptibilidade a doengas observadas nessas criangas, uma vez que uma
maior ativagdo imune deixa o0 organismo mais susceptivel a outras
infeccBes. A ativagdo imune pode ser causada pela exposicdo do feto a
um ambiente prd inflamat6rio durante a gestacdo ou pela exposicdo ao
proprio HIV. A translocacdo microbiana que ocorre nas mées infectadas
pelo HIV pode afetar o desenvolvimento do sistema imune do feto, ou
ainda, a exposi¢do ao HIV durante a amamentacdo pode comprometer a
barreira da mucosa intestinal das criangas, levando a translocacdo
microbiana e ativacdo imune (EVANS; JONES; PRENDERGAST, 2016;
KLATT; FUNDERBURG; BRENCHLEY, 2013). A translocacdo
microbiana também tem sido relacionada a alteragcbes na microbiota
intestinal; assim, é possivel que essas criangas apresentem alteragdes na
comunidade de micro-organismos intestinais e que essas alteracGes
estejam relacionadas a transloca¢do microbiana e consequente ativagdo
imune aumentada, o que pode explicar algumas das complicagdes
enfrentadas por essas criangas (ZEVIN et al., 2016).
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1.2 A MICROBIOTAEOHIV

Nos Ultimos anos diversos trabalhos tém sido publicados
demonstrando o papel critico dos micro-organismos comensais
(microbiota), especialmente do intestino, no desenvolvimento e
modulacdo do sistema imune. Estudos iniciais com animais germ-free
demonstraram que bactérias intestinais sdo importantes para 0
desenvolvimento normal do sistema imune (BAUER et al.,, 1963;
THORBECKE, 1959). Estudos mais recentes tém ampliado esse
conhecimento e revelado fatores celulares e moleculares envolvidos nessa
relacdo, especialmente referente as células secretoras de IL-17 e T
regulatérias. No caso dos linfécitos T auxiliares 17 (Thl7), estes
dependem de um grupo especifico de bactérias intestinais para sua
diferenciacdo e estimulacdo, conhecidas como bactérias filamentosas
segmentadas (SFB, do inglés Segmented Filamentous Bacteria)
(IVANOV et al.,, 2009). Outras bactérias intestinais, incluindo
Bacteroides fragilis e algumas espécies dos grupos 1V e XIV do género
Clostridium, também se mostraram importantes para direcionar a
diferenciacdo de células Treg e na secre¢do da citocina regulatéria 1L-10
(ATARASHI et al., 2011; MAZMANIAN et al., 2005; MAZMANIAN;
ROUND; KASPER, 2008). As recentemente descritas células linfoides
inatas, tipicamente encontradas em mucosas, também apresentam
relagBes estreitas com a microbiota (BRITANOVA; DIEFENBACH,
2017).

Estima-se que 40% a 65% de todas as células do sistema imune
estejam localizadas no trato gastrointestinal (SHU et al., 2013), sendo
esse 0 primeiro alvo na infeccdo por HIV e onde ocorre maior perda de
linfocitos TCD4* durante a infeccdo (BRENCHLEY et al., 2004). Essa
deplecdo de linfocitos TCD4* causada pela infeccdo por HIV no trato
gastrointestinal ocorre rapidamente j& no inicio da infeccdo e continua
durante todos os estagios da progresséo da doenca (BRENCHLEY et al.,
2006). Com a constante deplecdo dessas células, a infeccdo pelo HIV
impacta o delicado equilibrio entre o trato gastrointestinal e a microbiota,
0 que leva ao comprometimento da barreira epitelial do intestino e
consequente translocagdo microbiana (SHU et al., 2013). Experimentos
in vitro demonstram que a exposi¢do ao HIV causa comprometimento de
juncdes de oclusdo em células epiteliais e acredita-se que 0 mesmo possa
ocorrer no epitélio intestinal (NAZLI et al., 2010). Ademais, acredita-se
que essas bactérias e seus subprodutos, quando presentes na circulacéo,
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estimulem receptores do tipo Toll (do inglés, Toll-like receptors), em
especial TLR-4 de células dendriticas e macrdfagos, estimulando a
producéo de I1L-10 por linfécitos B (JUDE et al., 2003; SHU et al., 2013).
A citocina IL-10 é conhecida por inibir citocinas proé-inflamatdrias,
conduzindo & tolerancia imunoldgica. Maiores proporgdes de linfocitos B
produtores de 1L-10 sdo encontradas em individuos HIV positivos e altos
niveis de IL-10 no plasma sdo relacionados a elevada carga viral nesses
individuos (SAMBLEBEN et al., 2018; SIEWE et al., 2013). Foi
demonstrado também que a producdo de IL-10 por linfocitos B pode inibir
células TCD8* especificas para o HIV (LIU et al., 2014; SIEWE et al.,
2013). Dessa forma, as bactérias intestinais indiretamente poderiam
contribuir para que se mantenha um estado de tolerdncia imunolégica, que
pode promover a replicacdo e transmissdo do virus (SHU et al., 2013).

Algumas das células do sistema imune que sofrem maior deplecéo
no trato gastrointestinal sdo os linfécitos Th17. Essas células auxiliam na
manutencdo da homeostase dos enterécitos, além de ter um papel
importante na imunidade antimicrobiana pela indugdo de defensinas e
recrutamento de neutréfilos (BRENCHLEY et al., 2008). A deplecéo
preferencial e constante de linfocitos Th17 no trato gastrointestinal de
individuos infectados pelo HIV pode levar a reducdo do controle de
bactérias intestinais, tornando o individuo especialmente suscetivel a
translocagdo microbiana e, consequentemente, & ativacéo imune cronica
(BRENCHLEY et al., 2008).

Por outro lado, a ingestdo de bactérias probidticas ja demonstrou
prover beneficios para individuos infectados por HIV, incluindo um
aumento no nudmero de linfocitos TCD4*. O consumo de iogurte
suplementado com os probiéticos Lactobacillus rhamnosus, GR-1 e L.
reuteri RC-14 levou a um aumento no nimero de linfocitos TCD4* em
mulheres HIV positivas na Nigéria (ANUKAM et al., 2008) e 0 consumo
de Bifidobacterium bifidum e Streptococcus thermophilus também levou
a um aumento na média de linfocitos TCD4* em criangas soropositivas
no Brasil (TROIS; CARDOSO; MIURA, 2008). O impacto positivo do
uso de probidticos em sintomas de translocacdo microbiana e ativacédo
imune também foi reportado em um estudo clinico randomizado, duplo-
cego e controlado por placebo. Apds a administracdo de Saccharomyces
boulardii por 12 semanas, individuos HIV positivos apresentaram
menores niveis de LBP e IL-6 no plasma, quando comparados ao grupo
que recebeu placebo (VILLAR-GARCIA et al., 2015).

Estudos clinicos tém apontado relacGes entre alteracdes na
microbiota intestinal (disbiose) e doencas de diversos tipos, como



33

obesidade (MONDOT et al., 2013), diabetes tipo 1 (ALKANANI et al.,
2015), cirrose (MACNAUGHTAN; JALAN, 2015) e doengas
cardiovasculares (YAMASHITA et al., 2015). Quanto ao HIV, estudos ja
apontam diferencas na composicdo da microbiota de individuos
soropositivos em comparacdo a individuos ndo infectados. Gori e
colaboradores (GORI et al., 2008) foram os primeiros a avaliar alteracfes
na comunidade de bactérias intestinais na infeccdo por HIV,
demonstrando que individuos soropositivos, além de apresentarem
alterages na microbiota, com predominéncia de patdgenos oportunistas
(Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans) e menor abundancia de
bactérias consideradas protetoras (Bifidobacteria e Lactobacilli),
apresentaram também maiores niveis de calprotectina nas fezes,
indicando inflamacdo na mucosa intestinal. Posteriormente, bidpsias de
duodeno demonstraram uma maior quantidade de bactérias pertencentes
a ordens consideradas pré inflamatérias (como Enterobacteriales e
Bacteroidales) na mucosa de pacientes HIV positivos, em relacdo a
individuos saudaveis. Ademais, a quantidade de bactérias pertencentes a
essas ordens nas fezes se mostrou associada & deplecdo de linfdcitos
TCD4* no duodeno e a ativagéo de linfocitos TCD8* no sangue periférico
(ELLIS et al., 2011). Outro estudo demonstrou que uma maior proporcao
de bactérias pertencentes ao género Lactobacillales esta associada a um
maior ndmero de linfocitos TCD4* no sangue, menor carga viral e
reduzida translocacdo microbiana em individuos com infeccdo recente
por HIV que néo recebiam tratamento (PEREZ-SANTIAGO et al., 2013).

Atualmente tem se tentado identificar aspectos que caracterizem a
alteracdo da microbiota nos individuos infectados pelo HIV. Entretanto,
alguns estudos apresentam resultados contraditorios, principalmente
devido a consideracdo ou ndo dos demais fatores que possam causar
alteracdes na composicdo da microbiota, de modo que ainda ndo é
possivel determinar um perfil de alteracdo na microbiota que seja
correspondente a infeccdo pelo HIV. Diversos estudos apontam uma
diminuicdo da diversidade de bactérias em individuos HIV positivos e
essa menor diversidade parece estar relacionada a um menor nimero de
linfocitos T CD4+ e maior transloca¢do microbiana (DUBOURG et al.,
2016; MCHARDY et al., 2013; MONACO et al., 2016; MUTLU et al.,
2014; NOWAK et al., 2015). Entretanto Lozupone e colaboradores
(LOZUPONE et al., 2013) encontraram uma maior diversidade de
bactérias na microbiota intestinal de individuos HIV positivos quando
comparados a individuos saudaveis. Quanto aos géneros presentes na
microbiota intestinal, estudos apontam um aumento na propor¢do de
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bactérias pertencentes ao género Prevotella e diminuicao de Bacteroides
em individuos infectados pelo HIV-1 (DILLON et al., 2014; PAQUIN-
PROULX et al., 2016; VAZQUEZ-CASTELLANOS et al., 2014).
Entretanto, a variagdo nas propor¢des de Prevotella e Bacteroides
também podem ser associadas a fatores ambientais, estilo de vida, dieta e
preferéncias sexuais. De acordo com Noguera-Julian e colaboradores
(NOGUERA-JULIAN et al., 2016) a maior propor¢do de Prevotella em
individuos HIV positivos estaria mais relacionada a maior prevaléncia de
homens que mantém relagdes sexuais com homens nesse grupo, ja que,
segundo os autores, a maior proporcdo de Prevotella das fezes mostra
grande associacdo a preferéncia sexual. Os autores também afirmam que
uma das possiveis marcas da dishiose relacionada a infec¢do por HIV
seria a reducdo do nimero de espécies de bactérias (riqueza), que nesse
estudo, correlacionou-se fortemente a infec¢do pelo HIV mesmo quando
considerados os demais fatores. Nowak e colaboradores (NOWAK et al.,
2015) também encontraram um menor ndmero de espécies de bactérias
nas fezes de individuos infectados por HIV, quando comparados a
individuos saudaveis néo infectados.

AlteracBes nas proporgdes entre os principais filos de bactérias
encontradas na microbiota intestinal também tém sido reportadas. Estudos
apontam a existéncia de uma maior quantidade de bactérias pertencentes
ao filo Proteobacteria em individuos HIV positivos quando comparados a
individuos HIV negativos saudaveis (NOWAK et al., 2015; SUN et al.,
2016; VUIJKOVIC-CVUJIN etal., 2013; YANG et al., 2016), o que parece
estar relacionado a maior translocacdo microbiana nesses individuos
(WILLIAMS; LANDAY; PRESTI, 2016). Diversos estudos demonstram
também que pacientes infectados pelo HIV apresentam maior proporcao
de patdégenos oportunistas e diminuicdo na quantidade de bactérias
comensais (LOZUPONE et al., 2013; MCHARDY et al., 2013; MUTLU
et al., 2014; YANG et al., 2016) e que a dishiose do intestino esta
fortemente associada a translocagdo microbiana e ativagdo imune
(DILLON et al., 2014; DINH et al., 2015; PEREZ-SANTIAGO et al.,
2013; VAZQUEZ-CASTELLANOS et al., 2014).

Foi demonstrado também que a terapia antirretroviral ndo recupera
a comunidade bacteriana completamente (LOZUPONE et al., 2013;
NOWAK et al., 2015). Individuos infectados pelo HIV que recebem
tratamento antirretroviral apresentam altera¢cdes na microbiota e podem
apresentar maior abundancia de diversos grupos da comunidade de micro-
organismos intestinais, quando comparados a individuos saudaveis ndo
infectados (DINH et al.,, 2015; MUTLU et al., 2014; VUIKOVIC-
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CVUIN et al., 2013). Em uma avaliacdo longitudinal da microbiota
intestinal de pacientes HIV positivos antes e depois de iniciarem o
tratamento com antirretrovirais, Nowak e colaboradores (NOWAK et al.,
2015) observaram que a diversidade de bactérias na microbiota desses
individuos diminuiu ainda mais apds o inicio do tratamento.

Nowak e colaboradores (NOWAK et al.,, 2017) avaliaram a
microbiota intestinal de homens que tem relages sexuais com homens
(HSH) infectados por HIV sob tratamento antirretroviral e 0s comparou a
HSH infectados por HIV porém sem tratamento antirretroviral e HSH nédo
infectados. Foi observada menor diversidade alfa do filo Bacteroidetes
em individuos que receberam tratamento antirretroviral em relacdo aos
demais grupos. Apesar de ndo encontrarem diferencas significativas na
abundancia de tdxons da microbiota entre individuos HIV positivos ndo
tratados e individuos HIV negativos, foram encontradas diferencas na
abundancia de diversos géneros entre individuos tratados e ndo
infectados.

Em uma andlise metagendmica, Vazquez-Castellanos e
colaboradores (VAZQUEZ-CASTELLANOS et al., 2014) avaliaram a
composicdo da microbiota intestinal e seu contetido de genes funcionais
e determinaram vias metabdlicas da comunidade bacteriana relacionadas
a disfungdo imune. Os autores observaram que além da disbiose,
individuos infectados pelo HIV apresentavam um perfil genético alterado
da comunidade de micro-organismos intestinais, com maior quantidade
de genes da microbiota envolvidos em diversas vias relacionadas a
inflamagdo, como genes envolvidos em processos patoldgicos e
relacionados a translocacdo microbiana, enquanto que genes relacionados
a processos energéticos e ao metabolismo de aminoacidos encontravam-
se em menor quantidade na microbiota intestinal desses individuos.

