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RESUMO

Lourengo A.G. Estudo in vitro da capacidade da lactoferrina e de seu produto de
clivagem (G-12-1), presentes nas secrecoes orais e genitais, de modular a producio de
CCL20 pelas células do epitélio endocervical: Envolvimento com a transmissiao sexual
do HIV. 2011. 157f. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto, 2011.

As células dentriticas, dentre elas as células de Langerhans, sdo capazes de apresentar o virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) aos linfocitos T CD4+, cujo processo culmina com a
infeccdo por esse virus. O recrutamento das células de Langerhans na mucosa vaginal ¢
modulada pela Quimiocin C-C motif ligant 20 (CCL20), produzida pelas células epiteliais da
mucosa genital feminina. O objetivo desse trabalho foi estudar a capacidade do plasma
seminal, da saliva e do contetido vaginal de induzir a produ¢do de CCL20 pela cultura de
células do epitélio monoestratificado endocervical (HEC-1A), relacionando tal produ¢do com
a presenga da lactoferrina (Lf) e de seu produto de clivagem (G-12-I) nestes fluidos. Culturas
de células HEC-1A foram estimuladas com plasmas seminais, salivas e contetidos vaginais de
participantes soronegativos e soropositivos para o HIV, visando avaliar a produgdo de
CCL20, a qual foi mensurada utilizando-se o Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA).
A dosagem de Lf (ELISA) foi realizada em todas as amostras estudadas e a presenga do
peptideo de clivagem da Lf (G-12-1) observada nas amostras que mais € que menos induziram
a secre¢ao de CCL20 pelas células HEC-1A por Western blot. Verificou-se que os plasmas
seminais de participantes soropositivos foram responsdveis por maior estimulagdo da
produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A, quando comparados aos plasmas seminais de
participantes soronegativos para o HIV. A concentragdo de Lf no plasma seminal associou-se
a inducdo na produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A, assim como as amostras que mais
induziram a producdo de CCL20 apresentaram presengas mais evidentes do peptideo de
clivagem da Lf (G-12-I). A saliva foi responsavel pela estimulacdo na producdo de CCL20
pelas células HEC-1A, no entanto, tal estimulagdo ndo se associou a concentracdo de Lf
salivar. Concluimos que a presenga de Lf no plasma seminal esteve correlacionada a produgao
de CCL20 pelas células HEC-1A, e que a saliva pode induzir a producdo da CCL20 pelas
células epiteliais endocervicais.

Palavras chaves: 1. Aids; 2. HIV; 3. Transmissdao sexual; 4. Lactoferrina; 5. G-12-I; 6.
CCL20; 7. Plasma seminal; 8. Saliva; 9. Contetido vaginal, 10. Células epiteliais

endocervicais



RESUME

Lourenco A.G. Etude in vitro de la capacité de la lactoferrine et son produit de clivage
(G-12-1), présent dans les sécrétions orales et génitales, de moduler la production de
CCL20 par les cellules épithéliales endocervicales: Implication dans la transmission
sexuelle du VIH. 2011. 157f. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo
Paulo, Ribeirdo Preto, 2011.

Les cellules dendritiques présentes dans les muqueuses comme les cellules de Langerhans,
sont capables de présenter le Virus d'Immunodéficience Humaine (VIH) aux lymphocytes T
CD4+, aboutissant a l'infection par le VIH lors de contacts hétérosexuels non protégés. Le
recrutement des cellules de Langerhans dans la muqueuse vaginale est assuré par la
chimiokine Quimiocin C-C motif ligant 20 (CCL20) produite par les cellules épithéliales de la
muqueuse. L'objectif de ce travail a ét¢ d’étudier la capacité du plasma séminal, de la salive et
de la sécrétion vaginale a stimuler la production de CCL20 par les cellules de 1’épithélium
endocervical (cellules HEC-1A), et de corréler cette production avec la présence de la
lactoferrine (LF) et de ses produits de clivage dans ces différents fluides biologiques. Des
cellules HEC-1A ont été cultivées avec les plasmas séminaux, les salives et les sécrétions
vaginales de patients séronégatifs et séropositifs pour le VIH, et la production de CCL20 a été
mesurée dans les surnageants cellulaires en ELISA. Le dosage de la Lf par ELISA a été
réalisé sur tous les échantillons. La présence d’un petide de clivage de la Lf (G-12-1) a été
analysée en western blot. Les résultats obtenus montrent que les plasmas séminaux des
patients séropositifs ont une plus grande capacité a stimuler la sécrétion de CCL20 que les
patients séronégatifs pour le VIH. La concentration de la Lf dans le plasma séminal est
corrélée a la stimulation de cette sécrétion par les cellules HEC-1A. 1l semble que les
échantillons ayant la plus grande capacité a stimuler la sécrétion de CCL20 possedent une
plus forte concentration en petide de clivage de la Lf (G-12-1), bien que ce résultat, obtenu en
western blot. La salive est ¢galement capable de stimuler de la production de CCL20 par les
cellules HEC-1A, mais cette stimulation n'est pas corrélée avec sa concentration en Lf.
Nous concluons que la sécrétion de CCL20 par 1’épithélium génital féminin induite par le
plasma séminal est corrélée a la présence de la Lf dans ce fluide. Bien que les mécanismes
puissent étre différents, la salive peut également induire la production de CCL20 par les
cellules épithéliales de la muqueuse génitale féminine.

Mots-clés: 1. SIDA, 2. VIH 3. Transmission sexuelle; 4. La lactoferrine, 5. G-12-1, 6. CCL20
7. Le plasma séminal; 8. La salive 9. Le fluide vaginal, 10. Les cellules épithéliales

endocervicale



ABSTRACT

Lourengo A.G. In vitro study of the capacity of lactoferrin and its cleavage product (G-
12-1I), present in oral and genital secretions, to modulate the production of CCL20 by the
endocervical epithelial cells: Involvement with the sexual transmission of HIV. 2011.
157f. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,
2011.

Dendritic cells, among them Langerhans cells, are recognized as presenters of Human
Immunodeficiency Virus (HIV) to CD4 + T lymphocytes. The recruitment of Langerhans
cells in the vaginal mucosa is modulated by Chemokine CC motif ligand 20 (CCL20)
produced by epithelial cells of the female genital mucosa. The aim of this study was to
evaluated the capacity of seminal plasma, saliva and vaginal secretions to induce the
production of CCL20 by monostratified endocervical epithelium cells culture (HEC-1A), also,
the relation of this production with the presence of lactoferrin and its cleavage products (G-
12-1) in seminal plasma and saliva. Cultures of HEC-1A cells were stimulated with seminal
plasma, saliva and vaginal secretions of HIV-seronegative and HIV-seropositive participants,
and the CCL20 production measured by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) in its
cellular supernatant. ELISA for Lf was performed on all samples, and the peptide cleavage Lf
(G-12-I) observed in the samples which more and less induced the CCL20 secretion on
western blot. We observed that the seminal plasma of seropositive participants were
responsible for a higher stimulation of CCL20 production by HEC-1A cells, when compared
to the seminal plasma of HIV-seronegative participants. Lf concentration in seminal plasma
was positively related to the CCL20 production by HEC-1A cells, the higher production of
CCL20 was also more associated with Lf peptide cleavage Lf (G-12-I), on western blot.
Saliva stimulated CCL20 production by HEC-1A cells, and such stimulation was not
correlated to Lf concentration. In conclusion, the presence of Lf in seminal plasma positively
related to the production of CCL20 by HEC-1A cells, and saliva may induce the production of

CCL20 in the female genital mucosa.

Keywords: 1. AIDS; 2. HIV; 3. Sexual transmission; 4. Lactoferrin; 5. G-12-I; 6. CCL20; 7.

Seminal plasma; 8. Saliva; 9. Vaginal discharge; 10. Endocervical epithelial cells.
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A sindrome da imunodeficiéncia adquirida foi descrita pela primeira vez em 1981, nos
Estados Unidos, entre homens que faziam sexo com homens, nos quais se verificou o
aparecimento de multiplos casos de Sarcoma de Kaposi € Pneumonia por Pneumocistis
Jjiroveci (na época conhecida como Pneunocistis carinii), doencas previamente conhecidas,
mas que até entdo apresentavam caracteristicas peculiares (GOTTLIEB et al., 1981). O Sarcoma
de Kaposi, por exemplo, era descrito, principalmente, em pacientes idosos € a pneumonia por
Pneumocistis carinii em pacientes com cancer em estdgio avang¢ado. Apos o surgimento
dessas doengas em pacientes previamente saudaveis os Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), 6rgao de vigilancia epidemioldgica americano, passou a estudar e definir o
perfil clinico e epidemioldgico da nova doencga. Essa investigagdo conduziu a hipétese de uma
perturbagdo do sistema imunologico celular, ocasionada por uma doenga nao classificada, de
etiologia infecciosa e transmissivel (CDC, 1982). De 1981 a 1982, o CDC notificou 593 casos
de aids, configurando a dimensdo epidémica de uma nova doenga nos Estados Unidos. No
Brasil, os primeiros casos de aids foram relatados em 1982 em sete homens que faziam sexo
com homens (CASTILHO; CHEQUER, 1997). O aparecimento dessa doenga em homens que
faziam sexo com homens levou a designacao inicial e preconceituosa de “peste gay”, ou seja,
uma doenca estritamente associadas a atividade homossexual e que, ao ver da sociedade,
estava relacionada a atos sexuais “anormais” e a um estilo de vida libertinoso. Com o decorrer
dos anos e aquisi¢do de maiores conhecimentos sobre a epidemiologia da doenga, esse
comportamento sexual passou a ndo ser o unicamente implicado, observando-se crescimento
vertiginoso de casos entre casais heterossexuais e usudrio de drogas ilicitas injetaveis
(SZWAREWALD; BASTOS; CASTILHO, 1997).