Alteracbes na composicdo viral do intestino também tém sido
estudadas em individuos HIV positivos. Monaco e colaboradores
avaliaram o viroma e o microbioma de individuos infectados por HIV
tratados e ndo tratados com antirretrovirais, comparando-os a individuos
ndo infectados por HIV e observaram que niveis de linfocitos TCD4* na
circulacdo sistémica estavam relacionados a uma maior quantidade de
adenovirus entéricos em individuos infectados por HIV, independente de
tratamento antirretroviral (MONACO et al., 2016).

1.3 A MICROBIOTA INFANTIL E O HIV
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Durante os primeiros anos de vida, a colonizagdo da mucosa
intestinal pela microbiota é caracterizada por flutuagdes na diversidade,
até que se alcance um ponto de equilibrio a partir do qual a comunidade
de micro-organismos se mantém relativamente estavel, quando na
auséncia de perturbacdes ambientais. Essas alteragdes da microbiota no
inicio da vida ocorrem concomitantemente ao desenvolvimento, expansdo
e educacdo do sistema imune das mucosas. Assim, a maturagao imune é
provavelmente influenciada, direta ou indiretamente, pela presenca da
microbiota comensal e a colonizacdo do intestino no inicio da vida pode
ter um grande impacto na salde do individuo, com consequéncias que
podem ser observadas até a vida adulta (GENSOLLEN et al., 2016).
Existem evidéncias de que a composi¢do da microbiota no inicio da vida,
apesar de sofrer diversas alteracdes, esta correlacionada a composicéo da
microbiota em idades mais avangadas, sugerindo que a disbiose durante a
infancia pode ter consequéncias para a salde do individuo no futuro
(SODERBORG et al., 2016).

Ainda ndo se conhece exatamente a idade em que a microbiota
infantil se estabiliza e passa a apresentar uma composi¢do mais
semelhante a do adulto (CHENG et al., 2015). Um estudo transversal com
531 individuos de trés diferentes paises mostrou que a microbiota infantil
gradualmente “amadurece”, ou seja, transforma-se em uma microbiota
mais semelhante & do adulto, até os trés anos de idade (YATSUNENKO
et al., 2012). Recentemente, um grande estudo longitudinal que
acompanhou 415 mulheres e seus filhos determinou que o
amadurecimento da microbiota infantil ocorre entre 1 e 2 anos de idade e,
portanto, o estabelecimento da microbiota adulta ocorreria a partir dos
dois anos de idade (AVERSHINA et al., 2016). Cheng e colaboradores
(2016), por outro lado, apds avaliar a microbiota intestinal de 28 criangas
entre 1 e 4 anos acompanhadas durante um ano e 23 adultos, concluiram
gue a microbiota intestinal de criancas ndo se estabiliza antes dos 5 anos
de idade. Entretanto, um dos fatores mais importantes no amadurecimento
da microbiota intestinal infantil € o término da amamentacdo e a
introducdo de alimentos sélidos (BERGSTROM et al., 2014; LAURSEN
etal., 2017).

O amadurecimento da microbiota intestinal em criangas parece nao
ser um processo aleatério. Espécies distintas e interacdes especificas entre
tdxons importantes podem ser identificadas em diferentes idades. Um
estudo que avaliou a microbiota intestinal de 98 criancas nos primeiros
dias de vida e em diferentes pontos do desenvolvimento até um ano de
idade demonstrou que os principais fatores responsaveis pela maior
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variacdo na microbiota intestinal de criangas saudaveis sdo o tipo de parto
e a alimentacdo. Em criangas nascidas por parto normal, a maioria das
espécies que fazem parte da microbiota infantil sdo provenientes da
microbiota vaginal materna, enquanto que em criangas nascidas por
cesariana, a microbiota intestinal foi colonizada por bactérias
provenientes da pele, boca e do ambiente (BACKHED et al., 2015;
DOMINGUEZ-BELLO et al., 2010).

Diversos estudos ja identificaram alteragdes na microbiota
intestinal de criancas e associaram essas alteracdes a diferentes doencas,
como dermatite atopica (NYLUND et al., 2015), autismo (SON et al.,
2015), obesidade (AZAD et al., 2014), esclerose maltipla (TREMLETT;
WAUBANT, 2018) e doencas gastrointestinais (ABRAHAMSSON;
WU; SHERMAN, 2017). Estudos avaliando a microbiota intestinal de
criangas HIV positivas, por outro lado, sdo escassos. A microbiota oral de
criancas infectadas pelo HIV ja foi investigada e ndo foram encontradas
diferencas significativas entre criancas com infeccdo controlada e
criancas saudaveis ndo infectadas (GOLDBERG et al., 2015). Entretanto,
a microbiota intestinal é bastante distinta da microbiota oral, sendo que
alteragBes da microbiota intestinal podem ser independentes da
microbiota oral (HUTTENHOWER et al., 2012). A frequéncia de
algumas bactérias intestinais cultivaveis também foi avaliada em criancas
expostas ao HIV através da amamentacgdo, ndo tendo sido encontradas
diferencas na composicdo dessas bactérias em criancas expostas ao HIV
e criancas ndo expostas (GONZALEZ et al., 2013).

Considerando que a microbiota intestinal e vaginal em mulheres
adultas apresenta alteragcdes (WILLIAMS; LANDAY; PRESTI, 2016) e
gue a microbiota de criancas sofre grande influéncia da microbiota
materna (ROMANO-KEELER; WEITKAMP, 2015), é esperado que a
microbiota intestinal de criangas filhas de mulheres infectadas pelo HIV
também apresente alteracbes. Com o0s avancos das técnicas de
sequenciamento, foi possivel identificar bactérias ndo cultivaveis e menos
conhecidas da microbiota intestinal, permitindo uma avaliagdo muito
mais detalhada da composicdo dessa microbiota, que levou ao
conhecimento das importantes relacdes entre a comunidade de micro-
organismos intestinais e diversos fatores importantes para a manutencao
da homeostasia do individuo (WOOLEY; YE, 2009). Explorar os perfis
metagendmicos que resultam das alteragcdes na microbiota promovem um
melhor entendimento do papel da microbiota no desenvolvimento da
doenca, podendo levar a determinacdo de novos marcadores para a
identificacdo da doenca antes da apresentacdo de sinais clinicos
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(ARRIETA et al.,, 2014). Um estudo recente avaliou a microbiota
intestinal, oral e da pele de 25 criancas expostas ao HIV e a microbiota
vaginal, da mama e do leite de suas mées, comparando-as a microbiota de
criangas e mulheres ndo expostas e ndo infectadas por HIV. Foi observado
que a microbiota de criancas expostas ao HIV foi significativamente
diferente da microbiota de criangas ndo expostas, indicando que o status
da infeccdo por HIV materna tem influéncia na microbiota infantil
(BENDER et al., 2016).

Com a generalizacdo dos tratamentos com antirretrovirais e dos
programas de prevenc¢do da transmissdo vertical do HIV, o ndmero de
criancas HEU continuard a aumentar no mundo sendo, portanto,
importante que sejam determinadas as causas das diversas alteragdes
observadas nessas criangas, tais como comprometimento do crescimento,
maior mortalidade, maior risco de desenvolvimento de infecgdes, maior
namero de hospitalizagdes e alteragcdes no sistema imune. Considerando
a importancia da microbiota intestinal para o desenvolvimento do sistema
imune e homeostase do hospedeiro, € possivel que alteragdes na
microbiota intestinal de criancas HEU estejam relacionadas aos
problemas enfrentados por elas. Entretanto, estudos avaliando a
microbiota intestinal de criangcas HEU sdo bastante escassos e ainda
inexistentes no Brasil. Assim, objetiva-se que o estudo detalhado da
microbiota intestinal e marcadores de inflamacdo nesses individuos
auxilie na compreensédo das causas da maior susceptibilidade a doengas e
demais alteracGes observadas nessas criangas.

1.4  HIPOTESE

Criancas HEU apresentam microbiota intestinal distinta das
criangas filhas de mulheres ndo infectadas pelo HIV, sendo essa disbiose
relacionada ao maior nimero de infeccbes e problemas de
desenvolvimento que essas criangas apresentam.
15 OBJETIVOS

1.5.1  Objetivo geral

Caracterizar a microbiota intestinal e avaliar a presenca de
marcadores de inflamacdo, relacionando-os ao ndmero de infecces
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sofridas e crescimento de criangas filhas de mulheres infectadas pelo HIV,
e comparando-as a criangas filhas de mulheres ndo infectadas.

1.5.2  Objetivos especificos

a) Caracterizar a microbiota intestinal de criancas filhas de
mulheres infectadas ou ndo pelo HIV e de suas respectivas mées;

b) Comparar a microbiota intestinal de criancas HEU a microbiota
de criangas HIV negativas filhas de mulheres HIV negativas;

c) Correlacionar habitos alimentares das mées e das criangas a
composigdo de sua microbiota intestinal;

d) Relacionar alteragfes na composicdo da microbiota intestinal
das mdes & microbiota intestinal de seus filhos;

e) Quantificar marcadores de inflamagdo e translocacdo
microbiana no plasma das maes e das criancas;

f) Comparar a presenca de marcadores de inflamagcdo e
translocacdo microbiana nas criangas HEU as criangas filhas de mulheres
HIV negativas;

g) Correlacionar alteragdes na microbiota intestinal e a presenca de
marcadores de inflamacdo e translocacdo microbiana ao nimero de
doencas e crescimento dessas criangas.
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2 METODOLOGIA

21  LOCAL, POPULACAO DE ESTUDO, CRITERIO DE
INCLUSAO E CONSIDERAGOES ETICAS

Este foi um estudo transversal. A populagdo de estudo é constituida
por mulheres e seus filnos com por volta de dois anos de idade, recrutados
no Hospital Infantil Joana de Gusméo, em Floriandpolis, SC. Os pacientes
recrutados foram classificados de acordo com a determinacgéo de infeccéao
ou exposicdo ao HIV nas mulheres e nas criangas em dois grupos: i-
Criancas expostas ao HIV e ndo infectadas (HEU) e suas respectivas mées
HIV positivas; ii- Criangas ndo expostas e ndo infectadas por HIV e suas
respectivas mées HIV negativas. Criancas expostas ao HIV foram
recrutadas no setor de infectologia, enquanto que criangas ndo expostas
ao HIV foram recrutadas no setor de puericultura do hospital. Tendo em
vista que a amamentacdo tem um grande impacto na microbiota infantil,
e que as recomendacBes do Ministério da Salde brasileiro sdo de que
todas as mulheres infectadas por HIV ndo devem amamentar suas
criancas, foram feitos esforgos para que todas as criangas recrutadas,
expostas ou ndo ao HIV, ndo estivessem recebendo leite materno na data
da coleta, bem como ndo tivessem sido amamentadas por cerca de 1 ano.

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos do Hospital Infantil Joana de Gusmao sob o parecer n°
2.022.007. As médes foram abordadas durante a espera para consultas de
rotina das criangas e convidadas a participar do estudo. Todas as maes
foram esclarecidas em relagdo a sua participacdo neste estudo e assinaram
voluntariamente o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
autorizando sua participacdo e a de seu(ua) filho(a) (Anexo A).

2.2 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

No momento do recrutamento das voluntarias, foram solicitadas
amostras de fezes e de sangue tanto das mées como das criangas, acesso
aos prontuarios e algumas informacGes a serem fornecidas pelas mées
através do preenchimento de um questionario.

Para a caracterizacdo da microbiota intestinal, as mées foram
orientadas a como coletar suas amostras de fezes e de suas criangas e
manté-las refrigeradas. As amostras foram entéo recolhidas na residéncia
das voluntarias ou no Hospital Infantil, de acordo com a preferéncia da
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prépria voluntéria, e levadas até o Laboratdrio de Imunologia Aplicada
(MIP/CCB/UFSC) onde foram realizadas as extracbes de DNA
bacteriano utilizando o kit QlAamp DNA Stool Mini Kit (Quiagen),
seguindo as recomendacBes do fabricante. O DNA extraido foi
imediatamente armazenado a -20°C para uso posterior.

Para a avaliacdo da presenca de marcadores de translocacdo
microbiana, foram coletados 4ml de sangue periférico das maes e 2ml de
sangue periférico das criangas. As amostras foram coletadas em tubo com
EDTA e centrifugadas por 10 minutos a 3.000 rpm para separacdo do
plasma, que foi armazenado a -80°C.

Para a avaliacdo do crescimento e nimero de infec¢des das criancas
foram utilizados dados dos prontuarios e informacdes fornecidas pelas
maes por meio de dois questionarios, um sobre seus habitos de vida e
alimentacdo e outro sobre a alimentacéo e a salde da crianca (Apéndices
A e B). Dados de contagem de linfécitos TCD4* e TCD8*, carga viral e
niveis de proteina C reativa e albumina no sangue periférico também
foram obtidos dos prontuérios das pacientes.

2.3 PREPARACAO DA BIBLIOTECA METAGENOMICA E
SEQUENCIAMENTO

O DNA extraido foi quantificado utilizando o kit comercial Qubit
dsDNA HS (Thermo Fisher) e sua integridade foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose 2%. As regies V3 e V4 do gene do rRNA
16S foram amplificadas por PCR utilizando os iniciadores Illumina

universais para Eubacteria 16S_F
(B TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGG
GNGGCWGCAG-3) e 16S_R

(5'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTAC

HVGGGTATCTAATCC3') e a confirmacdo da amplificacdo de cada
amostra foi também realizada através de eletroforese em gel de agarose
2%. Para a preparacgdo da biblioteca de rRNA 16S, o produto da PCR foi
purificado utilizando microesferas magnéticas Agencourt AMPure XP
(Beckman Coulter), sendo que os adaptadores para identificacdo das
amostras foram adicionados utilizando o kit Nextera XT Index (Illumina)
e em seguida as amostras foram quantificadas por gPCR utilizando o kit
KAPA Library Quantification Kit Universal para plataforma Illumina
(Kapa Biosystems). Apds a quantificacdo, foi montado um pool
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equimolar a 3nM e o sequenciamento foi realizado na plataforma MiSeq
(IMlumina) utilizando o kit de reagentes de 500 ciclos (V2).

2.4 ANALISES IN SILICO

As sequéncias de baixa qualidade foram filtradas utilizando a
ferramenta Trimmomatic versdo 0.36 (BOLGER; LOHSE; USADEL,
2014) de acordo com o tamanho das sequéncias e valor de phred score.
Nucleotideos com qualidade abaixo de 20 no inicio ou final das
sequéncias, ou que apresentassem qualidade média inferior a 20 a cada
grupo de 5 nucleotideos foram considerados como de baixa qualidade e
excluidos. Em seguida, foram excluidas sequéncias com tamanho total
menor que 100 nucleotideos. Os pares de fragmentos foram pareados
utilizando a ferramenta PEAR versdo 0.9.8 (ZHANG et al., 2014) e as
sequéncias resultantes foram novamente filtradas para que se
mantivessem apenas sequéncias com entre 435 e 468 nucleotideos,
correspondendo aos tamanhos mais frequentes, com objetivo de remover
sequéncias de tamanho muito reduzido e sequéncias que ndo foram
pareadas corretamente.

A remocdo de quimeras, determinacdo das unidades taxondmicas
operacionais (OTUs, do inglés operational taxonomic units) e a
determinacdo taxondmica das OTUs foram realizadas no programa Qiime
1 (CAPORASO et al., 2010), de acordo com o descrito por Comeau,
Douglas e Langille (COMEAU; DOUGLAS; LANGILLE, 2017). As
sequéncias quiméricas foram removidas utilizando a ferramenta
VSEARCH versdo 1.11.1 (ROGNES et al., 2016) e a determinagéo de
OTUs foi realizada utilizando um pipeline de referéncia aberta com as
ferramentas SortMeRNA versdo 2.0-dev (KOPYLOVA; NOE; LE NE
TOUZET, 2012) e SUMACLUST versdo 1.0.00 (MERCIER et al., 2013),
identificando as OTUs com identidade igual a 97%. A identificacdo
taxondmica foi realizada utilizando a base de dados do Greengenes, V.
13.8 (MCDONALD et al., 2011). A tabela de OTUs resultante foi entdo
filtrada para a remogéo de OTUs de baixa confianca e normalizada de
acordo com a amostra com 0 menor nimero de sequéncias, para que todas
as amostras mantivessem a mesma cobertura. A predicdo do conteldo
funcional foi realizada utilizando a ferramenta PICRUSt (LANGILLE et
al., 2013) com a tabela de OTUs normalizada considerando o nimero de
copias do gene 16S.
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2.5  ANALISE DOS MARCADORES DE TRANSLOCACAO
MICROBIOANA E INFLAMACAO

Para a analise de marcadores de translocacdo microbiana e
inflamagdo foram quantificados CD14 sollvel (sCD14) e as citocinas
inflamatérias 1L-12p70, TNFa, 1L-10, IL-6, IL-1p e IL-8. As citocinas
inflamatorias foram avaliadas por citometria através de CBA (do inglés,
“citometric bead array”) utilizando o kit comercial Human Inflammatory
Cytokines (BD Biosciences), seguindo as recomendacg0es do fabricante e
os resultados foram analisados utilizando o programa FCAP Array (BD
Biosciences). Para alguns pacientes, foram também avaliados 0s niveis de
proteina C reativa circulantes, que foram mensurados pelo laboratério do
hospital infantil e obtidos dos prontuarios dos pacientes.

Para a quantificacdo de sCD14 foi utilizado plasma diluido 2.000
vezes e o kit comercial ELISA-sCD14 DuoSet (R&D Systems). Para
sensibilizacdo da placa foi adicionado anticorpo de captura diluido em
tampdo fosfato-salino (PBS) na concentracdo indicada pelo fabricante a
uma placa de 96 pogos transparente (MicrotestTM, BD FalconTM), que
foi incubada a 6°C por 10 horas. Apds esse periodo, a placa foi lavada trés
vezes com solucdo de lavagem (PBS e Tween 20 0,05%), sendo
posteriormente aplicada a solucdo de blogueio (PBS e gelatina incolor
0,5%) e incubada a 6°C durante a noite seguida de incubacéo por 30 min
a 37°C. Para a preparacdo da curva padrdo, sCD14 recombinante foi
diluido a uma concentracdo inicial de 5000 pg/mL de acordo com a
recomendacéo do fabricante e diluido serialmente na base 2 para um total
de 7 diferentes concentracdes. Apos o blogueio, a placa foi novamente
lavada trés vezes com solugdo de lavagem e as dilui¢fes da curva padréo
e 0 branco foram aplicados a placa em duplicata, as amostras aplicadas
em triplicata e a placa foi incubada por duas horas a 37°C. Em seguida, a
placa foi lavada como anteriormente, sendo entéo adicionado o anticorpo
de deteccdo, diluido em solucdo de bloqueio de acordo com as
recomendacOes do fabricante, sendo a placa incubada por duas horas a
37°C. Foi realizada entdo nova lavagem, como descrito, adicionada a
solugdo de Streptavidina, diluida 200 vezes em solucdo de bloqueio, e a
placa incubada por 20 minutos a 37°C. A placa foi lavada trés vezes
novamente com solucédo de lavagem, sendo entdo adicionado o substrato
cromdgeno (1 mg tetrametilbenzidina diluida em dimetilsunfoxido
adicionado a 9ml de tampao fosfato citrato [2,57 ml de fosfato de sodio
dibasico 0,2 M; 2,43 ml de acido citrico 0,1 M; 5 mL de agua]) e incubada



45

por 20 minutos a 37°C. Para parar a reacdo enzimatica foi adicionado
acido sulfurico a 2 N a todos os pocos. A densidade Optica de cada poco
foi determinada a 450 nm, com correc¢do a 570 nm.

2.6 AVALIAA\CAO DAS RESPOSTAS AO QUESTIONARIO DE
FREQUENCIA ALIMENTAR

Para avaliar a alimentacdo dos participantes do estudo, foi
desenvolvido um questionario de frequéncia alimentar (QFA), utilizando
alimentos usualmente consumidos na regido e com alguma indicacdo de
interferéncia na microbiota intestinal (ZHERNAKOVA et al., 2016). O
QFA foi aplicado juntamente com 0s questionarios sobre habitos de vida
e alimentacdo (Apéndices A e B). Paraa avaliacdo dos resultados do QFA,
os dados categdricos ordinais do questionario foram convertidos em
valores numéricos, tendo como referéncia o valor de consumo por semana
(baseado em MARKHUS et al., 2013). No caso de valores que
correspondiam a um intervalo foi utilizada a média do intervalo, de acordo
com a Tabela 1.

Tabela 1: Valores de referéncia para conversdo dos dados ordinais do
questionario de frequéncia alimentar.

Frequéncia Intervalo numérico Valor
por semana numérico
Todos os dias, pelo menos 7 7

uma vez por dia

5 ou mais vezes por semana 5-6 55
2 a 4 vezes por semana 2-4 3
1 vez por semana 1 1
1 a 3 vezes por més 0,25 -0,75 0,5
Menos de uma vez por més 0,2-0,019 0,1

Nunca 0 0
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2.7 ANALISES ESTATISTICAS

Dados sociodemogréficos e clinicos foram analisados no programa
R (R CORE TEAM, 2017) utilizados os testes de Student (t) para
variaveis paramétricas ou Mann-Whitney-Wilcoxon para variaveis nédo
paramétricas. O teste de Kolmogorov-Smirnov com correcao Lilliefors
foi utilizado para avaliar a distribuicdo dos dados. Diferencas entre
variaveis qualitativas foram avaliadas pelo teste de Fisher. O calculo do
indice z de peso por idade foi realizado com base em dados da
Organizacdo Mundial de Saude, utilizando o pacote igrowup no programa
R (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011).

Alteracbes na microbiota intestinal entre os diferentes grupos
foram avaliadas com o pacote Phyloseq (MCMURDIE; HOLMES, 2013)
no programa R. Para avaliar a diferencas na composicdo da microbiota
entre individuos (diversidade beta) foi utilizada o indice de
dissimilaridade de Bray Curtis e para determinar diferencas significativas
entre os grupos foi utilizado PERMANOVA (adonis com 999
permutacdes). Para avaliar diversidade alfa foram utilizados os indices de
diversidade de Shannon e Simpson e para avaliar a riqueza foi utilizado o
indice Chaol.

Para identificar diferencas na abundancia de tdxons da microbiota
intestinal entre os grupos estudados, foi utilizada uma tabela de OTUs nédo
normalizada e foram removidas dessa tabela as OTUs com valor igual a
zero em mais de 80% das amostras. Diferencas foram identificadas
utilizando o pacote DESeq2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014) no R,
que realiza uma analise diferencial baseada em distribuicdo binomial
negativa. Foram consideradas como significativamente diferentes as
OTUs que apresentaram valor de p corrigido menor que 0,05 de acordo
com o teste binomial de Wald com corre¢do para falsos positivos de
Benjamini-Hochberg. Diferengas entre grupos nos resultados da predi¢do
de conteudo funcional foram também avaliadas com o pacote DESeq2,
utilizando os mesmos pardmetros acima descritos.

As relacdes entre consumo de alimentos e a microbiota intestinal
foram avaliadas por correlagdo de Spearman entre a frequéncia de
atividades ou consumo de alimentos e os indices de diversidade e riqueza
e através da avaliacdo do indice de dissimilaridade de Bray Curtis para
cada item do questionario de frequéncia alimentar, ambos realizados no
programa R.
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3 RESULTADOS
3.1 POPULACAO DE ESTUDO

As maes foram recrutadas durante o periodo de outubro de 2016 a
maio de 2017. Foram recrutados ao todo 38 individuos, sendo 12 criancas
HEU e suas mées HIV positivas, mais 7 criangas ndo expostas e ndo
infectadas e suas 7 maes HIV negativas. Nenhuma crianca estava sendo
amamentada no momento do recrutamento e coleta de amostras e ndo
tinham sido amamentadas por no minimo 8 meses anteriores ao seu
ingresso na pesquisa. Ndo foram observadas diferencas estatisticas quanto
a sexo, cor de pele, ou tipo de parto entre criangas expostas e ndo expostas
ao HIV, como pode ser observado na Tabela 2. De acordo com o descrito
pelas médes durante o preenchimento do questionario, quatro criancas
expostas, duas criangas ndo expostas ao HIV e quatro maes HIV positivas
consumiram antibi6ticos dentro de 3 meses anteriores ao recrutamento.
Nenhum dos participantes consumiu probidticos nesse mesmo periodo.
Uma das mées HIV positivas se declarou como fumante e afirmou ter
fumado durante a gravidez. Essa mesma mae afirmou ndo fazer o
acompanhamento de sua infeccdo e, portanto, ndo possuia registros
recentes de carga viral e linfdcitos TCD4+ e TCD8+. Dentre as demais
maes, todas estavam recebendo tratamento antirretroviral e apresentaram
ntmeros de linfocitos TCD4+ e TCD8+ relativamente elevados, apenas
uma mae possuia carga viral detectavel (Tabela 3).

Tabela 2: Caracteristicas clinicas e demograficas de criancas expostas e
ndo expostas ao HIV em Floriandpolis, SC, Brasil.

N&o expostas ao
Expostasao HIV p
HIV

Namero de individuos 7 12 -
Idade (meses,

mediana(ll1Q))

Sexo feminino (%) 4 (57,14) 6 (50) 1,00
Cor da pele (%)

24 (21a25) 18 (16,75 a22,25) 0,02
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Branca 4 (57,14) 9 (75)

Negra 0 1(8,33)
Mulata/Parda 2 (28,57) 2 (16,67)

Né&o declarado 1(14,29) 0

Parto vaginal (%0) 4 (57,14) 6 (50) 1,00
Nascimento a termo (%o) 5(71,43) 9 (75) 1,00
Peso (g, mediana(l1Q)) (12.235 N 212.870) (10.733 . 22.850) 0,15
indice z de peso por idade 0,50 0,68 079
(mediana, (11Q)) (-0,04 a 1,44) (-0,32a0.97) ™
Albumina (g/dL, 4,15 4,10 0.93
mediana(11Q)) (3,882a4,43) (4,10a1,75) ’

Contagem de linfocitos

TCD4* (células/mmg, ) 2.636 -
_ (2.212 2 3.016)

mediana(ll1Q))

Contagem de linfocitos

TCD8* (células/mmg, ) 1.000 -

. (792,5 a 1.486,8)
mediana(ll1Q))
Razao entre células 258
CD4/CD8 (mediana(l1Q)) i (2,14 a 3,13)
Células CD45*

j \ 5.614
(células/mm?, - (4.518a8207)

mediana(llQ))

11Q = Intervalo Interquartil
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Tabela 3: Caracteristicas clinicas e demograficas de mées HIV positivas

e HIV negativas em Florianopolis, SC, Brasil.

HIV positiva HIV negativa p
NUmero de individuos 12 7 -
Idade (anos, mediana
34 (24 a 35) 29(27a33) 1,00
(11Q))
IMC (kg/m2, 27,78 (22,44 a 24,86 (22,07 a 041
mediana(11Q)) 36,91) 32,27) ’
Cor da pele (%)
Branca 7 (58,33) 3 (42,86)
Negra 3(25) 0
Mulata/Parda 2 (16,67) 3 (42,86)
N&o declarado 0 1(14,29)
Contagem de linfocitos
) 749,5 (600,2 a
TCD4* (células/mmg, -
) 816,0)
mediana(l1Q))
Contagem de linfocitos
792,0 (725,5a
TCD8* (células/mmg, -
_ 1.132,0)
mediana(l1Q))
Razao entre células
) 0,65 (0,52 a 1,10) -
CD4/CD8 (mediana(l1Q))
Células CD45*
] 2.056 (1.750 a
(células/mms3, -
) 2.664)
mediana(l1Q))
Recebendo tratamento
11 (91,67%) -

antirretroviral (%)
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Carga viral detectavel
(%)

11Q = Intervalo Interquartil; IMC = indice de Massa Corporal.

1(8,33%) -

3.2 FREQUENCIA DE INFECCQI;S E CRESCIMENTO DE
CRIANCAS EXPOSTAS E NAO EXPOSTAS AO HIV

Uma vez que criangas expostas e ndo expostas ao HIV podem
frequentar diversas unidades de salde ou hospitais em caso de
necessidade de atendimento médico, ndo existindo ainda um sistema
Unico de prontudrio clinico individual em nosso pais, a frequéncia de
processos patoldgicos apresentados pelos dois grupos de criangas foi
avaliada unicamente de acordo com as respostas das maes a perguntas do
questionario. Ademais, criancas expostas e ndo expostas ao HIV sao
atendidas em setores distintos do Hospital Infantil e os registros em cada
um desses setores apresentaram inconsisténcias entre si. Sendo assim,
foram considerados como indicacdo de doengas sinais e sintomas comuns
a diversos processos patoldgicos, frequentemente infecgdes, tais como
febre, tosse, espirros e dor de garganta, percebidos pelas méaes em seus
filhos. De forma geral, maes de criangas expostas ao HIV reportaram uma
maior frequéncia de apresentacdo de sinais de doenca em seus filhos.
Dentre as médes HIV positivas, 25% reportaram que seus filhos
apresentam esses sinais pelo menos uma vez por més e 58,3% a cada seis
meses, enquanto apenas uma méde HIV negativa reportou que sua crianga
apresenta sinais de doenga todo més e uma reportou sinais de doenga a
cada seis meses (Figura 1).
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Com que frequéncia a crianga fica doente?
601

Nio exposta
M e

404

201

Porcentagem de criangas (%)

Uma vez A cada 6 Uma vez Menos de uma Nunca
por més meses por ano vez por ano

Figura 1: Frequéncia de sintomas de doencas em criangas expostas e ndo
expostas a0 HIV de acordo com respostas das maes a pergunta “Com que
frequéncia a crianga fica doente?”