Atualmente, a aids atinge indistintamente pessoas de todas as classes sociais, de todas
as faixas etarias e opgoes sexuais. Segundo a Joint United Nations Programme on HIV/AIDS
(UNAIDS) existem 33,4 milhdes de casos de aids em todo o mundo. Somente em 2008, foram
relatados 2,7 milhdes de novos casos, e mais de dois milhdoes de mortes em decorréncia da
aids (UNAIDS, 2010). No Brasil, o niimero de casos notificados de 1980 a 2009 foi de
544.846. Uma pesquisa feita em 2004 estimou 593.000 casos de aids no Brasil. Em 2006,
foram registrados 35.459 novos casos da doenca e em numeros absolutos registrou-se 217.091
obitos de 1980 a 2008 (BRASIL, 2010).

Em 1983, trés anos apds a descricdo dos primeiros casos de aids, pesquisadores
franceses e americanos isolaram seu agente causador a partir de biopsias ganglionares de um
paciente em estdgio pré-aids. Tratava-se do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) que foi

denominado inicialmente como virus associado a linfoadenopatia (BARRE SINOUSSI et al.,
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1983; KLATZMAN et al.; 1984) e, posteriormente como virus humano T-linfotrépico - III
(GALLO; SLISKI; WONG-STAAL, 1983) ou retrovirus associado a aids (LEVY et al.,
1984). A denominagao HIV foi definida somente na Conferéncia de Paris em 1986 (COFFIN
et al., 1986).

Em 1986, foi descrito em pacientes africanos um novo virus causador da aids,
denominado de HIV-2. (CLAVEL et al, 1986). Diferentemente do HIV-1 que estad
distribuido por todo o globo terrestre, o HIV-2 estd presente principalmente na Africa
ocidental. Apesar de possuirem diferencas quanto a estrutura gendémica e a distribui¢do
geografica, ambos podem causar sindromes clinicas semelhantes, embora o potencial
patogénico do HIV-2 seja inferior ao do HIV-1, e, portanto, associado a uma menor carga
viral e a queda mais lenta da contagem de linfocitos T CD4" (LTCD4"), culminando em maior
periodo de laténcia clinica (BOCK; MARKAVITZ, 2001; O’SHAUGHNESSY; SCHETER,
1994; REEVES; DOMS, 2002).

O HIV ¢ um Lentivirus, género pertencente a familia Retroviridae, a qual possui a
caracteristica de infectar primariamente células do sistema linfocitario € mononuclear
fagocitario podendo acometer também o sistema nervoso (AMATO et al., 1996;
WAINBERG; JEANG, 2008). O HIV tem estrutura icosaédrica de aproximadamente 110
nanometros de didmetro, constituida de um envoltério viral fosfolipidico, onde estdo inseridas
proteinas das células hospedeiras e virais, incluindo duas principais, a gp 120 e a gp 41,
associadas entre si de forma ndo covalente, conforme esquema da figura 1 (BARRE-

SINOUSSI, 1996; SIERRA; KUPFER; KAISER, 2005).

Membrana

gp 4l Lipidica

Transcriptase
reversa

Figura 1. Estrutura do HIV. Adaptado de National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID, 2011).
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O HIV possui duas moléculas de acido ribonucléico (RNA) de fita simples com
orientacdo positiva e genoma proviral com trés genes estruturais: gag, pol e env que codificam
as proteinas do nucleo, as enzimas virais e as proteinas internas e externas do envelope,
respectivamente (BARRE—SINOUSSI, 1996; GALLO et al., 1988; SIERRA; KUPFER;
KAISER, 2005).

O HIV infecta principalmente os linfocitos T que exprimem o receptor CD-4 em sua
membrana plasmatica, no entanto, também ¢ capaz de infectar macrofagos e células
dentriticas que representam um importante reservatorio para o virus (CHUN et al., 1997;
LARSSON et al., 2002; SISPAS et al., 1997).

Como pode ser visto na figura 2, a replicacdo do HIV inclui como etapas: 1- Fusdo
viral com os receptores de superficie das células hospedeiras e penetragdo do RNA viral no
citoplasma. 2- Transcricdo do RNA viral em 4cido desoxirribonucléico (DNA) viral pela
transcriptase reversa. 3- Migracdo do DNA viral para o nucleo celular. 4- Sintese de RNA
mensageiro (RNAm) e das proteinas virais. 5- Exocitose e maturacdo extracelular do virion

(FAN; CONNER; VILLARREAL, 1994).

\'particula HIV nova particula
viral

célula do hospedeiro
ligada ao HIV

CCR5
célula
infectada

gp 120

: NNy
~ DNA inw!lmd.o.,
no genoma da célula

An hmammadaraiea

Figura 2. Replicagdo do HIV. Adaptado de Weiss, 2001.

Para ocorrer a infecgdo pelo HIV, a proteina viral gp 120, localizada no envelope
viral, reconhece e liga-se ao receptor CD4 que ¢ expresso principalmente na superficie de
N

linfocitos T auxiliares. No entanto, outras células que também expressam o receptor CD4

podem ser infectadas, como as células dentriticas da microglia e macréfagos (LEVY, 1990;
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MILLER, 1997). Outras moléculas de superficie também participam da ligagcdo da gp 120 aos
receptores CD4, como a C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR4), receptores de -
quimiocinas, ¢ a C-C chemokine receptor type 5 (CCRS), receptores de a-quimiocinas
(DOMS, 2001; GUATELLI et al., 2002).

Apds a ligagio da gp 120 viral com o receptor CD4", outra proteina viral, conhecida
como gp41, facilita a fusdo do virus a membrana celular permitindo a entrada do genoma viral
no citoplasma celular (DOMS, 2001).

Introduzido o genoma viral no citoplasma celular da célula hospedeira, a enzima
transcriptase reversa transcreve o RNA viral em DNA proviral de fita dupla. Essa transcri¢do
ocorre sem mecanismos de corre¢do, gerando uma elevada taxa de mutagénese. Estima-se que
ocorram até 10 trocas de bases no genoma viral por replicagdo (AMATO et al., 1996; PINTO;
STRUCHINER, 2006). O DNA proviral ¢ transportado para dentro do nucleo celular onde ¢
integrado ao DNA cromossomal do hospedeiro, mediado pela integrase viral (FREED;
MARTINS, 2001; GURTLER, 1996; LEVY, 1995; PINTO; STRUCHINER, 2006). O
genoma viral, integrado ao genoma do hospedeiro, pode permanecer em estagio de laténcia
durante anos ou continuar a fase replicativa. Para se “esconder” do sistema imunitario o virus
deixa de efetuar a expressao protéica, tornando-se transcripcionalmente inativo, visto que ndo
ha sinal de sua presenca (AMATO et al., 1996).

O DNA proviral integrado ao genoma do hospedeiro induz a produ¢do de RNAm sob
controle de fatores de transcricdo da célula hospedeira, que conduzird a transcri¢do das
proteinas virais no citoplasma celular. As poliproteinas produzidas no processo anterior sao
transportadas por vias independentes para a membrana celular onde as particulas da progénie
viral brotardo para o exterior da célula levando consigo parte da membrana celular que
participa da formagao de seu envelope (AMATO et al., 1996).

Na fase de exocitose dos virions, as particulas virais liberadas sdo imaturas, e
completardo seu processo de maturacdo fora da célula hospedeira, devido a protedlises
geradas nos proprios virions (FREED; MARTINS, 2001). A maturacdo dos virions €
resultado da clivagem proteolitica das proteases virais (LOCHRIE et al., 1997).

Desde sua descoberta o HIV ¢ conhecido como um virus capaz de infectar e destruir
células que apresentem a glicoproteina CD4 de 55 KDa, dentre essas células estdo os
LTCD4", células de origem monocitiria (BARRE-SINOUSSI, 1988), células epiteliais
(McDOUGAL et al.,, 1986) monocitos, macrofagos, células dentriticas e as células de
Langerhans (BRAATHEN et al., 1987; BRAATHEN, 1988). A molécula do CD4 possui

quatro dominios, D1 a D4, que interagem com a glicoproteina gp 120 no dominio CD4



18

Binding Site , essa interacdo forte, afinidade de 1 a 10 nM (UGOLINI; MONDOR;
SATTENTAU, 1999), é essencial para a infecgdo das células CD4", no entanto, somente a
presenca da molécula CD4 ndo ¢ suficiente para o sucesso da infec¢do, sendo necessarias uma
série de eventos que implicardo nas ligagdes com os co-receptores culminando com a entrada
do HIV nas células hospedeiras (BATES, 1996).

Os co-receptores sao quimiocinas, sendo as CXCR4 e CCRS5 (CXC e CC quimiocinas,
receptores 4 € 5 respectivamente) as principais. O tropismo do virus ¢ determinado por sua
afinidade com uma ou ambas dessas moléculas (CHOE et al., 1996; SIMMONS et al., 1996;
UGOLINI et al., 1997; WU et al., 1997). Individuos que apresentam mutagdes no co-receptor
CCRS apresentam uma forte resisténcia a infecgdo pelo HIV, o que demonstra a importancia
dessas proteinas para o sucesso da infec¢ao pelo HIV (GALLO; MONTAGNIER, 2003).

O dominio V3-loop da gp 120 do HIV-1 ¢ carregada positivamente, o que lhe confere
capacidade de se fixar em estruturas negativamente carregadas como a molécula heperan
sulfate proteoglycan (HSPG). A molécula gp 120 ¢é igualmente capaz de se fixar nas
moléculas de adesdo (leukocyte function-associated - 1 e intercellular adhesion molecule 3),
galactosy ceramide (GalCer) e as lectinas ,especialmente os receptores manoses presentes nas
superficies de macrofagos (Figura 3). Essas interagdes adicionam efeito sinérgico a infecg¢ao
pelo HIV. Estudos que conseguiram bloquear cada uma dessas proteinas mostraram que as
células alvo perdem substancialmente sua permissividade a infec¢dao para o HIV (UGOLIN;

MONDOR; SATTENTAU, 1999).
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Figura 3: Ligacdo da gp 120 em diferentes receptores celulares. Esquema adaptado de UGOLIN; MONDOR e
SATTENTAU (1999).

HSGP: Heparan sulphate proteoglican.

GalCer: Galactosyl ceramide.