Quando questionadas sobre a Gltima vez que lembram de seu filho
ter apresentado sinais de doengas, as respostas das mées ndo indicam tdo
claramente uma maior quantidade de infec¢es nas criangas expostas ao
HIV. Entretanto, ainda assim 83,3% das mées HIV positivas reportaram
que seus filhos apresentaram sinais de doencas pelo menos nos Gltimos
seis meses, comparado a 57,1% das mdes HIV negativas (Figura 2).
Entretanto, devido ao baixo nimero de individuos em cada categoria,
nenhuma dessas diferencas foi considerada estatisticamente significativa.
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Quando foi a ultima vez que a crianga apresentou alguma doenga?

Ao B
501
80
40
Nio exposta
e 9 60
304
40
20 ;
20
10
0 . .

0

Porcentagem de criangas (%)

Porcentagem de criangas (%)

Sinal de doenga
nos ultimos 6 meses

Figura 2: Frequéncia de infeccdes em criangas expostas e ndo expostas ao
HIV de acordo com respostas das maes a pergunta “Quando foi a ultima
vez que seu(sua) filho(a) apresentou alguma doenga?” (A). Frequéncia de
criancas que apresentaram sinais de doencas pelo menos nos Gltimos seis
meses, de acordo com respostas das mées (B).

Menos de Menos de  Menos de Mais de

A Nio lembra Nunca
umasemana  um més 6 meses 6 meses

De acordo com andlise dos dados dos prontuarios das criancas,
ndo foram encontradas diferencas quanto ao peso e escore z de peso para
idade (Tabela 2). Quanto a presencga de doengas crbnicas, trés criangas
expostas apresentaram bronquite e uma crianga ndo exposta possuia
hipotireoidismo, de acordo com dados dos prontuarios. Para avaliar o
estado nutricional, foi possivel acessar niveis de albumina sérica
avaliados pelo Hospital Infantil para algumas criancas (6 expostas e 4 ndo
expostas). Entretanto também ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os dois grupos (Tabela 2).

3.3 AVALIACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL
3.3.1 Diversidade e abundancia

A composicdo da microbiota intestinal foi avaliada pelo
sequenciamento do RNA ribossomal 16S a partir de DNA extraido de

amostras de fezes. O sequenciamento de DNA gerou aproximadamente
14 milhdes de leituras (do inglés, reads), com uma média de 375.182,7
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leituras por amostra. Essas sequéncias foram entdo processadas e
classificadas em um total de 1246 unidades taxonémicas operacionais
(OTUs), que por sua vez foram classificadas em géneros, familias, ordens,
filos, reinos e dominios (Figura 3).

A Concentragio de DNA (pg/uL) B Numero de leituras
120 -
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» . = L d
= & - ] eei0s-
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Figura 3: Concentragdo de DNA (A), Numero de sequéncias geradas pelo
sequenciamento (B), Nimero de OTUs (C) e Numero de géneros (D)
identificados em cada grupo.

Para avaliar diferencas entre individuos foi utilizado o indice de
diversidade de Bray Curtis, que mostrou uma diferenga significativa na
diversidade da microbiota entre os grupos de mées e criancas (p < 0,01).
Entretanto, quando foram avaliadas as diferencas entre os dois grupos de
criangas ou entre os dois grupos de maes, ndao foram encontradas
diferencas significativas nem entre os indices de diversidade de Bray
Curtis nem entre os indices de riqueza e diversidade beta avaliados
(Chaol, Shannon e Simpson), indicando que néo existe diferencas tanto
entre a diversidade da microbiota de cada individuo quanto na diversidade
entre individuos (Figuras 4 e 5).



56

A B 4 C ¥ &
0
0, — 0 i
3 X L
= o . b
- - - & oo, .
5 - = .
= 00- o S _02-
g -0 Z
~ ol - 5]
B . .
E 04 02 0,0 02 04 (._'35 1)_:«1 4)':5
02
Eixol [152%] Eixo1 [20,8%]
.
0.25 0,00 025 0.50 Criangas Mies
Eixo 1 [15,6%)] Nio expostas » HEU «HIV negativas «HIV positivas

Figura 4: Analise de Coordenadas Principais dos indices de diversidade
de Bray Curtis entre os grupos de maes e criancas (A), entre criancas
expostas e ndo expostas ao HIV (B) e entre mées HIV positivas e HIV
negativas (C).

Chaol P Shannon Simpson
600 -
4,0
0,9-
500~ Q
3,5
400+ 30- 08" )
‘Wﬁ.
300+ i 0,7
2,0
200+ 5
., 2 . s, ® W%
2 H = .z o B 2 B 2 B2 = =z
2 T 2 = @ &L B = S T = =
= = = = s =
» =1} o 3 =11] o % on o)
(3] 9 A 15 Qo A 3 9 A
5 e g 2? B z% s 2
I - I — s o4 —

Figura 5: indices de riqueza (Chaol) e diversidade alfa Eaiversidade da
microbiota de cada individuo, Shannon e Simpson) para criangas expostas
e ndo expostas ao HIV, mées HIV positivas e maes HIV negativas.

Quanto a composicdo da microbiota, as OTUs mais abundantes
encontradas na microbiota de mées HIV negativas foram identificadas
como pertencentes a familia Ruminococcaceae (25,9%), enquanto que
nas maes HIV positivas a familia mais abundante foi Prevotellaceae
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(37,4%). Quanto a abundéancia de familias na microbiota das criangas,
OTUs pertencentes a familia Lachnospiraceae foram as mais encontradas
tanto em criangas expostas como em nao expostas (33,7% em criangas
expostas e 26,7% em ndo expostas) (Figura 6). Quanto a abundancia de
géneros, nos dois grupos de maes o género mais abundante foi Prevotella
(49,5% em maes HIV positivas e 38.4% em HIV negativas), enquanto que
nos dois grupos de criancas 0 género mais abundante foi Bacteroides
(25,2% em criancas expostas e 48,4% em ndo expostas) (Figura 7). Foram
avaliadas também a relacdo entre abundéncia e indices de diversidade da
microbiota intestinal e peso, indice z de peso por idade e nimero de
células TCD4*, TCD8" e CD45*; entretanto, ndo foram encontradas
correlagdes significativas (p>0,005) para nenhuma dessas relagdes.

Criancas Mies Actinobacteria Firmicutes
1.00- BiBifidobacteriaceac M Christensenellaceae
’ M Coriobacteriaceae B Clostridiaceae
Protcobacteria M Erysipelotrichaceac
0,75+ Alcaligenaceae B Lachnospiraceae
BDcsulfovibrionaceac M Lactobacillaceae
M Enterobacteriaceae Leuconostocaceae
0,50~ M Oxalobacteraceae M Peptococcaceae
W pasteurellaceae B Peptostreptococcaceae
. Succinivibrionaceae  IRuminococcaceae
02 Bacteroidetes I Streptococcaceae
B Bacteroidaceae Turicibacteraceae
0,00~ MPorphyromonadaceae ~ Veillonellaceae
& =) g % Prevotellaceae Vcrrucomjgrobia
«;3) m = E Rikenellaceae B Verrucomicrobiaceae
e - g Z Fusobacteria Lentisphaerae
5 ) 2 M Fusobacteriaceae B Victivallaceae
2 > Synergistetes
z ; = Synergistaceae M Outros

Figura 6: Abundancia relativa de familias de bactérias em criangas
expostas e ndo expostas ao HIV e em mdaes HIV positivas e HIV
negativas.
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Figura 7: Mapa de calor (“heat map”) com a abundéncia relativa de cada
género encontrado em criangas expostas e ndo expostas ao HIV (A) e
maes HIV positivas e HIV negativas (B).

Para avaliar diferencas estatisticamente significativas na
abundancia de OTUs entre os diferentes grupos foi utilizado o pacote
DEseg2 no programa R. Foi possivel identificar 35 OTUs com
abundéncia significativamente diferente entre criangas expostas e nao
expostas ao HIV (valor de p corrigido < 0,05). Trés dessas OTUs foram
identificadas a nivel de espécie, correspondendo a Bacteroides uniformis,
que foi encontrada em propor¢des aumentadas em criangas ndo expostas
ao HIV, Faecalibacterium praunitzii e Prevotella copri, que foram
encontradas em maior propor¢do em criangas expostas ao HIV. As demais
OTUs que foram consideradas significativamente diferentes entre os dois
grupos de criangas foram identificadas como pertencentes aos géneros
Bacteroides, Dialister, Dorea, Klebsiella, Lachnobacterium,
Lactococcus, Phascolarctobacterium e Roseburia, além de 18 OTUs que
foram identificadas apenas a nivel de familia (1 Clostridiaceae, 2
Enterobacteriaceae, 1 Erysipelotrichaceae, 13 Lachnospiraceae e 1
Ruminococcaceae) e 2 apenas a nivel de ordem (Clostridiales) (Figura 8).
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o Clostridiales . N
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Figura 8: OTUs consideradas significativamente diferentes entre criangas
expostas e ndo expostas ao HIV de acordo com a classificacdo
taxondmica. Cada OTU ¢é representada por um ponto. “0” = Ordem; “f” =
Familia; “g” = Género.

Para estudar possiveis relacBes entre a microbiota intestinal e a
salde geral das criancas, foram avaliadas correlagfes entre indices de
riqueza e diversidade da microbiota, abundancia de familias e OTUs e
peso, indice z de peso por idade, nimero de células TCD4+, TCD8+, e
CD45+, niveis de albumina no soro e frequéncia anual de doengas das
criancas. Entretanto, ndo foram obtidas correlagdes significativas (p >
0,05) para nenhum desses fatores.

Quanto as diferencas entre mées HIV positivas e HIV negativas,
foi possivel identificar 16 OTUs que diferiram significativamente (valor
de p ajustado < 0,05). Maes HIV positivas apresentaram uma maior
proporc¢do de Prevotella copri e Prevotella stercorea em relacdo a maes
HIV negativas, além de OTUs ndo identificadas a nivel de espécie, porém
pertencentes aos géneros Prevotella e Dialister, a familia
Ruminococcaceae e a ordem Bacteroidales. Por outro lado, médes HIV
negativas apresentaram uma maior propor¢do de OTUSs pertencentes aos
géneros Bacteroides, Lachnospira, Oscillospira e OTUs ndo identificadas
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a nivel de género, porém pertencentes as familias Lachnospiraceae e
Rikenellaceae e a ordem Clostridiales (Figura 9).

Aumentado em Aumentado em
maes HIV negativas maes HIV positivas
o_ Clostridiales 4 . !
o__Bacteroidales 4 : .
f Ruminococcaceac 1 -
f Rikenecllaceae - . :
f _Lachnobacteriaceae . 1
f_Clostridiaceae- . :
g Prevotella 4 \ .
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Figura 9: OTUs consideradas significativamente diferentes entre maes
HIV positivas e HIV negativas de acordo com a classifica¢do taxonémica.
Cada OTU ¢ representada por um ponto. “0” = Ordem; “f”’ = Familia; “g”
= Género.

3.3.2  Predi¢do do contetdo funcional

Para melhor caracterizar diferencas da microbiota entre os grupos,
foi realizada também a predicdo do contetdo funcional a partir das
sequéncias do gene codificante para o RNA ribossomal 16S, utilizando a
ferramenta PICRUSst, que classifica os genes preditos de acordo com a
enciclopédia de Genes e Genomas Kyoto (KEGG, do inglés Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes). Dentro da KEGG funcBes sao
armazenadas como ortélogos KEGG (KO, do inglés KEGG Orthologs),
que por sua vez sdo classificados em vias ou “KEGG pathways”
(KANEHISA; GOTO, 2000). Foi possivel identificar 9 KOs que
diferiram significativamente entre criangas expostas e ndo expostas ao
HIV (valor de p ajustado < 0,05). Como um Unico KO pode ser
relacionado a mais de uma via, foi também utilizada a ferramenta
PICRUSt para predizer as vias a partir dos KOs identificados. Entretanto,
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guando foram analisadas apenas as vias, ndo foi encontrada nenhuma
diferenca significativa entre os grupos. Dessa forma, foi realizada uma
busca na KEGG para determinar as fungdes relacionadas as KOs que
foram identificadas como significativamente diferentes. Sendo assim, foi
determinado que essas KOs entdo relacionadas ao metabolismo de
nucleotideos, metabolismo de aminoacidos, separa¢do de cromossomos,
transporte de membrana, metabolismo de cofatores e vitaminas e sistemas
de defesa bacteriano (Quadro 1). Todas essas KOs foram encontradas em
uma maior propor¢do em criangas expostas ao HIV, em relacdo as
criangas ndo expostas.

Quadro 1: Descricdo dos ortélogos KEGG diferencialmente abundantes
em criancas expostas em relagdo a criangas ndo expostas ao HIV e suas
vias relacionadas de acordo com a enciclopédia de Genes e Genomas
Kyoto (KEGG).

Fold-
Ortélogo N . . change em
KEGG Definicédo Vias relacionadas log de base
2

e Metabolismo: Metabolismo
de nucleotideos:
Metabolismo de Purinas

ure(ifj)c; v le Enzimas: Transferases:
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Transaminases

transamin . .
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ase e
aminoacidos:
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Proteina
K09935 néo i 1,50355964
caracteriz 3
ada
e Metabolismo: Metabolismo
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metabolismo de
xenobidticos: Degradacao
de Atrazina
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Quanto as mdes, foi possivel identificar 13 ortdlogos KEGG que
diferiram entre mées HIV positivas e HIV negativas. Maes infectadas por
HIV apresentaram uma maior abundancia de ortélogos relacionados ao
metabolismo do propanoato e reducdo de nitrito enquanto maes HIV
negativas apresentaram maior abundancia de ortélogos KEGG
relacionados a reparo e replicacdo do DNA, metabolismo de carboidratos,
metabolismo de cofatores e vitaminas, lipopolissacarideos, metabolismo
microbiano entre outros. Os ortdlogos KEGG considerados
significativamente diferentes entre maes HIV positivas e HIV negativas e
suas respectivas vias relacionadas estdo descritos no quadro 2.

Quadro 2: Descricdo dos ortélogos KEGG diferencialmente abundantes
em mdes HIV positivas em relagdo a mées HIV negativas e suas vias
relacionadas de acordo com a enciclopédia de Genes e Genomas Kyoto
(KEGG).

Ortélogo - . . Fold-change
KEGG Definicao Vias relacionadas em log de
base 2
e Metabolismo:
Propanedi Metabolismo de
ol carboidratos
K13920 dehydratas | e Enzimas: Liases: Liases | 4,090586245
e small carbono-oxigénio: Hidro-
subunit liases: Propanediol
desidratase
e Enzimas: Transferases:
Glicosiltransferases:
Hexosiltransferases:
Hyalurona Hy_alur_onan sintase i
K00752 n synthase ° Gllcosqtransferases.. 1,550189092
Extencéo de glicana: O-
glicana
o Transportadores: Outros
transportadores: Outros
(hydroxya ° I\/I_etabolismo~:
K01865 | mino)benz | Diodegradacao de X
ene mutase xenoblopcos e 1,459444613
metabolismo:




65

Degradacdo de
aminobenzoato
Enzimas: Isomerases:
Transferases
intramoleculares:
Transferidor de grupos
hidroxi:
(hydroxyamino)benzeno
mutase
Enzimas: Transferases:
Cyclic Glicosiltransferases:
beta-1,2- Hexosiltransferases -
KI3688 | “lucan | o Glicosiltransferases: 3,709011503
synthetase Polissacarideos:
Polissacarideo bacteriano
Metabolismo:
Metabolismo de
cofatores e vitaminas:
Biossintese de
pantotenato e CoA
Metabolismo de
Phosphop nucleotideos e
antothenat aminoacidos: Biossintese
K01922 e--- dg cofatores e vitamir}as: -
cysteine Biossintese de Coenzima | 3,771983767
ligase A, pantotenato => CoA
(ATP) Enzimas: Ligases:
Formadores de ligacéo
carbono-nitrogénio:
Ligases Acid-D-amino-
acid (peptideo sintases):
Fosfopantotenato-
cisteina ligase (ATP)
Protein
K04015 NTfD - 1,715840233
Prokaryoti
c
K00183 molybdopt - 1,908849983
erin-
containing




66

oxidoredu
ctase
family,
molybdopt
erin
binding
subunit
o Metabolismo:
Metabolismo de
carboidratos:
CDP-4- Metabolismo de
dehydro-6- . .
deoxygluc nuE:Ieotldeos e amino )
K12452 0se acucares 1,635926689
reductase, . )
E1 Oxidoredutases:
Atuantes em grupos CH
ou CH2: Com aceptores
NAD+ ou NADP+
Metabolismo:
Metabolismo de
Propanedi carboidratos:
ol Metabolismo de
K13919 dehydratas | propanoato 4,167483482
e medium Enzimas: Liases: Liases
subunit carbono-oxigénio: Hidro-
liases: Propanediol
desitratase
Putative
periplasmi )
KO7081 | ¢ solute- - 3,170595575
binding
protein
Bifunction Processamento de
al non- informacao genética:
homologo Replicacéo e reparo: i
K01971 us e_nd Junggo de pontas ndo 2.674019213
joining homdlogas
protein Enzimas: Ligases:
LigD Formador de ligacdo




67

fosférica-ester: DNA
ligases (ATP)

e Reparo de DNA e
proteinas de
recombinacdo: Tipo
procarioto: Reparo de
quebra de dupla fita:
Juncéo de pontas ndo
homdlogas: Complexo
de reparo de DNA de
dois componentes

e Processamento de
informacéo genética:
Replicacéo e reparo:
Juncdo de pontas ndo
homdlogas

DNA end- | ® Reparode DNA e

- proteinas de -
K10979 binding recombinacdo: Tipo 2,468229456

protein Ku procarioto: Reparo de
quebra de dupla fita:
Juncdo de pontas ndo
homdlogas: Complexo
de reparo de DNA de
dois componentes
Transposa )
KO7482 | se, IS30 ] 1,556077031
family

3.3.3 Influéncia da dieta na microbiota intestinal

Diferencas quanto ao consumo de alimentos entre os grupos foram
avaliadas de acordo com as repostas ao questionario de frequéncia
alimentar. O padrdo de consumo alimentar se mostrou bastante similar
tanto entre maes HIV positivas e negativas, bem como entre criangas
expostas e ndo expostas ao HIV. A Unica diferenca considerada
estatisticamente significativa foi referente ao consumo de 4lcool
(excluindo-se vinho e cerveja) pelas maes (p = 0,035), que se mostrou
aumentado em maes HIV positivas (Figura 10).
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Figura 10: Frequéncia de consumo semanal de alimentos e agua para

criancgas (A) e mées (B).

Para avaliar o impacto da dieta na microbiota intestinal dos grupos
estudados, foi utilizada a correlacdo entre os indices de diversidade alfa e
de riqueza e a frequéncia de consumo de cada alimento. Entretanto, ndo
foi encontrada nenhuma correlagdo estatisticamente significativa nem
para criancas nem para maes (valor de p ajustado > 0,1). Para analisar o
impacto do padrdo de alimentagdo na variacdo interindividual da
microbiota intestinal, foi utilizado o valor de R2 do indice de Bray Curtis
para a variacdo interindividual e a frequéncia de consumo de cada
alimento. De acordo com essa analise, os alimentos que apresentaram
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maior associa¢do com a variacgdo interindividual da microbiota intestinal
foram iogurte, no caso das criancas, e leite, no caso das mées (Figura 11).
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Figura 11: Gréfico de barras com o valor de R2 da explicagéo de variagdo
interindividual para cada alimento de acordo com o indice de diversidade
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beta Bray Curtis e mapa de calor representando a correlagdo entre a
frequéncia de consumo de cada alimento e os indices de riqueza (Chaol)
e diversidade (Shannon e Simpson) para criangas (A) e maes (B).

3.4  MARCADORES DE TRANSLOACCAO MICROBIANA E
INFLAMACAO

Considerando que alteragdes na microbiota intestinal séo
relacionadas a translocacdo microbiana e ativacdo imune, foram também
analisados marcadores de translocacdo microbiana e inflamagdo no
plasma de mées e criangas. Quanto a translocacéo microbiana, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre criangas
expostas e ndo expostas ao HIV. Quanto a citocinas inflamatorias, apesar
de criangas expostas ao HIV apresentarem maiores concentracGes
plasmaticas de IL-6, IL-8, e IL-10, essas diferencas também ndo foram
consideradas significativas (p > 0,05). Para algumas criancas (7 expostas
e 4 ndo expostas ao HIV) foi possivel avaliar niveis de proteina C reativa
circulante, que foram mensurados pelo laboratdrio do Hospital Infantil.
Novamente, apesar de criangas HEU apresentarem niveis maiores de
proteina C reativa quando comparadas a criangas ndo expostas ao HIV,
essas diferencas ndo foram estatisticamente significativas (p = 0,08)
(Figura 12).
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Figura 12: Citocinas inflamatorias IL-12p70, TNFa, IL-10, IL-6, IL-1B ¢
IL-8 (A); CD14 sollvel (B) e Proteina C reativa (C) no plasma de criangas
expostas e ndo expostas ao HIV.

Maes HIV positivas e HIV negativas também nado apresentaram
diferencas significativas na concentracdo plasméatica de citocinas
inflamatérias (Figura 13 A). Entretanto, maes HIV positivas apresentaram
aumento na concentracdo plasmatica do marcador de ativacdo de
mondcitos CD14 sollvel, quando comparadas a mées HIV negativas (p =
0,02) (Figura 13 B).



72

A
4. .
HIV negativa
WHIV positiva B
}.
g g 3.0
2. ;b A
[ =V F_ 29
,E/_ 2,0
i L -
= 1.5
()
i @ 1,0
0 -

IL-12p70 TNF IL-10  IL-6 IL-1p IL-8 ,,C'J;l.ﬁ'm pggi‘[‘i\.“

Figura 13: Citocinas inflamatorias IL-12p70, TNFa, IL-10, IL-6, IL-1B ¢
IL-8 (A) e CD14 solavel (B) no plasma de mdes HIV positivas e HIV
negativas. * p < 0,05.

Para avaliar possiveis relagfes entre a composicdo da microbiota
intestinal e marcadores de translocacdo microbiana e inflamacédo, foi
realizado um teste de correlagdo de Spearman entre indices de diversidade
da microbiota e abundancia de taxons e a concentracdo dos marcadores
no plasma. Entretanto, ndo foram encontradas diferencas significativas (p
> 0,05) para indices de diversidade e riqueza, abundancia de OTUs ou
abundancia de familias.



73
4 DISCUSSAO

Com os grandes avancos no tratamento da infeccdo por HIV e
prevencdo da transmissdo vertical, 0 nimero de criangas expostas ao HIV
que se tornam HIV positivas tem sido cada vez menor. Como resultado,
0 ndmero de criangas HEU vem crescendo a cada ano. No presente estudo,
foram avaliados a composic¢do da microbiota intestinal, a alimentacdo e
marcadores de translocagdo microbiana e inflamagdo em criangas HEU e
suas maes HIV positivas comparando-as a crian¢as ndo expostas ao HIV
e suas maes HIV negativas. Apesar de ndo terem sido encontradas
diferencas em relacdo a diversidade alfa e beta ou marcadores de
translocagdo microbiana e inflamacéo, foi possivel identificar diversas
OTUs com abundancia diferenciada entre os grupos. Ademais, a predicao
de conteldo funcional utilizando a ferramenta PICRUSt revelou
ortdlogos KEGG que diferiram entre os grupos, indicando alteracfes na
microbiota intestinal dos grupos avaliados ndo sé composicionais, mas
também funcionais.

Diversos estudos reportam uma maior frequéncia de infeccGes e
internacfes em hospitais em criangcas HEU, comparadas a criangas ndo
expostas a0 HIV (LE ROUX et al., 2016; RUPEREZ et al., 2017;
SLOGROVE et al., 2016). Neste estudo, o ndmero de infecgdes foi
avaliado através das respostas das maes aos questionarios, considerando
i) a frequéncia com que a crianca fica doente e ii) 0 tempo desde a Ultima
vez que a crianga apresentou algum sinal de doenca. Apesar de esta ser
uma forma simplista de avaliar a frequéncia de infec¢des, devido a
possibilidade de maes possuirem diferentes percepgdes, os resultados
dessa avaliagdo indicam uma maior frequéncia de infec¢fes em criangas
HEU, o que corrobora com o descrito na literatura. Os dados de
prontudrios e registros de atendimentos no hospital e internacdes nédo
puderam ser considerados na avaliagdo de frequéncia de infecgdes das
criangas devido a inconsisténcias nos registros entre diferentes setores do
hospital, uma vez que criangas expostas e ndo expostas ao HIV sdo
atendidas de forma diferente. Ademais, muitas vezes as maes dirigem-se
a postos de salde quando a crianca apresenta algum sinal de doenca e néo
diretamente ao hospital, fazendo com que o rastreamento dessas
informac0es se torne dificil, uma vez que cada mée pode visitar um posto
de salde diferente e ndo ha um sistema de registro que integre os dados
dos diversos servicos publicos de salde em relagéo a cada cidadao.

Ainda de acordo com as respostas das mées ao questionario, uma
maior propor¢cdo de criancas HEU apresentou bronquite, quando
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comparado a criangcas ndo expostas, corroborando o0s resultados
observados por Mussi-Pinhata e colaboradores (MUSSI-PINHATA et al.,
2010), que descreveram uma maior incidéncia de bronquite e bronquiolite
em criangas HEU na América Latina. Quanto ao peso e indice z de peso
pela idade, ndo foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas entre criancas HEU e criancas ndo expostas ao HIV.
Embora alguns estudos reportem menor peso e indices z de peso por idade
em criancas HEU (FILTEAU et al., 2011; MUHANGI et al., 2013;
ROSALA-HALLAS; BARTLETT; FILTEAU, 2017), ainda ndo esta
totalmente determinado se esses resultados estdo realmente relacionados
a exposicdo ao HIV ou a outras causas, como fatores socioecondmicos e
comportamentais (LE ROUX et al., 2016; MUHANGI et al., 2013).

A anélise da composicao da microbiota intestinal revelou que a
familia mais abundante em criancas, independente de exposi¢do ao HIV,
foi Lachnospiraceae, enquanto o género mais abundante foi Bacteroides,
resultados que se assemelham a dados previamente publicados sobre a
microbiota intestinal infantil (LIM et al., 2015). Nao foi possivel
identificar diferencas quanto a diversidade alfa e beta entre criangas
expostas ao HIV e ndo expostas. Em um estudo realizado no Haiti em que
a microbiota intestinal de 25 criangas HEU foi avaliada e comparada a
microbiota de 25 criangas ndo expostas ao HIV também ndo foram
encontradas diferengas significativas quanto a diversidade beta porém,
criangas expostas ao HIV apresentaram menor diversidade alfa na
microbiota de fezes (BENDER et al., 2016).

Entretanto, na avaliagdo de OTUs diferencialmente abundantes,
foi possivel identificar, no estudo aqui descrito, uma maior propor¢édo de
OTUs pertencentes as familias Lachnospiraceae, Prevotellaceae,
Ruminococcaceae, Enterobacteriaceae, Veillonellaceae, Clostridiaceae,
Streptococacceae e Erysipelotrichaceae em criancas HEU, sendo a maior
quantidade de OTUs com abundancia diferente pertencentes a familia
Lachnospiraceae. Uma menor propor¢do de Lachnospiraceae em
individuos HIV positivos comparados a individuos HIV negativos foi
reportada em alguns estudos (DILLON etal., 2014; MUTLU et al., 2014;
SUN et al., 2016), entretanto, uma quantidade aumentada de bactérias
pertencentes a Lachnsopiraceae foi descrita por Bender et al. (2016) em
criangcas HEU, comparadas a criancas ndo expostas ao HIV, embora essa
diferenca ndo tenha sido considerada estatisticamente significativa.
Recentemente uma abundéncia significativamente maior de
Lachnospiraceae também foi descrita em adultos HIV positivos,
comparados a HIV negativos, na Colémbia (SAN-JUAN-VERGARA et
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al., 2018). Existem evidéncias de que diversos membros da familia
Lachnospiraceae sdo capazes de produzir acidos graxos de cadeia curta
(SCFA, do inglés, short chain fat acids), especialmente acido butirico
(MEEHAN; BEIKO, 2014), que tem grande importancia na manutengdo
da barreira epitelial e esta relacionado a modulagdo da resposta imune,
contribuindo para a homeostase da microbiota intestinal (THAISS et al.,
2016). O butirato, base conjugada do &cido butirico, pode modular
respostas de macrdfagos intestinais pela inibico de histona deacetilases,
levando a reducdo da producdo de mediadores pré-inflamatérios como IL-
6 e IL-12 por macréfagos (CHANG et al., 2014). Também existem
evidéncias de que o butirato produzido pela microbiota pode induzir a
diferenciacéo de células T regulatorias, via regulacéo epigenética do gene
do fator de transcricdo Foxp3 (FURUSAWA et al., 2013). Outras
bactérias encontradas em maiores quantidades em criancas HEU quando
comparadas a criangas ndo expostas ao HIV e que também tem a
capacidade de fermentar glicose em SCFAs sdo Faecalibacterium
prausnitzii e Roseburia spp., as quais s@o consideradas importantes
produtoras de butirato no intestino humano (FERREIRA-HALDER,;
FARIA; ANDRADE, 2017; RIVIERE et al., 2016).