HIV: Virus da imunodeficiéncia humana.
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Os macrofagos e as células dendriticas sdo as primeiras células infectadas pelo HIV,
principalmente pelas cepas RS tropicas. Uma vez infectadas, elas constituem um reservatorio
importante do virus, sendo muitas vezes responsaveis pela transmissdo do HIV para outras
células. Os diferentes tipos de macrofagos que estdo fora dos orgdos linfoides, chamados
macrofagos tissulares, como os encontrados nos pulmdes (macréfagos alveolares), no figado
(células de Kupffer), na placenta (células de Hofbawer) e no sistema nervoso (microglias), sao
permissivos ao HIV e constituem outros reservatdrios importantes para o virus (CARR et al.,
1999).

As células dendriticas, células apresentadoras de antigeno, principalmente de origem
viral, sdo igualmente permissivas ao HIV (cepas X4 e¢ RS5). A molécula de superficie
conhecida por Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-
integrin (DC-SIGN), presente nas células dendriticas, sdo responsaveis pela fixacdo do HIV e
pela posterior apresentagdo aos linfécitos T, levando ao sucesso da infeccao viral (BHOOPAT
et al., 2001).

A manifesta¢dao clinica inicial produzida na infec¢do aguda pelo HIV, conhecida
como sindrome retroviral aguda, ¢ semelhante 4 mononucleose infecciosa e ocorre de cinco
a trinta dias pos-exposicao ao HIV (SCHACKER et al., 1998), sendo caracterizada pela
presenga de febre, sudorese, mal estar, nduseas, linfoadenopatias, faringite, fadiga,
ulceragoes orais e exantema maculopapular, entre outras manifestagdes clinicas (CLARK et
al., 1991).

O periodo médio entre a aquisicdo do HIV e o aparecimento da aids ¢ de oito a dez
anos. Esse periodo, geralmente assintomatico, ¢ denominado de laténcia clinica (GUATELLI
et al., 2002). Entretanto, nesse periodo, podem surgir sinais e sintomas inespecificos de
linfoadenopatia generalizada, febre baixa, sudorese noturna e diarréia (METROCA et al.,
1983).

Em apenas 5% das pessoas infectadas a progressdo da aids ocorre rapidamente: de um
a dois anos. Mesmo nos casos em que a progressdo da doenga ¢ mais lenta, reduzem-se a
contagem de LTCD4" em 30 a 60 células por milimetro cubico (cél/mm’) por ano. A
ocorréncia de eventos clinicos como a leucoplasia pilosa oral, a candidiase oral e vaginal e a
reativacdo do herpes zoster, podem ser sinais da progressao da doenca (GUATELLI et al.,
2002).

O esgotamento do sistema imune com relacdo a sua capacidade de deter a replicagao
continua do HIV antecede o aparecimento da aids. A partir deste momento, ocorre o declinio

acentuado da imunidade celular em nimero e qualidade de resposta, abrindo espaco para
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diversas doencas oportunistas (CIMERMAN; LOMAR; LEWI, 2004). O maior risco para o
aparecimento de doengas oportunistas ocorre quando a contagem de LTCD4" encontra-se
abaixo de 200 cél/mm’ (GUATELLI et al., 2002; UIP; TEIXEIRA, 2004). Atualmente,

consideram-se doengas oportunistas indicadoras de aids aquelas listadas na tabela 1.

Tabela 1 - Doengas indicadoras de aids, CDC (1993).

. Criptospoiridiose

. Pneumonia por Pneumocystis jiroveci

. Toxoplasmose

. Candidiase esofagiana, bronquica ou de pulmdes
. Criptococcose

. Mycobacterium avium (disseminado)

. Mycobacterium kansasii

. Mycobacterium tuberculosis (extrapulmonar e pulmonar)
. Cytomegalovirus

. Herpes simplex

. Leucoencefalopatia multifocal progressiva

. Isosporiase

. Sarcoma de Kaposi em individuos < 60 anos

. Linfoma ndo-Hodgkin

. Coccidioidomicose

. Encefalopatia por HIV

. Sindrome consumptiva associada ao HIV

. Bacteremia por salmonella recorrente

. Histosplamose

. Cancer cervical invasivo

Em 1993, o CDC classificou a infec¢ao pelo HIV e a aids em nove categorias segundo
dados clinicos e contagem de LTCD4" dos pacientes, como mostrado na Tabela 2 (DORE;
COOPER, 1997). Ainda pela mesma classificacio do CDC, sdao considerados individuos
clinicamente com aids os que se enquadram nos grupos A3, B3, C1, C2 e C3. Aqueles
individuos pertencentes aos grupos Al, A2, Bl e B2, encontram-se em estagios que precedem

o surgimento da aids.
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Tabela 2 - Classificagdo da infec¢do pelo HIV/aids, segundo o CDC (1993).

Categorias clinicas

(A) (B) ©)
Assintomatico, ou Sintomatico Condigoes
infecgdo primaria ndo A nao B indicadoras
Categorias laboratoriais pelo HIV ou PGL de aids
1.>500 cél/mm’ Al Bl C1
2.200 - 499 cél/mm’ A2 B2 C2
3. <200 cél/mm’ A3 B3 C3

Cél/mm’: Células por milimitro cubico.
HIV: Virus da imunodeficiéncia humana.
PGL: Linfadenopatia generalizada persistente

Os principais meios de transmissdo do HIV sdo:

Transmissdo por sangue contaminado: O HIV pode ser transmitido através do
sangue ou por seus produtos derivados (GRANDO et al., 2002).

Transmissao por meio de agulhas ou seringas contaminadas: Se da principalmente
em usudrios de drogas injetaveis que compartilham seringas ou agulhas
contaminadas com sangue contendo o HIV (O’BRIEN; SHAFFER; JAFFE,
1995).

Transmissdao ocupacional: Transmissdo do HIV de um paciente portador do virus
para um profissional de satde, por exemplo, perfuracdo acidental por agulha
durante procedimento cirdirgico ou em uma pung¢ao venosa. Estudos mostram que
o risco de contaminag¢do neste tipo de acidente ¢ inferior a 1% (BELL, 1997).
Transmissdo vertical: Transmissdo do HIV da mae para filho durante a gestagao,
parto ou amamentagdo. Cuidados pré-natais, no parto e pos-natais, reduzem
significativamente o risco de transmissao vertical (COOVADIA, 2004).
Transmissao sexual: Ocorre pelo ato sexual sem o uso de preservativos no qual
haja contato direto com sangue, s€émen ou secregdes genitais contaminados pelo

HIV.

Predominantemente, a transmissao heterossexual acontece por via mucosa, por meio

de contato com particulas virais livres ou com células infectadas (mondcito-macréfago e

linfocitos T) presentes no sémen e no fluido vaginal.

As mucosas, dentre elas, a mucosa oral, a mucosa dos 6rgdos genitais, reto e trato

intestinal, sdo permissiveis a entrada do HIV. Cada epitélio mucoso possui caracteristica
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propria capaz de influenciar a penetragdo do HIV, dentre essas as mais importantes sao
(WAHL; SMITH; JANOFF, 1999):

e Localizacdo anatdmica: A localizagdo anatdmica determina o grau de exposi¢ao
da mucosa ao sémen infectado pelo HIV.

e Espessura: Determina sua eficacia como barreira fisica.

e Presenca de células alvo: A natureza e quantidade de células alvo influenciam na
apresentacdo do HIV para os tecidos subjacentes e para células imunitarias do
hospedeiro.

e (apacidade de permitir a passagem de macromoléculas, assim como o HIV, pelo

mecanismo de transcitose (BOMSEL, 1997).

O trato genital feminino é revestido por epitélio mucoso, sem camada cdrnea, e,
portanto, sem células queratinizadas, ¢ estd dividido em duas zonas, em fungdo de sua
anatomia e estrutura histologica:

Trato inferior: se estende da vulva ao exo-colo uterino, incluindo a vagina. Ele ¢
revestido por um epitélio pluriestratificado, que embora espesso, pode permitir a penetracao
do HIV por apresentar uma grande circulagdo de células imunitarias (MILLER;
MCCHESNEY; MOORE, 1992). O epitélio mucoso vaginal e o endocervix sao constituidos
de um epitélio pluriestratificado ndo queratinizado e possuem uma superficie, em média, 15
vezes maior que a mucosa endocervical, sendo mais suscetiveis a sofrerem
microtraumatismos durante o ato sexual, o que favorece a penetragdo do HIV. As células do
epitélio pluriestratificado vaginal ndo exprimem o receptor CD4, no entanto, sdo capazes de
exprimir GalCer, assim como, CXCR4 ou CCRS. Diferentes células alvo estdo presentes na
mucosa vaginal: as células de Langerhans intra-epiteliais estdo preferencialmente localizadas
no nivel da mucosa basal ou para-basal ¢ na lamina propria na ordem de 30 células/mm?.
Linfocitos intra-epiteliais estdo igualmente presentes (BJERCKE et al., 1983).

A maior taxa da transmissao do HIV, ao nivel da mucosa vaginal, acontece na regido
do colo do utero, onde se encontra os dois tipos de epitélio mucoso vaginal, também
conhecido como zona de transi¢do (PUDNEY; QUAYLE; ANDERSON, 2005). Na zona de
transi¢dao encontra-se a maior densidade de células alvo para o HIV, em especial as células de
Langerhans e linfécitos intra-epiteliais e submucosos (PUDNEY; QUAYLE; ANDERSON,
2005).
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Por sua vez, o trato superior estd compreendido entre o endocolo e os ovarios,
incluindo o utero. Ele ¢ revestido por um epitélio monoestratificado, e, portanto, mais
susceptivel a passagem do HIV, por sua espessura reduzida. A mucosa cervical ¢ composta
por trés tipos de epitélio: mucosa exocervical, zona de transicdo e mucosa endocervical. A
mucosa exocervical se assemelha a mucosa vaginal, tendo, portanto, uma grande densidade de
células de Langerhans ¢ de LTCD4". As células de Langerhans estio situadas na parte
superior suprabasal com prolongamentos citoplasmaticos que podem atravessar a mucosa
pluriestratificada, apresentando-se na superficie epitelial. Segundo alguns estudos, as células
epiteliais do exocervis podem exprimir taxas varidveis de co-receptores CXCR4 e CCRS
(McCLURE et al., 2005; YEAMAN et al., 2003).

Na mucosa endocervical estdo presentes as células epiteliais que exprimem CD4,
LTCD4" intra-epiteliais e células que exprimem quimiotaxinas especificas para as células de
Langerhans (LEHNER, 1991). Devido a presenca de células alvo para o HIV, a mucosa
endocervical é vulneravel a entrada desse virus (HOWELL, 1997).

O HIV que esta presente no sémen masculino, sob a forma de particulas virais livres
ou integradas as células non spermatozoal mononuclear cells (NSMC), ¢ capaz de ultrapassar
a mucosa genital feminina in vitro (ALFSEN et al., 2005, MURATORI et al., 2007). Os
espermatozodides nao sdo infectados pelo HIV, no entanto, possuem receptores de superficie
(GalAAG), que permitem a fixagdo das particulas virais. Embora o HIV seja sensivel ao pH
acido, como o pH vaginal, ¢ possivel que as células infectadas pelo HIV protejam esse virus,
tornando-os mais resistentes que as particulas virais livres (O’CONNOR et al., 1995;
ONGRADI et al., 1990).

Existem véarias hipdteses sobre a entrada do HIV pelas mucosas. As principais sao:
passagem por rupturas do epitélio mucoso vaginal, transcitose, infeccao de leucocitos intra-
epiteliais, infeccao de células epiteliais, captura e transferéncia do HIV por células imunitarias
do hospedeiro, transmigracao e infeccao das células epiteliais.

As células infectadas pelo HIV ou suas particulas virais livres tém acesso direto a
regido submucosa pela ruptura do epitélio mucoso vaginal, onde encontrardo suas células
alvo, vasos sanguineos e linfaticos (DONCEL; JOSEPH; THURMAN, 2011).

As presencas de vaginose bacteriana, doengas sexualmente transmissiveis e candidose
vulvo-vaginal aumentam a probabilidade de microtraumatismos durante o ato sexual
(JONHSON; LEWIS, 2008; ROTTINGEN; CAMERON; GARNETT, 2001). Os
microtraumatismos da mucosa vaginal sdo comuns durante o ato sexual (NORVELL,;

BENRUBI; THOMPSON, 1984), e, geralmente, sdo resultados de microabrasdes, os quais
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podem provocar microsangramentos elevando o risco da transmissdo do HIV (GUIMARAES;
VLAHOV; CASTILHO, 1997).

As células dentriticas, dentre elas as células de Langerhans, sdao células alvo do HIV.
A infecgdo das células de Langerhans pelo HIV ¢ facilitada por seu papel sentinela no sistema
imunitario mucoso, por sua localizacdo nas camadas suprabasais do epitélio mucoso vaginal e
pela presenca de receptores e co-receptores para o HIV em sua membrana plasmatica. As
células dentriticas podem capturar o HIV e dissemina-lo as mucosas genitais subjacentes e
para os tecidos linfoides onde o virus sera apresentado aos LTCD4", culminando com o
sucesso da infeccdo. Em ensaios in vitro, as células dentriticas sdo infectadas pelo HIV depois
de quatro dias de cultura (DUSSERRE et al., 1992), ¢ in vivo, essa transmissdo ¢ provada
através de biopsias de mucosas de pacientes soropositivas para o HIV (STINGL et al., 1990).
Estudos também comprovam esse meio de entrada do HIV em mucosas vaginais de macacos
(MILLER, 1998). Em 2001, Bhoopat et al. mostraram a co-localizacdo de marcadores da
células de Langerhans e do HIV na mucosa vaginal de mulheres soropositivas para o HIV.

O HIV, por meio das células de Langerhans, pode utilizar-se de dois modos de
disseminagdo: 1. Infeccdo das células de Langerhans com fusdo das membranas virais a sua
membrana celular e conseqiiente replicagdo viral; ou, 2. Captura do HIV pelas células de
Langerhans sem a sua infec¢do.

As células dentriticas, dentre elas as células de Langerhans, exprimem varias
proteinas capazes de se ligarem a proteina gp 120 do HIV como o receptor de manose, ¢ a
DC-SIGN (TURVILLE et al., 2002). Segundo Berlier et al. (2006), a regulacdo e o
recrutamento das células de Langerhans podem ser mediados pelo macrophage inflammatory
protein-3 (MIP3a), também conhecido como quimiocin C-C motif ligant 20 (CCL20). A
CCL20 ¢ implicada na formagdo e funcdo do tecido linféide mucoso via quimioatragdo de
células dentriticas, dentre elas as células de Langerhans e linfécitos, gracas a sua forte
interagdo com o receptor CCR6 (BABA et al., 1997; DIEU-NOSJEAN et al., 2000).

A CCL20 ¢ secretada por numerosos tecidos como a pele (CHARBONNIER et al.,
1999; DIEU-NOSJEAN et al., 2000), a mucosa oral (ABIKO et al., 2003) e o epitélio vaginal
(CREMEL et al., 2005). Essa quimiocina ¢ expressa basalmente pelas células epiteliais da
mucosa, no entanto, sua expressdo pode ser estimulada por fatores microbianos como
lipopolissacarideos (LPS) e citocinas inflamatorias como o fator de necrose tumoral (TNF-a)
e reduzida pela interleucina-10 (IL-10) (SCHUTYSER et al., 2000).

A mucosa endocervical do aparelho genital feminino ¢ constituida por epitélio

monoestratificado, que apresenta suas células unidas fortemente por jungdes intercelulares,
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formando uma barreira fisica para a entrada do HIV. As células epiteliais do epitélio
monoestratificado sdo polarizadas em polo apical (em contato com o meio externo) e polo
basolateral (em contato com a mucosa subjacente). Essa polarizacdo permite que o virus
atravesse o epitélio por trancitose, que ¢ o mecanismo, no qual, as células do epitélio
monoestratificado transportam particulas de maneira seletiva do polo apical para o polo
basolateral (APODACA, 2001). Esse mecanismo ¢ comum em tecidos epiteliais
monoestratifcados, como o tecido da mucosa intestinal (MENG et al., 2002), da mucosa
endometrial (HOCINI et al., 2001) e da mucosa cervical (WOLBANK et al., 2003).

As células mononucleares infectadas pelo HIV sdo capazes de transmitir os virions
imaturos para as células epiteliais que os acondicionardo em vesiculas em seu citoplasma, sem
que esse se infecte pelo HIV. Os virions acondicionados em vesiculas no citoplasma das
células epiteliais se mantém em sua forma imatura até que sejam transpostos ao tecido
submucoso onde completardo sua maturagdo (PHILLIPS, 1994). Se a transcitose do HIV sob
sua forma livre foi por muito tempo controvérsia (BOMSEL, 1997), em 2002, Meng et al.
mostraram que as particulas virais livres do HIV podem atravessar o tecido epitelial
monoestratificado através da transcitose, assim como o0s virions associados as células
mononucleares infectadas como ja descrito. Nesse mesmo trabalho os autores mostraram que
células epiteliais jejunais primdrias (GalCer+, CCR5+, CXCR4-) sdo capazes de internalizar o
HIVRS por meio da transcitose.

Geralmente, a transcitose da particula viral livre ¢ dependente da cepa viral e de suas
interagdes com receptores da membrana apical das células epiteliais. Pode-se inibir, por
exemplo, a transcitose do HIV utilizando-se anticorpos monoclonais especificos para a
GalCer, inibigdo que pode atingir 90% quando se faz uso de anticorpos policlonais especificos
para a proteina gp 160 (ALFSEN et al., 2001; ALFSEN; BOMSEL, 2002).

As células epiteliais cervicais da mucosa vaginal feminina (HeLa) sdo capazes de
permitir a transcitose do HIV (MORIZONO; HARADA, 1998). Também as células epiteliais
monoestratificadas endometriais (HEC-1A) exprimem GalCer ¢ CCXR4, e, portanto, sio
mais permissivas a passagem do HIVX4 do que do HIVRS5 (SAIDI et al., 2007).

Os LTCD4", na sua maioria linfocitos T de meméria que exprimem CCRS, sdo
encontrados na lamina prépria do epitélio escamoso vaginal e do ectocervix (HLADIK et al.,
1999). Os linfécitos T de memoria intra-epiteliais sdo as primeiras células infectadas pelo
HIV, seguidos pelas células de Langerhans e dos macréfagos intra-epiteliais (GUPTA et al.,
2002). Em 1999, Zhang et al., observaram a infecc¢ao das células T de memoria intra-epitelial,

células de Langerhans e macrofagos pelo HIV.
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A capacidade do HIV para infectar as células epiteliais, que representam 90% das
células da barreira mucosa, foi descrita em 1987 (ADACHI et al., 1987), no entanto, essa
capacidade in vivo ainda ¢ muito controversa (MORROW et al., 2008). Alguns estudos
mostram a capacidade das células epiteliais de se infectarem e transmitirem as particulas
virais do HIV as células imunitarias (HOWELL et al., 1997; PHILLIPS, 1994), no entanto,
outros estudos ndo observam esse mecanismo de infeccdo (DEZZUTTI et al., 2001; FOX et
al., 1989; GREENHEAD et al., 2000). Essas discordancias de resultados podem ser
explicadas, em parte, pelas diferentes origens das células epiteliais e cepas do HIV
empregadas (isolados primarios, cepas de laboratério, particulas livres do HIV ou associadas
as células) e pelo tamanho do inoculo do agente infeccioso empregado, assim como pelos
diferentes protocolos de infec¢do ou de revelagao utilizados.