Assim, uma maior propor¢do de OTUs pertencentes a bactérias
produtoras de SCFAs pode ser uma indicacdo de que, apesar de criangas
HEU apresentarem altera¢gdes na microbiota intestinal, essas criangas
ainda apresentam uma microbiota saudavel. Ademais, devido a seu
impacto na regulacdo da inflamacdo, é possivel que a auséncia de
alteragBes nos marcadores de inflamacdo e translocacdo microbiana
observados nas criancas HEU seja relacionada a grande quantidade de
bactérias produtoras de acido butirico na microbiota intestinal. Entretanto,
ndo se descarta também a possibilidade de que a presenca aumentada de
acidos graxos de cadeia curta produzidos pela microbiota intestinal leve a
um desequilibrio da resposta imune. Um aumento no ndmero de linfocitos
T regulatérios devido ao estimulo por butirato, por exemplo, poderia levar
a inibicdo da resposta imune mediada por linfocitos Thl, a qual é de
grande importancia no intestino e necessaria contra diversos tipos de
infeccBes. Ademais, foi demonstrado em modelo animal que SCFAs
podem alterar a resposta de neutréfilos, reduzindo sua produgdo de
citocinas em resposta a bactérias e sua capacidade fagocitaria e, portanto,
comprometendo a resposta imune contra bactérias (CORREA et al.,
2017). Sendo assim, é possivel também que esse efeito de represséo da
funcdo efetora de neutrofilos devido a exposicdo a SCFAs esteja
relacionado a maior frequéncia de infeccGes observada nessas criancas.
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Dentre o0s demais géneros encontrados em quantidade
aumentada na microbiota intestinal de criancas HEU, o0s géneros
Roseburia e Dialister foram também previamente descritos em
quantidades aumentadas em pacientes com colite ulcerativa (LOPETUSO
et al., 2017), indicando uma possivel relacdo desses géneros com o
desenvolvimento de doencas inflamatdrias gastrointestinais. O género
Diallister é também conhecido por possuir espécies consideradas
patobiontes, organismos que em baixas concentra¢fes sdo simbiontes,
porém quando encontrados em maiores concentragdes sdo relacionados a
processos patolégicos. (CHOW; TANG; MAZMANIAN, 2011;
MAFFEIS et al., 2016). Klebsiella também é um género conhecido por
compreender espécies consideradas patobiontes. Ja 0s géneros
Ruminococcus, Dorea e Roseburia também foram previamente
encontrados em quantidades aumentadas em pacientes HIV positivos,
quando comparados a HIV negativos (SAN-JUAN-VERGARA et al.,
2018; ZHOU et al., 2018). Sendo assim, grande parte das OTUs
encontradas em quantidade aumentada em criangas HEU pertencem a
bactérias que j& foram associadas a doencas, podendo, portanto,
caracterizar disbiose. S&o excecfes F. prausnitzii, a qual foi descrita em
menores propor¢Bes na microbiota intestinal em diversos tipos de doencas
e é relacionada a menores niveis de inflamacdo (FERREIRA-HALDER,;
VAL ERIA DE SOUSA FARIA; SIQUEIRA ANDRADE, 2017), além
do género Lactoccocus, o qual é largamente utilizado como probidtico.
Entretanto, o fato de existirem evidéncias que sugerem a utilizacdo de
Lactococcus como probidtico no combate a alergias pode também
significar que bactérias pertencentes a esse género tenham a capacidade
de suprimir a resposta imune, o que poderia estar relacionado a algumas
das alteragGes do sistema imune observadas em criangas HEU (KIM et
al., 2015; SHIN et al., 2018).

Quanto a Prevotella copri, 0 género Prevotella tem sido
apontado como o0 equivalente humano as bactérias filamentosas
segmentadas (SFB) (LARSEN, 2017), as quais ja possuem um papel bem
descrito da sua influéncia no desenvolvimento de linfécitos Th17 em
modelo murino (IVANOV et al., 2009). Considerando que Prevotella
tenha 0 mesmo impacto em humanos, é possivel supor que um aumento
na gquantidade de bactérias pertencentes a esse género leve a um aumento
da resposta Th17 em criangas HEU, que poderia contribuir para as
alteracdes na resposta mediada por linfocitos T observada nessas criangas
(ABU-RAYA et al., 2016). Em modelo murino foi demonstrados que em
alguns casos SFBs podem ter um papel patogénico na microbiota
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intestinal, como por exemplo, aumentar a susceptibilidade a artrite
reumatoide e esclerose multipla (CHOW; TANG; MAZMANIAN, 2011).

Em relacdo as bactérias encontradas em menor propor¢do em
criangas HEU comparadas a criangas ndo expostas ao HIV, Bacteroides
uniformis foi previamente descrita em menores quantidades em criangas
com fibrose cistica (BRUZZESE et al., 2014), criangas com doenca de
Chron (CONTE et al., 2006) e em pacientes com colite ulcerativa e
sindrome do intestino irritado, sendo também relacionadas a menor
inflamac&o intestinal (NOOR et al., 2010). B. uniformis também tem sido
utilizada como probidtico com resultados promissores (NEEF; SANZ,
2013) e portanto, uma menor quantidade dessa espécie em criancas HEU
também poderia indicar dishiose. Entretanto, B. uniformis é também
descrita como sendo mais prevalente em recém nascidos que sao
amamentados (SANCHEZ et al., 2011). Sendo assim, a maior quantidade
de B. fragilis observada em criangas ndo expostas ao HIV poderia ser
reflexo de uma maior colonizag&o por essa bactéria no inicio da vida, uma
vez que criangas ndo expostas ao HIV foram amamentadas no inicio da
vida e criangas HEU n&o foram. Em contrapartida, OTUs identificadas
como pertencentes ao género Bacteroides, porém néo identificada a nivel
de espécie foram também encontradas em maior propor¢do em criangas
HEU.

Diferencas na abundancia de tdxons especificos da microbiota
intestinal entre os grupos de estudo foram avaliadas utilizado o pacote
DESeq2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014) na plataforma R (R CORE
TEAM, 2017). Inicialmente desenvolvido para trabalhar com dados de
sequenciamento de RNA, o DESeq2 tem sido também utilizado para
analise de dados de sequenciamento de genes da regido do RNA
ribossomal 16S de diversas fontes , apresentado resultados bastante
satisfatorios (KARSTENS et al., 2016; NOGUERA-JULIAN et al., 2017;
SANMIGUEL et al., 2017). O DESeq2 é especialmente indicado em
casos de estudos com um baixo n amostral (n < 20 amostras por grupo),
apresentando nesses casos uma sensibilidade maior que os testes
estatisticos ndo paramétricos convencionais como Wilcoxon rank-sum e
Kruskal-Wallis (WEISS et al., 2017). Sendo assim, considerando o
namero de participantes desse estudo, 0 DESeq?2 representa uma opgao
mais eficiente do que o0s métodos estatisticos convencionais para
identificar tixons com abundancia diferenciada entre os grupos.

Em sua comparagdo da microbiota intestinal entre criangas
HEU e criancas ndo expostas ao HIV, Bender et al. (2016) reporta maiores
propor¢des de Pseudomonadaceae e Thermaceae, aliado a uma
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diminuicdo em Prevotellaceae, Desulfovibrionaceae e Alcaligenaceae em
criangas HEU, resultados esses que diferem drasticamente dos aqui
apresentados. Entretanto, Bender e colaboradores associam as alteracdes
na microbiota intestinal encontradas em seu estudo a presenca de
alteracdes na composicdo de oligossacarideos do leite materno (HMOs,
do inglés, Human Milk Oligossacharides) em maes HIV positivas. No
Brasil, a recomendag&o do Ministério da Salde é de que criangas expostas
ao HIV ndo sejam amamentadas (DEPARTAMENTO DE DST AIDS E
HEPATITES VIRAIS, 2017). Nos resultados aqui apresentados, todas as
criangas HEU nédo foram amamentadas e receberam férmula infantil para
substituir o leite materno e, portanto, ndo receberam a influéncia dos
HMOs do leite materno. Esse fato pode explicar a obtencéo de resultados
diferentes, uma vez que a amamentacdo é reconhecidamente um fator de
grande impacto no desenvolvimento da microbiota do recém-nascido, seja
pela transferéncia de micro-organismos ou de metabolitos utilizados pela
microbiota que sejam preferencialmente utilizados por determinados
micro-organismos (BACKHED et al., 2015; PANNARAJ et al., 2017).

E também importante destacar que as criancas nesse estudo nio
foram amamentadas e ainda assim apresentaram algumas alteragdes na
microbiota intestinal, indicando que a exposi¢do a uma composicdo
alterada de HMOs no leite materno ndo é o Unico fator responsavel pelas
alteragBes na microbiota intestinal. Sendo assim, outros fatores podem
estar envolvidos, incluindo a propria influéncia da microbiota alterada das
maes HIV positivas, uma vez que é reconhecido o fato de que individuos
gue convivem em proximidade apresentam uma microbiota semelhante
entre si (ROTHSCHILD et al., 2018). O fato de ndo terem sido
encontradas diferencas quanto a alimentacdo entre os dois grupos de
criancas e de ndo ter sido observado um grande impacto da alimentacéo
na composicao da microbiota também corrobora essa hipotese.

Quanto a comparagdo da composicdo da microbiota intestinal
entre os dois grupos de mées, ndo foram observadas diferengas em relacéo
a riqueza, diversidade alfa e diversidade beta entre os dois grupos,
tratando-se de um resultado inesperado, uma vez que alteragdes na
riqueza e diversidade da microbiota de individuos infectados por HIV
foram previamente descritas em diversas ocasides (MUTLU et al., 2014;
NOWAK et al., 2015; VAZQUEZ-CASTELLANOS et al., 2014).
Entretanto, ainda ndo esta claro o impacto da terapia antirretroviral na
composi¢do da microbiota intestinal, e dentre as doze mées soropositivas
que participaram desse estudo onze faziam tratamento antirretroviral no
momento da coleta. Alguns estudos reportam que, apesar de tratamento
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com antirretrovirais restaurar parcialmente a diversidade da microbiota,
individuos HIV positivos tratados ainda apresentam diferencas na
diversidade alfa e beta quando comparados a individuos HIV negativos
(LOZUPONE et al., 2013; ZHOU et al., 2018). Entretanto, existem
também resultados que indicam que a terapia antirretroviral pode reverter
alteracGes na diversidade ao ponto que individuos HIV positivos e HIV
negativos apresentem indices de diversidade bastante semelhantes
(MCHARDY et al., 2013). Sendo assim, é possivel que a auséncia de
diferenca significativa nos indices de diversidade avaliados entre os dois
grupos de maes seja explicada pelo periodo prolongado de terapia
antirretroviral e baixa carga viral que essas maes apresentaram.

Foram observadas diferencas na abundancia de diversas OTUs
presentes na microbiota intestinal entre médes HIV positivas e HIV
negativas. As OTUs diferencialmente abundantes entre os dois grupos de
mées foram classificadas como pertencentes as familias Rickenellaceae,
Lachnospiraceae, Clostridiaceae e Bacteroidaceae, encontradas em
quantidade aumentada em mées HIV negativas, além de Prevotellaceae e
Paraprevotellaceae, encontradas em quantidade aumentada em maes HIV
positivas. Ademais, a familia mais abundante foi diferente em cada grupo
de mdes, sendo Ruminococcaceae em HIV negativas e Prevotellaceae em
HIV positivas. Uma quantidade aumentada de bactérias pertencentes a
familia Prevotellaceae foi descrita diversas vezes em individuos HIV
positivos (DILLON et al., 2014; PAQUIN-PROULX et al., 2016;
VAZQUEZ-CASTELLANOS et al.,, 2014). Ainda dentro da familia
Prevotellaceae, foi observada também uma maior proporgao de Prevotella
copri tanto em maes HIV positivas quanto em criancas HEU, em relacdo
a mées HIV negativas e crian¢as nao expostas ao HIV, respectivamente.
A presenca de P. copri em quantidade aumentada nesses dois grupos pode
indicar que a microbiota materna tem uma influéncia na microbiota das
criancas HEU, ou que criancas HEU também estdo sujeitas a alguns dos
fatores que levam a alterages da microbiota em pacientes HIV positivos.

A andlise da predicdo de conteudo funcional da microbiota
também revelou diferencas entre criancas ndo expostas ao HIV e criancas
HEU, com o dltimo grupo apresentando quantidades aumentadas de
ortélogos KEGG relacionados ao metabolismo de nucleotideos,
metabolismo de aminoacidos, divisdo de cromossomos, transporte de
membrana, metabolismo de cofatores e vitaminas e mecanismos de defesa
bacteriano. Bender et al. (2016) também reportaram aumento no
metabolismo de cofatores e vitaminas em criancas HEU, o que poderia
indicar alteragdes na disponibilidade de vitaminas para essas criancgas.
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Ademais, a presenca de uma maior quantidade de genes relacionados a
mecanismos de defesa bacteriano como genes relacionados ao sistema
CRISPR-Cas pode indicar que essas criancas apresentem nao sO
alteracdes na comunidade bacteriana, mas também no viroma intestinal,
dado que uma maior frequéncia desses genes pode indicar que as bactérias
da microbiota estdo mais sujeitas a infec¢es virais.