Linfécitos T e os mondcitos infectados pelo HIV sdo capazes de atravessar o epitélio
monoestratificado da mucosa endocervical através dos espacos intercelulares. Tal mecanismo
se denomina transmigragdo. Alguns trabalhos verificaram a transmigracdo de linfocitos T e
mondcitos infectados pelo HIV utilizando linhagens de células endocervicais (CARRENO et
al., 2002; MAYER; ANDERSON, 1995). A transmigra¢do ocorre com mais frequéncia em
condi¢des pro-inflamatorias, onde estdo aumentadas as citocinas como o fator de necrose
tumoral o (TNF-a), inteleucina 1-beta (IL-1PB) e lipopolissacarideo (LPS). Essas condigdes
sao freqiientemente encontradas no trato genital feminino, e, consequentemente, capazes de
aumentar a replicacdo e a transmissao do HIV (HEDGES; AGACE; SVANBORG, 1995;
SHANG; ISSEKUTZ, 1999).

Em um modelo de epitélio cervical, Chancey et al. (2006), observaram que o HIV
associado as células imunitarias é capaz de atravessar a barreira epitelial e que os mondcitos
migram cinco vezes mais do que os linfocitos. As células imunitérias infectadas pelo HIV que
transmigram através do epitélio monoestratificado chegam a lamina prépria ou a regido
submucosa, regides ricas em células alvo para o HIV e com tecidos linféides associados.

A entrada do HIV pela mucosa vaginal pode ser influenciada pela presenca de
infeccdes ou por outras secre¢des humanas em contato com essa mucosa. As evidéncias
cientificas mostram que o plasma seminal possui um potente papel prod-inflamatério na
mucosa cérvico-vaginal durante a infeccdo pelo HIV. Recentemente, Miinch et al. (2007)
relataram que a fosfatase acida prostatica, quando clivada em pequenos peptideos forma uma
rede de fibrilas amiloidais capaz de capturar particulas virais € aumentar o reconhecimento do

HIV pelas células dendriticas do epitélio vaginal em até 100000 vezes.
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As possiveis interacdes entre o plasma seminal e a mucosa vaginal tém sido alvo de
recentes estudos (BERLIER et al., 2006), no entanto, pouco se sabe sobre as interacdes entre
saliva e mucosa vaginal.

A saliva pode entrar em contato com a mucosa vaginal de diversas formas, seja pelo
sexo oral, ou pelo uso dessa secrecdo como lubrificante. Sabe-se que a saliva esta entre os
lubrificantes mais utilizados durante o ato sexual (HASSAN et al., 2007; SMITH et al., 1998).
Muito se estudou sobre a entrada do HIV pela mucosa oral, sobre a atividade anti-HIV da
saliva e sua eventual protecdo a infecgdo pelo HIV (MALAMUD et al., 1997), no entanto
suas interagdes com a mucosa vaginal ainda sdo desconhecidas.

A saliva presente na cavidade oral, também conhecida como saliva total, ¢ a somatoria
do produto das diferentes glandulas salivares (parotida, submandibular, sublingual e glandulas
salivares menores), fluido crevicular gengival, elementos do transudato plasmatico derivados
da rede capilar da mucosa bucal, produtos do metabolismo da flora bucal, células bacterianas
e células epiteliais descamadas (LU; JACOBSON, 2007). A saliva possui um importante
papel na defesa e na protecao dos tecidos bucais, o que corrobora com a observagao de
maiores indices de alteracdes bucais em pacientes que apresentam redugdo da secrecio
salivar, dentre as alteracdes bucais associadas a reducdo da secrecdo salivar ou xerostomia
pode-se destacar a carie, as fissuras mucosas e o despapilamento da lingua (SONIS; FAZIO;
FANG, 1996).

A saliva possui conhecida atividade inibidora do HIV, constituindo-se um fluido
considerado de baixa infectibilidade para esse virus. Estudos tém mostrado que a saliva
contém menos de uma copia de HIV viavel por mililitro (MALAMUD et al., 1997). Muitas
sdo as proteinas que atuam na defesa inata da saliva, dentre as principais, pode-se destacar as
mucinas, lactoferrinas (Lf), defensinas e a enzima inibidora de protease secretada por
leucocitos (cuja sigla em inglés ¢ SLPI) (KAZMI et al., 2006; SCHENKELS; VEERMAN;
AMERONGEN, 1995).

As mucinas sdo proteinas que proporcionam caracteristicas visco-eldsticas as
secrecOes mucosas. Sao altamente glicosiladas, com 50% a 90% de agucar em seu peso
molecular. A capacidade das mucinas de proteger a superficie epitelial dos ataques
proteoliticos de microorganismos depende largamente de sua capacidade de formar uma
camada gelatinosa junto as outras proteinas salivares (SCHENKELS; VEERMAN;
AMERONGEN, 1995).

A Lf ¢ uma glicoproteina de ligagdo metdlica da familia das transferrinas. Esta

glicoproteina, de 80 kDa, exibe atividade bacteriostatica e bactericida contra diversos
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microorganismos patogénicos. O exato mecanismo pelo qual a Lf inibe a atividade do HIV
ainda ¢ incerto, mas ¢ conhecido que a ligacdo de seu dominio V3 com a proteina de envelope
gp 120, pode atuar dificultando a transmissao desse virus (KAZMI et al., 2006).

As defensinas, por sua vez, sdo pequenos peptideos catidonicos ricos em cisteina com
propriedades antimicrobiana, antiviral e imunomodulatéria. Essas defensinas sdo divididas em
defensinas a e 3, baseadas na distribuicao dos residuos de cisteina. Seis a-defensinas e quatro
B-defensinas humanas ja foram identificadas. Estudos recentes mostram que as defensinas
contribuem para as defesas antimicrobianas de diferentes maneiras, sugerindo sua capacidade
de inibir multiplos patégenos e atuando em multiplos estagios da infecgdo microbiana
(HAZRATI et al., 2006).

O espectro antimicrobiano das defensinas a abrange bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, leveduras e fungos filamentosos e inibem diferentes virus como os adenovirus, os
herpesvirus, o virus influenza, e, possivelmente o HIV (DUNSHE et al., 2001; WEINBERG;
QUINONES-MATEU; LEDERMAN, 2006). Enquanto as propriedades antifungicas e
antibacterianas das defensinas ndo estao completamente estabelecidas, novos estudos sugerem
que as defensinas atuem com o sistema imune adaptativo orquestrando a vigilancia imune por
meio da maturagdo das células dendriticas, recrutando estas células ainda imaturas e as células
T pela interacdo com o receptor CCR6, podendo ativar essas células via receptor Toll-like 4
(WEINBERG; QUINONES-MATEU; LEDERMAN, 2006).

O SLPI ¢ uma proteina, de 11,7 kDa, produzida e secretada primariamente em células
epiteliais de superficies mucosas (oral, respiratdria e genital), pele, neutrofilos e macrofagos
estimulados por LPS. Estudos apontam que células do epitélio oral expressam SLPI e que
essa expressdao pode ser aumentada pela presenca de LPS e de diferentes microorganismos e
citocinas pro-inflamatorias (JANA; GRAY; SHUGARS, 2005). O SLPI participa da defesa da
mucosa reduzindo a inflamacao, suprimindo a producdo de metaloproteinases, bloqueando a
atividade de crescimento de bactérias, fungos e virus (JANA; GRAY; SHUGARS, 2005;
KAZMI et al., 2006).

Em relagdo ao s€émen masculino, um homem saudével produz de um a cinco mililitro
de sémen por ejaculacdo, com pH em torno de 7,2 a 8,0. (GLINA; VIEIRA, 2010). O plasma
seminal, que ¢ produzido pela vesicula seminal, prostata e glandulas bulbouretrais, fornece
um meio de nutrigdo e de protecdo aos espermatozoides enquanto percorrem o trato
reprodutor feminino. O pH do plasma seminal tem como objetivo neutralizar o pH 4cido da
mucosa vaginal feminina, que ¢ danoso aos espermatozoides (DONCEL; JOSEPH;

THURMAN, 2011).



29

A presenca do HIV no s€men e no sangue foi evidenciada desde os primodrdios da
historia da infecgdo pelo HIV em 1980 (KALICHMAN et al., 2008). O sémen representa o
principal vetor de transmissao do HIV em todo o mundo. Nele encontramos trés associagoes
virais vidveis a infeccdo: particulas virais livres, particulas virais associadas aos leucdcitos
infectados e aos espermatozdides (DONCEL; JOSEPH; THURMAN, 2011).

A infectibilidade do s€men ¢ influenciada por fatores como estagio da doencga e tempo
de soropositividade para o HIV. A carga viral do HIV no plasma seminal se apresenta em
maiores indices no inicio e em estdgios avangados da infec¢do pelo HIV. Sua carga viral
apresenta picos da ordem de 4,5+ 0,4 logjo cOp/ml na infec¢do inicial, estabilizando-se
aproximadamente apos 16 semanas de infeccao pelo HIV (DONCEL; JOSEPH; THURMAN,
2011).

Outros fatores como a co-infecg¢do pelo herpes virus tipo 2 (HSV-2) podem colaborar
para o aumento da carga viral do HIV no plasma seminal (DONCEL; JOSEPH; THURMAN,
2011).

A capacidade de estimar os riscos da transmissao sexual ¢ baseada no conhecimento
da carga viral do plasma sanguineo e na sua magnitude na relacdo com a carga viral do
plasma seminal. No entanto, a relagdo entre essas cargas virais podem ser discordantes
(KALICHMAN et al., 2008; MARCELIN et al., 2008), devido ao mecanismo denominado de
compartimentalizacdo (QUINN, 2000).

Um compartimento ¢ definido como um sitio celular ou tissular com aspectos
peculiares que determinaram as caracteristicas do virus como sua penetragdo e replicagdo.
Compartimentalizagdo anatomica das variantes do HIV foram descritas no sangue (LIUZZI et
al., 2003), sistema nervoso central (GUNTHARD et al., 2001), trato genital (GUNTHARD et
al., 2001; KIESSLING, 1992; LIUZZI et al., 2003) mucosa retal (Di STEFANO et al., 2001),
pulmdes (SINGH et al., 1999) e saliva (LIUZZI et al., 2003).