Mées HIV positivas também apresentaram alteragdes no
contetdo funcional predito da microbiota quando comparadas a mées
HIV negativas, com um aumento em ort6logos KEGG relacionados a
metabolismo do propanoato e reducdo de nitrito, enquanto mées HIV
negativas apresentaram propor¢des aumentadas de ortélogos KEGG
relacionados a replicacio e reparo de DNA, transposases,
lipopolissacarideo bacteriano, sintese de acido hialurdnico, metabolismo
de carboidratos e metabolismo de cofatores e vitaminas. Uma menor
quantidade de genes relacionados a processos energéticos também foi
previamente descrita em individuos HIV positivos (VAZQUEZ-
CASTELLANOS et al., 2014) e pode indicar um deshalanco em
processos energeticos na microbiota, com possiveis implicagfes para o
hospedeiro. Entretanto, é importante destacar que esses resultados
representam uma predicdo baseada na taxonomia gerada pelo
sequenciamento de um Unico gene (RNA ribossomal 16S) e, portanto,
deve ser interpretada apenas como indicagdo e ndo como alteracdo real.
Estudos avaliando o metagenoma, ou seja, 0 contetido genético total da
microbiota, ou conteldo de RNA (sequenciamento em massa de RNA) ou
mesmo de proteinas (protedmica) da microbiota intestinal seriam mais
indicados para avaliar essas alteracoes.

Quanto a alimentacdo, também ndo pode ser observado um
impacto significativo na microbiota intestinal dos individuos avaliados no
presente estudo. N&o foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas quanto a alimentacdo entre os dois grupos de criangas e
poucas diferencas foram observadas nos dois grupos de maes. Foi também
avaliado o impacto da alimentagdo na composi¢do da microbiota dos
grupos, revelando um baixo impacto dos alimentos analisados nos indices
de riqueza, diversidade alfa e diversidade beta. Apesar de alimentagdo ser
um fator conhecido por modular a composi¢ao da microbiota intestinal
(DAVID etal., 2014), o fato de ndo ter sido observado um grande impacto
da alimentacdo na microbiota pode ser explicado devido a baixa
variabilidade da alimentagcdo entre individuos de cada grupo e a
homogeneidade desses individuos quanto a origem e perfil
socioecondmico, bem como uma limitacdo metodolégica na avaliacdo da
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alimentacéo dos participantes, uma vez que com o0 objetivo de se evitar
um guestionario muito desgastante para as voluntarias do estudo, alguns
itens especificos foram escolhidos e é possivel que esse nivel de analise
ndo tenha sido suficiente para detectar relagdes entre alimentagédo e
composi¢do a microbiota.

Apesar de alguns estudos terem reportado alteracbes na
resposta imune de criangas HEU (ABU-RAYA et al., 2016; AFRAN et
al., 2014), os resultados aqui apresentados ndo revelam diferencas
significativas na concentracdo de marcadores plasmaticos de translocacdo
microbiana e inflamacé&o entre criancas HEU e criangas ndo expostas ao
HIV. Um estudo prévio descreveu uma maior concentracdo de LPS,
sCD14 e LBP e EndoCAb em criangas HIV positivas em relagdo a
criangas HEU; entretanto esse estudo ndo avaliou criangas ndo expostas
ao HIV como comparacdo (PAPASAVVAS et al., 2011). Kourtis et al.
(2015) avaliaram niveis de LPS no plasma e marcadores de ativacdo
imune em criangas expostas ao HIV em um estudo longitudinal e
observaram que altos niveis de LPS plasmatico em criancas expostas
estavam correlacionados a uma maior probabilidade dessa crianca se
tornar HIV positiva por exposi¢do atraves da amamentacdo. Ademais, 0s
autores reportam um aumento nos niveis de LPS nas criangas apds cessar
a amamentagdo e nas criangas que realizaram tratamento profilatico com
antibidticos (KOURTIS et al., 2013). Em um estudo mais recente
realizado por Myiamoto e colaboradores (MIYAMOTO et al., 2017), no
qual foram avaliados diversos marcadores de inflamacdo, ativa¢do imune
e translocacdo microbiana em criangas brasileiras, também néo foram
observadas alteracdes nos marcadores de translocacdo microbiana e
inflamacdo em criangas HEU quando comparadas a criangas ndo expostas
ao HIV. Em individuos infectados por HIV altera¢cbes na microbiota
intestinal sdo frequentemente associadas a maior translocagcdo microbiana
(ZEVIN et al., 2016), entretanto, nas criancas avaliadas no presente
estudo, alteragdes na microbiota intestinal parecem ocorrer de forma
independente a translocagcdo microbiana, uma vez que ndo foram
encontradas diferencas entre 0s grupos quanto ao marcador de
translocagdo microbiana avaliado, nem correlagdes significativas entre
sua concentragdo e indicadores de abundancia, riqueza e diversidade da
microbiota.

Também nédo foram encontradas diferencas significativas entre
maes HIV positivas e HIV negativas quanto a concentragéo plasmética de
citocinas inflamatorias. O aumento na ativacdo imune € uma caracteristica
da infeccdo por HIV, entretanto, o uso prolongado de antirretrovirais, que
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leva a supressdo da carga viral, pode reverter parcialmente, ou mesmo
completamente, o estado prd inflamatorio nesses individuos (DEEKS;
TRACY; DOUEK, 2013). Todas as mulheres que participaram desse
estudo apresentaram caracteristicas de individuos saudaveis, incluindo as
HIV positivas, que em sua grande maioria estavam em tratamento
antirretroviral e apresentaram carga viral indetectavel e niveis de
linfécitos TCD4* e TCD8" relativamente elevados. Essas caracteristicas
das maes HIV positivas podem explicar a auséncia maiores concentracdes
de marcadores de inflamag&o, assim como da auséncia de diferencas alfa
e beta na composicdo da microbiota antes apontada. Entretanto, a ativagéo
imune ndo foi totalmente suprimida pela terapia antirretroviral nessas
mulheres, uma vez que maes HIV positivas apresentaram maiores
concentracBes de CD14 sollvel no plasma. Resultados semelhantes a
esses sdo reportados por Villanueva-Millan e colaboradores
(VILLANUEVA-MILLAN et al., 2017), que descreveram um grupo de
pacientes HIV positivos em tratamento antirretroviral e com carga viral
indetectavel no qual também foram observados niveis elevados de sCD14
apesar dos niveis de linfécitos T normais. Villanueva-Millan et al. (2017)
também descreveram que individuos HIV positivos podem apresentar
niveis mais elevados de IL-6 ou ndo em relacdo a individuos nédo
infectados, dependendo do tipo de tratamento antirretroviral recebido.
Entretanto, no presente estudo ndo foi possivel obter informagdes sobre o
tipo de tratamento antirretroviral utilizado pelas participantes, uma vez
que tivemos acesso apenas as informacdes disponiveis no Hospital
Infantil, o que ndo inclui informag6es sobre o tratamento das maes.

E importante reconhecer que o estudo aqui apresentado
apresenta algumas limitacdes. Este foi um estudo transversal, com um
baixo nimero de participantes, recrutados em apenas um Unico local.
Ademais, algumas caracteristicas importantes como idade em meses e
amamentacdo apresentaram distribuicdo diferente entre os grupos. A
amamentagao possui um impacto muito positivo na salde das criangas e,
portanto, é extremamente recomendada, pelo menos durante 0s primeiros
seis meses da crianca. Sendo assim a amamentacdo é, em muitos paises,
recomendada também para maes HIV positivas. Entretanto, de acordo
com a disponibilidade e qualidade de acesso a servi¢os publicos de saude
e opcbes de alimentacdo que substitua a amamentacdo, além de
caracteristicas socioecondmicas e culturais, alguns paises optam por
recomendar que maes HIV positivas ndo amamentem seus filhos, com o
objetivo de evitar a transmissdo do virus através do leite materno
(MINISTERIO DA  SAUDE, 2017b; WORLD HEALTH
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ORGANIZATION, 2016). No Brasil, portanto, a recomendacdo do
Ministério da Salde é que criancas expostas ao HIV ndo sejam
amamentadas, e que recebam formula infantil disponibilizada
gratuitamente até os 6 meses de idade (MINISTERIO DA SAUDE,
2017b). Sendo assim, todas as criancas HEU que participaram desse
estudo ndo foram amamentadas. Apesar dos esforcos para recrutar
criangcas ndo expostas ao HIV que também nunca tivessem sido
amamentadas, devido a importancia da amamentacdo para a salde da
crianca, ndo foi possivel recrutar um namero suficiente de criangas néo
expostas ao HIV que ndo fossem amamentadas. Como resultado, no grupo
de criancas ndo expostas ao HIV estdo incluidas também criancas que
foram amamentadas durante os primeiros meses de vida, sendo possivel
que a amamentacdo, mesmo que por um curto periodo de tempo, tenha
um impacto duradouro na microbiota dessas criancas.

Embora existam estudos publicados anteriormente que também
avaliam a microbiota intestinal de criancas HEU, comparando-as a
criancas ndo expostas ao HIV (BENDER et al., 2016; GONZALEZ et al.,
2013), nesses estudos todas as criancas, incluindo as expostas ao HIV,
foram amamentadas. Dessa forma, o presente estudo representa a primeira
caracterizacdo da microbiota intestinal em criangas HEU que ndo foram
amamentadas. Esses resultados sdo relevantes pois mostram que mesmo
em regides onde a amamentacdo ndo é recomendada para criangas
expostas ao HIV, essas criancas ainda podem apresentar alteracfes na
microbiota intestinal, sendo, portanto, essas alteraces independentes da
influéncia de compostos presentes no leite materno. Sendo assim, 0s
resultados aqui apresentados podem subsidiar discussfes a respeito do
planejamento da introducdo de probidticos ou prebidticos como
suplemento na formula infantil distribuida para criangcas HEU, uma vez
que o uso de probidticos ja foi demonstrado ser seguro em criangas
expostas ao HIV (COOPER et al., 2016). Uma melhor compreenséo da
estrutura da comunidade bacteriana da microbiota intestinal dessas
criancas pode apontar novas bactérias candidatas a utilizagdo como
suplemento, com o objetivo de melhorar a satde de criancas HEU.
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5 SUMARIO DE RESULTADOS

No estudo aqui descrito, foram demonstradas alteragdes
significativas na abundancia de diversas OTUs na microbiota intestinal
de criancas expostas ao HIV, mas ndo infectadas, quando comparadas a
criangas ndo expostas ao HIV, além de altera¢fes no contetdo funcional
predito utilizando a ferramenta PICRUst. Foi também descrito que maes
HIV positivas percebem uma maior frequéncia de doencas em suas
criancas, quando comparadas a maes HIV negativas. Entretanto, ndo
foram observadas diferencas quanto a riqueza e diversidade da microbiota
intestinal, nem quanto a presenca de marcadores de translocacdo
microbiana e inflamacéo, alimentacéo, peso e indice z de peso por idade.
Também ndo foram encontradas correlacdes significativas entre
alimentacdo, peso, indice z de peso por idade, frequéncia anual de
doengas, niveis de albumina sérica e marcadores de translocacéo
microbiana e inflamacéo e riqueza, abundancia e diversidade alfa e beta
da microbiota intestinal das criancas. Também foi avaliada a composicao
da microbiota intestinal e presenga de marcadores de translocacéo
microbiana e inflamagao nas maes das criancas participantes do estudo.
Foram descritas OTUs que se mostraram em abundancia
significativamente diferente em maes HIV positivas e HIV negativas,
além de ort6logos KEGG que foram encontrados em proporcao diferente
entre 0s dois grupos e mées. Méaes HIV positivas também apresentaram
maiores concentracdes de CD14 sollvel no plasma. Entretanto, ndo foram
observadas diferencas quanto a riqueza e diversidade da microbiota
intestinal, alimentacdo, ou marcadores de inflamacdo entre maes HIV
positivas e HIV negativas.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados aqui expostos, pode-se concluir que
criangas HEU apresentam uma microbiota intestinal ligeiramente distinta
da microbiota de criangas ndo expostas ao HIV, com alguns sinais de
disbiose, uma vez que criangas HEU apresentam maiores quantidades de
bactérias relacionadas a processos patoldgicos e bactérias consideradas
patobiontes. Entretanto, ndo se pode ainda afirmar que essa disbiose esteja
relacionada ao maior nimero de doencas e problemas de crescimento
reportados nessas criangas, uma vez que ndo foram encontradas
correlac@es significativas entre a abundancia de OTUs da microbiota e
peso, frequéncia de doengas, ou marcadores plasmaticos de inflamag&o.
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7 PERSPECTIVAS

A partir dos resultados aqui obtidos novos estudos podem ser
desenvolvidos, os quais avaliem mais profundamente relagdes entre o
desenvolvimento do sistema imune e bactérias especificas presentes em
abundancia diferente em criangas HEU e criancgas ndo expostas ao HIV,
como por exemplo bactérias do género Prevotella; estudos que
confirmem os resultados obtidos através da predicdo de conteldo
funcional in silico utilizando outras técnicas de sequenciamento de nova
geracdo, como sequenciamento em massa de RNA e protedmica; além do
desenvolvimento e uso de probidticos ou prebidticos para criangas HEU.
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APENDICE A- QUESTIQNARIO SOBRE HABITOS DE VIDA E
ALIMENTACAO DAS MAES

SANTA CATARINA
Laboratorio de Imunologia Aplicada
Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia
Centro de Ciéncias Bioldgicas
Floriandpolis, SC, 88049-900, Brasil

UNIVERSIDADE FEDERAL DE I_ " /
=/~

Titulo do projeto: Caracterizacdo da microbiota intestinal e
avaliacdo da presenga de marcadores de transloca¢do microbiana em
criancas filhas de mulheres infectadas pelo HIV

Data; _/ /  Horario: Local:
Entrevistador(a):

QUESTIONARIO 1 - DADOS DA MAE

DADOS SOCIOEPIDEMIOLOGICOS
Data de nascimento: __ / / ldade:
Peso: kg Altura: m
Status da infec¢do pelo HIV:
TCDA4+: TCD8+:
Cargaviral:
Escolaridade: ( ) fundamental incompleto ( ) fundamental completo
( ) médio incompleto () médio completo ( ) superior incompleto ( )
superior completo

Estado Civil: ( ) em unido estavel ( ) casada ( ) divorciada ( ) vilva
() solteira

Renda Familiar (Salario Minimo = R$ 880,00): ( ) até 1 salario
minimo ( ) de 1 a 3 salarios minimos ( ) de 4 a 6 salarios minimos ( )
de 7 a 9 salarios minimos ( ) de 10 a 12 salarios minimos ( ) mais de
13 salarios minimos

Situacdo Profissional: ( ) do lar ( ) sem ocupac¢do ( ) emprego fixo (
) autbnoma Ocupacdo:
Etnia: ( ) Euro descendente ( ) Afro descendente ( ) Asiatico
descendente ( ) Indigena descendente ( ) Néo sei/Prefiro ndo
responder
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Cor dapele: ( ) Negra ( )Mulata ( ) Amarela ( )Branca ()
N&o sei/Prefiro ndo responder

QUANTO A SEUS HABITOS DE VIDA E ALIMENTACAO:

1. Vocé costuma viajar com 3. Vocé pratica atividade

frequéncia?