O uso de antirretrovirais (ARV) propiciou uma reduc¢do nos casos de transmissao
vertical do HIV, no entanto, tal reducdo ainda ndo estd esclarecida quanto a transmissao
sexual. Desta forma, pessoas com niveis de viremia reduzidos em consequéncia do uso de
ARV podem permanecer infectantes para seus parceiros devido a compartimentalizagdo do
HIV no sémen (QUINN, 2000). Novos estudos que avaliem os efeitos dos ARV na
transmissao sexual, principalmente no que tangem a compartimentalizagdo dos niveis virais
nas secregdes genitais, sao necessarios (QUINN, 2000).

O proprio sémen pode apresentar diferentes compartimentos para o HIV. As células

alvo presentes no s€émen infectado pelo HIV podem abrigar cepas distintas daquelas presentes
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no plasma seminal, sendo, portanto, considerados diferentes reservatorios do HIV
(PARANIJPE et al., 2002).

O plasma seminal pode conter sangue visivel ou detectavel através de exames. Tal
patogenia ¢ denominada de hemospermia e ¢ definida pela presenga de sangue no ejaculado,
devido a doengas testiculares, no epididimo, ducto deferente, vesicula seminal, glandulas
bulbo-uretrais, prostata, bexiga ou uretra. Sua incidéncia ndo ¢ bem estabelecida e se estima
que represente 1% das queixas urologicas (WROCLAWSKI, 2010).

Os espermatozodides nao sdo infectados pelo HIV, entretanto, permitem a fixagdo do
HIV através de um receptor de superficie denominado GalAAG que apresenta forte afinidade
a proteina gp 120 do HIV (BROGI et al., 1996).

O plasma seminal ¢ um importante meio de transmissao viral a mucosa feminina, pois
contém aminas basicas que protegem os virions do meio acido do trato genital feminino, além
de apresentar outros fatores que podem aumentar a eficdcia da transmissdo do HIV
(STOIBER et al., 2005). Como exemplo a esses fatores pode-se destacar a estimulagdo da
secrecdao da CCL20 pelas células epiteliais da mucosa vaginal que estiveram em contato com
o plasma seminal (BERLIER et al., 2006).

A CCL20 ¢ uma quimiocina capaz de promover a migracao de células de Langerhans
que possuem a capacidade de transportar o HIV através da mucosa intacta. Portanto, quanto
maior a concentracdo de CCL20 em um meio, maior serd a agregacdo de células de
Langerhans que facilitardo a travessia desse virus pela mucosa. A CCL20 ¢ secretada por um
grande niimero de células epiteliais, como as da pele, da mucosa oral e da mucosa vaginal
(BERLIER et al., 2006).

Trabalho realizado por Miinch et al. (2007), mostra que o plasma seminal possui
potente papel pro-inflamatorio na mucosa cérvico-vaginal durante a infeccao por HIV-1. Em
estudo realizado pelo Groupe Immunité des Muqueuses et Agents Pathogéenes, Faculté de
Meédecine Jacques Lisfranc, Saint-Etienne, France (GIMAP) revelou-se que um componente
do plasma seminal, ainda em curso de identificacdo, foi capaz de induzir a producido de
CCL20 em c¢lulas epiteliais vaginais (SiHa) induzindo assim o recrutamento de células
dendriticas que poderiam reconhecer o HIV presente no sémen (BERLIER et al., 2006).

Na sequéncia do estudo anterior, o0 GIMAP tentou caracterizar fatores presentes no
plasma seminal que ativam a produgdo de CCL20 pelas células epiteliais. Para isso, células
epiteliais vaginais humanas (linha celular Siha) foram incubadas por 24 horas, na presenca de
Lf purificada ou seqiiéncias de peptideos da Lf correspondentes aos produtos de degradacao

desta proteina. Os resultados mostraram que a molécula completa de Lf ndo estimula a
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produg¢do de CCL20 pelas células epiteliais vaginais, mas um de seus sete peptideos de
degradagdo, denominado de G-12-I, estimulou significativamente esta producao a qual foi
dose-dependente.

A Lf ¢ uma glicoproteina de 80 kDa de papel fundamental ndo apenas contra
microorganismos, mas também contra respostas imunitdrias excessivas prejudiciais ao
hospedeiro (ACTOR; HWANG; KRUZEL, 2009). Isolada em 1960, a Lf ainda ndo teve sua
funcdo totalmente esclarecida pela ciéncia (PIERCE; LEGRAND; MAZURIER, 2009).

A Lf ¢é uma proteina pertencente a familia das transferrinas, capaz de fixar
irreversivelmente dois ions férricos. A fixacdo do ferro ¢ estavel em diferentes pH, sendo
necessario um pH inferior a dois para que ocorra sua dissociagdo. Essa caracteristica faz da Lf
uma importante proteina queladora de ferro (PIERCE; LEGRAND; MAZURIER, 2009).

Sintetizada pelos epitélios glandulares a Lf estd presente no leite, lagrimas, bile, saliva,
secregcdes genitais, secrecdes do trato respiratorio e gastrointestinal, podendo também ser
sintetizada e armazenada pelos neutrofilos polinuclerares (GONZALEZ-CHAVEZ,
AREVALO-GALLEGOS, RASCON-CRUZ, 2009). A concentracao sérica da Lf ¢ baixa, no
entanto, pode aumentar pela degranulacdo dos neutrofilos que elevam a concentragdo da Lf no
sitio de inflamagdao (ACTOR; HWANG; KRUZEL, 2009). A Lf ¢ considerada como primeira
linha de defesa contra varias infec¢des microbianas podendo ser bactericida ou bacteriostatica
devido ao seqiiestro de ferro no local da inflamagdo. Outros efeitos diretos da Lf incluem
atividade anti-viral, anti-parasitarios e antifungicos (ACTOR; HWANG; KRUZEL, 2009). A
Lf também possui atividade indireta, na prevencdo de invasdo do patdgeno, bloqueando sua
interacdo com os receptores utilizados para a entrada na célula hospedeira (OCHOA;
NOGUERA-OBENZA; CLEARY, 2004).

A Lf ¢ capaz de modular o sistema imune adaptativo promovendo a maturacao dos
precursores das células T helper e de células B (ZIMECKI et al., 1991). Em rela¢do ao HIV, a
Lf ¢ capaz de modular sua infec¢do nas mucosas desempenhando um papel importante na
imunidade inespecifica. No entanto, peptideos resultantes de clivagem da Lf pelas enzimas do
tipo elastase e proteinase apresentam caracteristicas pro-inflamatérias aumentando a
concentracdo de células alvo do HIV em mucosas. Em 2005, Komine et al. verificaram altas
concentragdes de produtos de clivagem da Lf em secrecdes mamarias bovinas que
apresentavam mastite, infec¢do de uma ou mais glandulas mamarias causada por diferentes
tipos de bactérias. Em 2007, Komine et al. verificaram altas concentracdes de produtos de
clivagem de Lf em saliva provenientes da glandula parétida de pacientes que apresentavam

periodontite.
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Como ja visto, dentre as substancias que podem modular a infeccdo pelo HIV nas
mucosas estd a Lf, que desempenha um papel importante na imunidade inespecifica e tem um
efeito inibidor na infecgdo desse virus. Curiosamente, os peptideos resultantes da clivagem da
Lf apresentam caracteristicas pro-inflamatdrias aumentando a concentragdo de células alvo do
HIV. Assim, torna-se importante pesquisar a presenga e a concentracao dessas substancias em
fluidos corpdreos que possam entrar em contato com o epitélio endocervical (plasma seminal,
conteudo vaginal e saliva). Pretendem-se com este estudo detectar possiveis diferencas na
concentragdo da Lf e dos seus produtos de clivagem nos fluidos corpdreos citados,
relacionando-os a sua capacidade de estimular a produ¢do de CCL20 pelas células epiteliais
endocervicais, ja que a CCL20 esta relacionada ao aumento do numero de células de
Langerhans, que ¢ uma célula alvo, relacionada a entrada do HIV pelas mucosas. Eventuais
diferengas de concentracdo de Lf e produtos de degradacdo poderdo ser responsaveis por

diferentes estimulos na produ¢do de CCL20 pelas células do epitélio endocervical.
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2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivos gerais:

e Estudar a producao de CCL20 por cultura de células HEC-1A estimuladas com

plasma seminal, saliva e contetido vaginal.

2.2 Objetivos especificos:

A produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A estimuladas serdo correlacionadas aos

seguintes fatores do plasma seminal, saliva e contetido vaginal:

De acordo com a soropositividade para o HIV;

Dosagem de Lf e de proteina total no plasma seminal, na saliva e no contetido
vaginal;

Carga viral do plasma seminal;

Produtos de clivagem da lactoferrina presentes no plasma seminal e na saliva;
c,

Condigdo periodontal dos participantes e capacidade da saliva de estimular a

produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A.
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3 POPULACAO, MATERIAL E METODO
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3.1 Casuistica

Para a realizacdo desse estudo foram selecionados participantes soropositivos e

soronegativos para o HIV de trés diferentes centros de atendimento do Hospital das Clinicas

da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (HC-FMRPUSP)

abaixo descritos. O HC- FMRPUSP ¢ um hospital universitario de grande porte, integrado ao

Sistema Unico de Satude (SUS), situado em Ribeirdo Preto, cidade da regido nordeste do

estado de Sao Paulo, a 320 km da capital. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo comité de

ética do HC-FMRPUSP, processo 1610/2009 (Anexo A).

Unidade Especial de Tratamento de Doengas Infecciosas (UETDI): A UETDI ¢
uma unidade especializada no atendimento de individuos acometidos pelo
HIV/aids. A UETDI possui atendimento ambulatorial e internacdo de pacientes
infectados pelo HIV, em um trabalho multidisciplinar do qual participam médicos,
profissionais de enfermagem, nutricionistas, psicologos, assistentes sociais e
dentistas. Nessa unidade selecionaram-se participantes do sexo masculino
infectados pelo HIV que estavam em seguimento e participantes do sexo
masculino ndo infectados pelo HIV, que acompanhavam os pacientes em
seguimento.