(') Sim, viajo semanalmente
(') Sim, pelo menos uma
vez por més

() Ndo viajo com
frequéncia

2. Vocé viajou nos ultimos trés

meses?

(') Sim, viajei para uma
cidade no mesmo estado
(') Sim, viajei para outro
estado.

Qual?

(') Sim, viajei para outro
pais

( ) Néo viajei nos ultimos
trés meses

fisica?

() Regularmente, pelo
menos uma vez por dia

( ) Regularmente, 5 ou mais
Vezes por semana

( ) Regularmente, 2 a 4
Vezes por semana

( ) Regularmente, 1 vez por
semana

() 1a3vezes por més

( ) Raramente, menos de
uma vez por més

( ) Nunca
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Por favor, na tabela a seguir, estime a frequéncia média com que vocé

consome cada um dos alimentos listados na primeira coluna:

ALIMENTO

LEITE DE VACA
LEITE
FERMENTADO
(YAKULT, CHAMITO,
ETC)

IOGURTE
DERIVADOS DE
LEITE (QUEIJOS,
CREME DE LEITE,
MANTEIGA,
REQUEIJAO, LEITE
CONDENSADO, ETC)
LEGUMES E
VERDURAS
FRUTAS

SUCO NATURAL
ARROZ

FEIJAO

BATATA

PAO

CEREAIS
(SUCRILHOS,

FREQUENCIA DE CONSUMO NO
ULTIMO ANO:

Mais frequente <-> Menos frequente

Todos os dias, pelo menos

uma vez por dia

5 ou mais vezes por semana

2 a 4 vezes por semana

1 vez por semana

1 a 3 vezes por més

Menos de uma vez por més

Nunca
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GRANOLA, AVEIA,
ETC)

CARNE VERMELHA
(GADO E/OU PORCO)

FRANGO

PEIXE
OVOS

MASSAS
(MACARRAO,
LASANHA, P1ZZA,
ETC)

ALIMENTOS FRITOS
(FRITURA)

DOCES
(CHOCOLATE,
BOLOS, SORVETE,
BALAS, ETC)
REFRIGERANTE
REFRIGERANTE
ZERO, LIGHT OU
DIET

CERVEJA

VINHO

OUTRAS BEBIDAS
ALCOOLICAS
CAFE E/OU CHA
PRETO

Outros (opcional):




4. Vocé costuma tirar a
gordura aparente das
carnes e a pele do frango
ou outro tipo de ave?

() Sim

( ) Néo

(') N&o como carne vermelha
ou frango

5. Qual tipo de gordura é
mais usado na sua casa
para cozinhar os
alimentos?

() Banha animal ou manteiga
() Oleo vegetal como: soja,
girassol, milho, algod&o ou
canola

() Margarina ou gordura
vegetal

6. Quantos copos de agua
vocé bebe por dia?
) Menos de 4 copos
) 4 a5 copos
) 6 a 8 copos
) 8 copos ou mais

~ N~

Vocé tomou antibidticos
recentemente?
(') Sim, nos ultimos dias
(') Sim, nas dltimas semanas
(') Sim, nos ultimos trés meses
(') N&o consumi nenhum
antibidtico recentemente

Se sim, qual(is)?
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8. Vocé consumiu algum
probiético recentemente?
(') Sim, nos Gltimos dias
(') Sim, nas ultimas semanas
() Sim, nos ultimos trés meses
() N&o consumi nenhum
probidtico recentemente

Se sim, qual(is)?

9. Vocé esta utilizando
terapia antirretroviral
atualmente:

() Sim
( ) Néo
Se sim, qual(is):

10. Vocé consumiu algum
outro tipo de
medicamento
recentemente?

(') Sim, nos ultimos dias

(') Sim, nas ultimas semanas
(') Sim, nos ultimos trés meses
() N&o consumi nenhum
medicamento recentemente

Se sim, qual(is)?

11. Vocé teve alguma
disfungdo intestinal
recentemente?

(') Sim, nos ultimos dias

(') Sim, nas ultimas semanas

(') Sim, nos Gltimos trés

meses

( ) Néo

Se sim, qual?
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12. Vocé possui algum
problema intestinal
cronico?

() Sim

( ) Nao

Se sim, qual(is)?

13. Vocé possui alguma outra
doenca?
() Sim
( ) Néo
Se sim, qual(is)?

14. Como é seu sono?

() Sempre durmo menos do
gue considero necessario.
() Na maioria das vezes
durmo menos do que
considero necessario.

( ) Raramente durmo menos
do que considero necessario
( ) Durmo sempre o que
considero necessario.

15. Vocé fuma?
() Sim
( ) Néo

16. Fumou durante a
gravidez?

() Sim

( ) Nao
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APENDICE B - QUESTIONARIO SOBRE HABITOS DE VIDA E
ALIMENTACAO DAS CRIANCAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SANTA CATARINA |= " /-\
Laboratério de Imunologia Aplicada
Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia
Centro de Ciéncias Bioldgicas
Floriandpolis, SC, 88049-900, Brasil

Titulo do projeto: Caracterizacdo da microbiota intestinal e
avaliacdo da presenga de marcadores de transloca¢do microbiana em
criangas filhas de mulheres infectadas pelo HIV

Data; _/ /  Horario: Local:
Entrevistador(a):

QUESTIONARIO 2 - DADOS DA CRIANCA

Sexo: ()M ()F Datadenascimento: /[
Idade: Peso: kg Altura: cm

Idade gestacional no momento do parto: semanas
Status da infeccéo pelo HIV:
TCD4+: TCD8+:
Carga viral:
Etnia: ( ) Euro descendente () Afro descendente ( ) Asiatico
descendente ( ) Indigena descendente ( ) N&o sei/Prefiro ndo
responder

Cordapele: ( ) Negra ( )Mulata ( ) Amarela ( )Branca ()
Nao sei/Prefiro ndo responder
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1. A crianga tomou
antibidticos
recentemente?

(') Sim, nos ultimos dias

(') Sim, nas dltimas semanas
(') Sim, nos ultimos trés meses
(') Meu(minha) filho(a) ndo
consumiu nenhum antibiético
recentemente

Se sim, qual(is)?

2. A crianga esta recebendo
tratamento antirretroviral
atualmente?

() Sim
( ) Néo
Se sim, qual(is):

3. A crianga consumiu
algum outro tipo de
medicamento
recentemente?

(') Sim, nos ultimos dias

(') Sim, nas ultimas semanas
(') Sim, nos ultimos trés meses
(') Meu(minha) filho(a) ndo
consumiu nenhum
medicamento recentemente

Se sim, qual(is)?

4. A crianga teve alguma
disfungo intestinal
recentemente?

(') Sim, nos ultimos dias

(') Sim, nas ultimas semanas

( ) Sim, nos ultimos trés

meses

( ) Néo

Se sim, qual?

5. A crianca possui algum
problema intestinal
crénico?

() Sim

( ) Nao

Se sim, qual(is)?

6. A crianga possui alguma
outra doenca crénica?

() Sim

( ) Néo

Se sim, qual(is)?

7. Com que frequéncia a
crianca fica doente?

( ) Constantemente, pelo

menos uma vez por més

( ) Constantemente, em

média a cada seis meses

( ) Raramente, em média uma

Vez por ano

( ) Raramente, menos de uma

Vez por ano

( ) Meu(minha) filho(a)

nunca fica doente

Quando foi a Ultima vez que
seu(sua) filho(a) apresentou
alguma doenca?

( ) Menos de 1 semana

() Menos de 1 més

( ) Menos de 6 meses

() Mais de 6 meses

( ) Nao lembro

(') Meu(minha) filho(a)
nunca fica doente
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Por favor, na tabela a seguir, estime a frequéncia média com que seu(sua)

filho(a) consome cada um dos alimentos listados na primeira coluna:

ALIMENTO

LEITE DE VACA
LEITE
FERMENTADO
(YAKULT,
CHAMITO, ETC)
IOGURTE
DERIVADOS DE
LEITE (QUEIJOS,
CREME DE LEITE,
MANTEIGA,
REQUEIJAO,
LEITE
CONDENSADO,
ETC)
LEGUMES E
VERDURAS
FRUTAS

SUCO NATURAL
ARROZ

FEIJAO
BATATA

PAO

FREQUENCIA DE CONSUMO NO
ULTIMO ANO:

Mais frequente <

frequente

Todos os dias, pelo

menos uma vez por dia

5 ou mais vezes por

semana

2 a 4 vezes por semana

1 vez por semana

- Menos
S
o
» o
<«@D N
g 8
= [4+]
2  E
n >
(<] [<)
g 3
o
o [
© D @
— = £

Nunca



114

CEREAIS
(SUCRILHOS,
GRANOLA, AVEIA,
ETC)

CARNE
VERMELHA
(GADO E/OU
PORCO)

FRANGO

PEIXE
OVOS
MASSAS
(MACARRAO,
LASANHA, PI1ZZA,
ETC)
ALIMENTOS
FRITOS (FRITURA)
DOCES
(CHOCOLATE,
BOLOS, SORVETE,
BALAS, ETC)
REFRIGERANTE
REFRIGERANTE
ZERO, LIGHT OU
DIET
CHA

Outros (opcional):




9. A crianga consumiu algum

probidtico recentemente?
(') Sim, nos ultimos dias
(') Sim, nas ultimas semanas
(') Sim, nos ultimos trés meses
() Meu(minha) filho(a) ndo
consumiu nenhum probiotico
recentemente

Se sim, qual(is)?

10. A crianca utiliza formula
infantil?

() Sim

( ) Néo

Se sim, qual marca?
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12. A crianga passa alguma
parte do tempo com outras
pessoas? (Na creche, com
familiares, etc.)

( ) Sim, diariamente

(') Sim, somente nos fins de

semana

( ) Raramente

( ) Nao

Se sim, com quem?

E como ¢ preparada?

11. Quantos copos de agua a
crianca bebe por dia?
() Menos de 4 copos
()4 ab5copos
() 6a8copos
(') 8 copos ou mais

29.A crianga tem contato com
animais domésticos?

( ) Diariamente, possuimos
animais domeésticos em casa

( ) Raramente

() Néo

Se sim, qual(is)?
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ANEXO A —Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

e TR R TR UPROPRRTIN
de ,de proflssao
...................................... , pai (), ou mée () ou responsavel legal (),

T4 (=] £ o o OSSR ,

neste ato repreSeNtando .........coovvceeririeeiineie s
que esta sendo convidado a participar de um estudo denomlnado
“Qualidade de Vida e Saude em Criangas e Adolescentes com Doenga
Cronica ou Risco de Doenga Cronica”, cujos objetivos e justificativas sdo
avaliar sinais de alerta para doencas cronicas, prevenir, orientar e tratar
quando necessario.
A participa¢do no referido estudo serd no sentido do participante ser
submetido a coleta de sangue, a coleta de fezes, e avaliagdo do estado
nutricional e composi¢do corporal.
Sua participacdo nesse estudo serd a partir da doagdo de um pequeno
volume de plasma da crianca (que sera obtido do sangue ja retirado
durante exames de sangue de rotina e da doac¢do de uma amostra de suas
fezes e uma amostra de fezes de seu (sua) filho (a).
Também sera solicitado a vocé que responda a dois questionarios, um
sobre seus habitos de vida e alimentacdo e outro sobre a alimentacdo e
salde de seu (sua) filho (a).
Fui alertado de que, da pesquisa a se realizar, é possivel esperar alguns
beneficios para 0 meu representado, tais como identificar precocemente
problemas que possam evoluir e comprometer a salide e a qualidade de
vida do participante deste estudo e que possam ser adequadamente
tratados.
Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessarios sobre os possiveis
desconfortos e riscos decorrentes do estudo, levando-se em conta que é
uma pesquisa, e 0s resultados positivos ou negativos somente serdo
obtidos apds a sua realizacdo.
Assim, a coleta sanguinea, pode trazer algum leve desconforto ou dor,
mas que serdo diminuidos ao maximo devido a experiéncia dos
coletadores ou examinadores e a coleta se dara dentro da rotina do que ja
é feita para seguimento do seu filho.
Estou ciente de que a sua privacidade sera respeitada, ou seja, seu nome
ou qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, o ()
identificar, serd mantido em sigilo.
Também fui informado de que pode haver recusa a participagao no estudo,
bem como pode ser retirado o consentimento a qualquer momento, sem
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precisar haver justificativa, e de que, ao sair da pesquisa, ndo havera
qualquer prejuizo a assisténcia que vem recebendo.

E assegurada a assisténcia do meu representado durante toda a pesquisa,
bem como me é garantido o livre acesso a todas as informagdes e
esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas consequéncias, enfim,
tudo o que eu queira saber antes, durante e depois de sua participagao.
Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e
compreendido a natureza e o objetivo do estudo, autorizo a participacao

nesta pesquisa, estando totalmente ciente de que ndo ha nenhum valor
financeiro a receber ou a pagar, pela participacéo.

No entanto, caso haja qualquer despesa decorrente de seu deslocamento
para a participacdo na pesquisa, havera ressarcimento na forma de
pagamento de passagens de Onibus caso a consulta e 0s exames ndo sejam
realizados na data previamente prevista para o controle de rotina no
Ambulatério de Infectologia e no Ambulatério de Puericultura.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo
gue uma via sera arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra sera
fornecida a vocé.

Florianopolis,....de ... .de 20.....

Nome e assinatura *

Nome, assinatura e RG do (a) pesquisador(a)

*Anexar documento que comprove parentesco/tutela/curatela

Em caso de duvidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé
poderéa consultar:

Pesquisadores Responsaveis:

Maria Marlene de Souza Pires (48-84113444)

Sonia Maria de Faria (48-99802866)

Paola Marian Bridi (48- 96245671)

Aguinaldo Roberto Pinto ((48 - 3711 5206)

Aline Machiavelli (48 - 9822 7619)

ou 48-3251-9000 (HIJG) para ambos, em horario administrativo.
Endereco: Rua Rui Barbosa, 152 Agronémica

Floriandpolis — SC CEP: 88025-301

Qualquer situacéo que seja considerada inadequada ou ndo prevista neste
termo pode ser relatada ao préprio comité de ética em pesquisa do HIJG,
pelo telefone 3251-9092.