Ambulatorio de Moléstias Infecto-Contagiosas em Ginecologia (AMIG):
Ambulatério do HC-FMRPUSP especializado em tratamento ginecoldgico
terciario de pacientes com alguma moléstia infecto-contagiosa, dentre as quais se
destacam o atendimento a pacientes infectadas pelo HIV. Nesse ambulatorio foram
selecionadas mulheres soropositivas para o HIV.

Ambulatorio de Ginecologia da Unidade Basica de Satide da Vila Lobato: A
Unidade Bésica de Saude da Vila Lobato, pertencente ao HC-FMRPUSP, ¢ uma
unidade bésica de satide onde mulheres sem complicacdes sistémicas recebem
atendimento ginecoldgico rotineiro. Nesse ambulatorio foram selecionadas

pacientes as soronegativas para o HIV.

Os potenciais participantes foram abordados durante atendimento médico nos

diferentes locais do HC-FMRPUSP e convidados a participarem do estudo. Aqueles que

concordaram, foram informados sobre os objetivos da pesquisa e assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido. Os participantes soropositivos e soronegativos para o HIV
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assinaram diferentes termos de consentimento conforme recomendado pelo comité de ética do

HC-FMRPUSP (Anexo B: participantes soronegativos para o HIV; e, Anexo C: participantes

soropositivos para o HIV).

A selegdo dos participantes baseou-se nos seguintes critérios de inclusdo e exclusao:

Ter idade superior ou igual a 18 anos;

Aceitar a participacdo no projeto e assinar o termo de consentimento livre e
esclarecido;

Ser portadora do HIV, com infeccdo confirmada laboratorialmente por ELISA
para deteccdo de anticorpos contra o virus, reagentes em amostras sanguineas
distintas, assim como a realiza¢do de um exame confirmatério (Western blot); ou
apresentar soronegatividade para HIV comprovada por testagem realizada em no
maximo seis meses antes, ou apos a coleta das amostras bioldgicas;

Possuir mais de 19 dentes e ndo ter realizado nenhum tratamento periodontal,
terapia antibiotica, ou uso regular de medicagdes anti-inflamatorias nos trés meses
que antecederam o exame. Tais cuidados foram tomados, pois a terapia antibidtica
e o uso de anti-inflamatorios de forma regular podem camuflar a condigdo
periodontal e influenciar o examinador a uma interpretacdo erronea (RAMSEIER
et al., 2009);

Nao estarem em tratamento radioterapico ou quimioterapico;

Os pacientes do sexo masculino sem infec¢do genital ou doenca sexualmente
transmissivel; e,

As participantes do sexo feminino passaram por exames ginecologicos e apenas as

participantes que nao apresentavam infecgdes genitais foram selecionadas.

3.2 Avaliacio clinica dos participantes

A avaliagdo e coleta de materiais bioldgicos dos participantes foram realizadas em trés

etapas distintas, conduzidas no mesmo dia: 1. Anamnese (Anexo D); 2. Exame clinico oral e

perioral; e, 3. Coletas dos materiais biologicos a serem estudados.
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3.2.1 Anamnese

Os participantes foram submetidos a um questionario contendo 26 perguntas sobre
suas condicdes médico-odontoldgicas (Anexo D). Algumas questdes foram dirigidas
diretamente ao entrevistado, como: dados pessoais, automedicagdo e a historia odontologica.
Informagdes sobre tempo de soropositividade para o HIV, tempo de tratamento, ganho ou
perda recente de peso, medicamentos em uso, contagem de LTCD4", carga viral, classificagio
da infec¢do pelo HIV (CDC, 1993) e historico ou presenca de manifestacdes de infecgdes

oportunistas, foram obtidas apds consulta ao prontuario médico.

3.2.2 Exame clinico

Para o exame clinico, foram utilizados todos os equipamentos necessarios a protecao
individual (EPI), assim como o uso de espatula de madeira e gaze para a movimentagdo de
mucosas e lingua durante o exame intraoral. O exame clinico teve inicio pela palpagdo dos
linfonodos em regido de cabega e pescoco atentando para possiveis alteragdes de volume,
consisténcia e temperatura. No exame da regido peribucal foram avaliados alteragdes junto a
cavidade bucal: comissuras labiais, labios, nariz, bochecha e regido mentoniana. No exame
intrabucal foram avaliados sistematicamente lingua, assoalho bucal, gengiva, mucosa jugal,
palato duro, palato mole, tonsilas, e amidalas e eventual deficiéncia na producao salivar. As
manifestagdes orais observadas foram catalogadas segundo o preconizado por EC-
Clearinghouse on Oral Problems Related to HIV Infection and WHO Collaborating Centre
on Oral Manifestations of the Immunodeficiency Virus, 1993. Apds exame clinico da mucosa
bucal o participante era convidado a realizar a coleta de saliva (descrito no item 3.3.1). Apos

esse procedimento o paciente foi submetido ao exame periodontal.
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3.2.3 Exame periodontal

O exame periodontal foi realizado apds a coleta de saliva, para que possiveis
sangramentos gengivais provocados por esse exame ndo interferisssm na qualidade das
amostras salivares coletadas.

Para o exame periodontal foram utilizadas sondas periodontais milimetradas. Todos os
dentes presentes (exceto os terceiros molares) foram sondados em seis sitios: sitio mesio-
vestibular, vestibular, disto-vestibular, mésio-ligual/palatino, lingual/palatino, disto
lingual/palatino.

De cada sitio realizou-se trés diferentes mensuragdes, segundo preconizado por
Ramseier et al. (2009):

e Profundidade de sondagem: Distancia entre a margem gengival e o fundo de

bolsa. Para essa mensurag¢do a sonda periodontal foi introduzida entre o dente e a
gengiva paralelamente ao longo eixo do dente, respeitando-se o contorno dental.
Todas as profundidades de bolsa superiores a quatro milimetros foram anotadas;

e Perda de inser¢do clinica: Distancia entre o fundo de bolsa e a jungdo amelo-
dentinaria. Para essa mensura¢do a sonda também foi introduzida paralelamente
ao longo eixo do dente, respeitando-se o contorno dental. Foram anotadas todas as
perdas de insercao clinica superiores a trés milimetros; e,

e Sangramento a sondagem: Foram anotados todos os sitios sangrantes apds a

sondagem.

Os participantes foram classificados em relagdo a sua condi¢do periodontal em
saudaveis, com gengivite ou com periodontite, seguindo os critérios preconizados por

Ramseier et al. (2009):

Periodonto saudavel:

e Nenhum sinal clinico de doenga periodontal;

e Nenhuma profundidade de sondagem maior que quatro milimetros;
e Nenhuma perda de inser¢ao clinica superior a trés milimetros; e,

e Sangramento a sondagem inferior a 20% dos sitios examinados.
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Gengivite:

e Nenhum sinal clinico de doenga periodontal;

e Nenhuma profundidade de sondagem superior a quatro milimetros;
e Nenhuma perda de insercdo clinica superior a trés milimetros; e,

e Sangramento a sondagem em mais de 20% dos sitios examinados.

Periodontite:
No minimo quatro sitios com:
e Perda de inser¢do clinica maior que trés milimetros; e,

e Profundidade de sondagem maior que quatro milimetros.

3.3 Coleta dos fluidos corporeos

Foram coletados de cada participante: sangue (dez mililitros), saliva total nao

estimulada (cinco mililitros) e secregdes genitais (contetido vaginal ou liquido seminal).

3.3.1 Coleta da saliva

A coleta da saliva foi realizada pelo pesquisador principal, para tanto, os participantes
foram instruidos a ndo se alimentar, ndo beber, ndo fumar e ndo escovar os dentes uma hora
antes da coleta, de forma a minimizar os riscos de contamina¢ao da amostra.

Os participantes foram orientados a ficarem sentados, com a cabega levemente
inclinada para frente, e deixarem salivar normalmente por cinco minutos, em um frasco
colocado abaixo do 1abio inferior. Todas as amostras foram coletadas preferencialmente, entre
oito e dez horas da manha (NAVAZESH, 1993).

As amostras foram levadas ao laboratorio e centrifugadas a 800g (aceleracdo da
gravidade) por 30 minutos a 4 graus Celsius (°C). O plasma salivar foi alicotado em criotubos
¢ imediatamente congelado a -80°C até as analises necessarias, as quais ndo excederam seis

meses (SCHENKELS; VEERMAN; AMERONGEN, 1995).
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3.3.2 Coleta de sangue

A coleta de sangue foi realizada por profissionais especializados do HC-FMRPUSP.
Foram coletados dez mililitros de sangue em vacuteiner contendo acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA). O plasma sanguineo foi obtido por centrifugacdo do sangue total (800g por
10 min), alicotado em criotubos e estocados a —8OOC, por periodo méaximo de seis meses, até o

Scu processamento.

3.3.3 Coleta do contetido vaginal

Amostras dos conteudos vaginais foram coletadas, por profissionais ginecologistas do
HCFMREP, através de escova para citologia. A escova para citologia foi introduzida na vagina
e girada uma vez no fundo de saco vaginal. A seguir, a escova foi colocada em um tubo
eppendorf® de 0,5 mililitros (ml) contendo 0,3ml de solugdo salina. Apos quebrar a haste da
escova citologica, o tubo foi fechado e agitado em vortex por um minuto, invertido e realizado
um orificio na parte inferior. Com cuidado, 0 mesmo foi encaixado em outro tubo eppendorf*
de 1,5ml e submetido a centrifugac¢do por cinco minutos a 300g. Apos a centrifugagdo, o tubo
de cima foi descartado e finalmente o volume acertado para 500 microlitros (pl) com solugao

salina e estocado, por até seis meses, a —80°C para posteriores dosagens.

3.3.4 Coleta do plasma seminal

A coleta do liquido seminal foi realizada pelo proprio participante, que para tanto foi
orientado a realizar uma coleta asséptica, por masturbacdo em um coletor universal, sem o uso
de lubrificantes ou agua.

O material coletado foi processado em até quatro horas apds a ejaculagdo. O plasma
seminal foi obtido ap6s centrifugacio (800g durante 30 minutos), alicotados e estocado a -80C

por um periodo méximo de seis meses até seu processamento.
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3.4 Cultura de células do epitélio monoestratificado endocervical (HEC-1A)

Para o cultivo celular do epitélio monoestratificado endocervical utilizou-se a
linhagem de células HEC-1A (ATCC-LGC Standards, Molsheim, France). Todos os
procedimentos do cultivo foram realizados em capela de fluxo laminar seguindo
criteriosamente os protocolos para a manutencao da esterilidade dos materiais, suplementos e
meio de cultura. As células foram armazenadas em nitrogénio liquido a -180°C até sua
utilizagao.

Para o cultivo, as células HEC-1A foram descongeladas em banho-maria (37°C),
plaqueadas em meio de cultura em frascos de 25 centimetros quadrados (cm?) e mantidas em
incubadoras (Precision Scientific, Pondicherry, India), a temperatura controlada de 37°C, em
ambiente umidificado contendo 5% de gas carbonico (CO,). O crescimento celular foi
monitorado com microscopico invertido de fase (Nikon, Tokyo, Japan).

Para a tripsinizacdo retirou-se o meio de cultura do frasco e lavou-se com cinco
mililitros de tampao fosfato-salino (PBS). Apo6s a lavagem, adicionou-se sete mililitros de
tripsina deixando-a incubar a 37°C por 15 minutos até o descolamento das células da parede
do frasco. Adicionou-se 20 ml de meio de cultura Dulbecco’s Minimal Essential Medium
Cambrex BioScience, Verviers, Belgium (DMEM-F12) e recuperou-se o conteido do frasco
em tubo de ensaio centrifugado a 1300 rotagdes por minuto (RPM) durante cinco minutos.
Ap6s descarte do sobrenadante o precipitado celular foi ressuspendido em dez mililitros de
DMEM-F12 e colocado novamente em frascos contendo 20 ml de DMEM-F12 e um mililitro
da cultura celular obtida. Reincubou-se em 5% de CO, a 37°C. O meio de cultura foi trocado
a cada dois dias e nova tripsinizagdo era realizada quando se atingia a confluéncia das células

(de trés a quatro dias).

3.5 Estimulacio das células do epitélio monoestratificado endocervical (HEC-1A).

As células HEC-1A foram incubadas, como descrito anteriormente, em placa de 96
pocos, com a linhagem celular ocupando 70% da superficie total do pogo.
As células foram entdo estimuladas com as 56 amostras de saliva dos participantes, em

duplicata. Para tanto, diluiu-se a saliva dez vezes em meio de cultura (DMEM-F12).
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Em cada procedimento acrescentou-se controles negativos (amostra ndo tratada, grupo
controle) que consistiam na estimulagcdo das células HEC-1A apenas com meio de cultura
DMEM/F12, sem a adi¢ao de qualquer amostra.

Também em cada placa acrescentou-se controles positivos, que consistiam em meio de
cultura DMEM-F12 adicionado a IL-1f na concentracdo de 25ng/ml. A IL-1p foi selecionada
como controle positivo por ser uma citocina ativadora da secrecdo de CCL20 pelas células
HEC-1A (CREMEL et al., 2005). As placas com 96 pocos contendo as células HEC-1A
estimuladas com saliva, controles negativos e controles positivos foram incubadas overnight
em temperatura imida de 37°C a 5% de CO,.

O mesmo método foi aplicado para a estimulagdo da cultura de células HEC-1A pelo
plasma seminal e pelo conteido vaginal. Para o estudo do plasma seminal utilizou-se 32

amostras dos participantes e para o estudo do contetido vaginal foram usadas 26 amostras.

3.6 Dosagem de CCL20 por teste imunoenzimatico (ELISA)

Apds a incubagdo overnight da cultura celular do epitélio monoestratificado
endocervical com as amostras a serem estudadas (saliva, plasma seminal e contetido vaginal e
controles positivos e negativos), retirou-se 100 pl do sobrenadante de cada pogo e dispensou-
se em uma placa com 96 pocos, onde realizou-se a dosagem de CCL20 por ELISA.

Para a mensuracdo da producdo de CCL20 por ELISA, usou-se Kit Human MIP-
3alpha, RayBio, Norcross, USA, conforme as recomendagdes do fabricante.

A dosagem de CCL20 foi realizada diretamente sobre cinco amostras de plasma
salivar, cinco amostras de plasma seminal e em todas as 23 amostras de secre¢do vaginal. Para
tal, todas as amostras foram diluidas dez vezes em PBS e distribuidas 100 pl por pogo, em
duplicata. O mesmo Kit foi empregado para a dosagem de CCL20 (Human MIP-3alpha —
RayBio, Norcross, USA), seguindo-se as recomendacdes do fabricante.

Para facilitar a apresentagao dos dados, padronizou-se que a produgdo de CCL20 pelas
células HEC-1A estimuladas pela saliva, plasma seminal ou contetido vaginal, seriam
descritas levando em conta o nimero de vezes que essas células produziram CCL20 em

relagdo as células nao tratadas (grupo controle).
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3.7 Dosagem da Lf por ELISA

A dosagem da Lf nas amostras biologicas dos participantes (saliva, plasma seminal e
conteudo vaginal) foi determinada por ELISA utilizando-se o seguinte método: Inicialmente
realizaram-se diluigdes seriadas de Lf (Lactoferrin from human Milk — Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA), em concentracao inicial de Spg/ml. Adicionou-se 100ul de cada concentragao de
Lf por pogo, em duplicata. Saliva, secrecdo vaginal e plasma seminal foram diluidos dez
vezes em PBS e adicionadas a placa de ELISA, em duplicata (100 pl por poco). As diferentes
concentragdes de Lf e as amostras dispensadas sobre a placa foram incubadas durante uma
hora em banho-maria a 37°C. Apds a incubagdo e posterior lavagem com PBS realizou-se o
bloqueio da placa com ovalbumina a 10%, (Al/bumin from Chicken Egg Whites Grade I,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Empregando-se 200ul por pogo, overnight, a 4°C. Apds o
bloqueio, adicionou-se o anticorpo primdrio policlonal de coelho anti-lactoferrina humana
(Rabbit anti-human lactoferrin — Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) incubado durante uma hora,
em banho-maria a 37°C. Apds lavagens com PBS, adicionou-se o anticorpo secundario
oriundo de ovelha anti-IgG de coelho conjugada a peroxidase (CAPPEL — Peroxidase
conjugated goat IgG fraction to rabbit IgG — MP Biomedicals, Illkirch, France). Incubou-se
45 minutos, ¢ ,ap6s nova lavagem com PBS, realizou-se a revelacdo com o-Phenylenediamine
dihydrochloride (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), segundo as recomendacdes do fabricante.
Para a leitura empregou-se absorbancia, realizada em leitor de ELISA (Diatech, Dhaka

Bangladesh), a 492nm.

3.8 Dosagem de proteinas totais

Para a dosagem protéica utilizou-se a técnica de Bradfort (MOHAMMEDI et al.,
1989) em placa de ELISA com 96 pogos.

Realizou-se uma dilui¢do seriada com albumina de soro bovino (BSA), em
concentra¢do inicial de 80pg/ml. Adicionou-se 150 pl de cada concentragdo de BSA por poco,
em duplicata, a fim de obter-se o padrao para a dosagem das proteinas totais das amostras
estudadas (saliva, plasma seminal, e conteudo vaginal). As amostras foram diluidas 75 vezes

em PBS. Adicionou-se 150 pl de cada diluicdo das amostras por poco, em duplicata. Apds a
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adicao das amostras e do padrdo de BSA, adicionou-se 150ul de azul de Comassie (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA). Apos este procedimento a placa foi lida, em leitor de ELISA
(Diatech, Dhaka Bangladesh), a absorbancia de 590 nm.

3.9 Carga viral

A quantificacdo do RNA do HIV (carga viral) no plasma seminal foi realizada pelo
teste HIV-Monitor (Roche Diagnostic Systems, Branchburg, USA). O RNA foi extraido das
amostras através de um protocolo modificado a base de silica (kit QIAmp RNA viral; Qiagen,
Chatsworth, EUA), e a reacdo em cadeia da polimerase foi realizada utilizando o kit HIV

Monitor (Roche Diagnostic Systems, Branchburg, USA).

3.10 Western blot

Apobs a dosagem protéica das amostras biologicas calculou-se o volume de amostra
que contivesse cinco microgramas (ug) de proteina. Essa amostra foi diluida em PBS a fim de
obtermos dez microlitros de volume final. Ao volume final, adicionou-se 10 pl de tampao de
carga LSB (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Aqueceu-se o volume final a 100°C por cinco
minutos, afim de obter-se eficiente desnaturagcdo das proteinas.

Vinte microlitros de cada amostra foram submetidas a eletroforese (Sodium Dodecyl
Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis - SDS-PAGE). A primeira etapa da eletroforese
(eletroforese em gel de empilhamento) foi realizada submetendo o gel a uma voltagem de 60
volts durante 20 minutos, enquanto que a segunda etapa da eletroforese (eletroforese em gel
de separagdo) foi conduzida submetendo o gel a voltagem de 180 volts por 50 minutos. O
padrdo de peso molecular utilizado foi o Kaleidoscope Prestained Standards (BioRad,
Hercules, USA).

Para confeccdo dos géis de separacdo e de empilhamento empregou-se os materiais

descritos na tabela 3.
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Tabela 3: Solugdo de preparo do gel de separagdo e empilhamento, para eletroforese em gel de poliacrilamida,
SDS PAGE

Gel de separacdo (10%) Gel de empilhamento (4%)

Agua destilada 6,5 ml 5,8 ml
Tris-HCI1 1,5M pH 8,8 4 ml

Tris-HCI 0,5M pH 6,8 2,5 ml
SDS 10% 160 pl 100 pl
Acrilamida 30% 5,4 ml 1,35 ml
PSA 10% 150 pl 100 pl
TEMED 15 ul 10 ul

%: porcetagem.

ml:mililitro.

pl: microlitro.

pH: Potencial Hidrogenidnico.
Tris-HCL: Tris hidrocloreto.

M: Molar.

SDS: Dodecil Sulfato de Sodio.
PSA: Persulfato de amoénio.
TEMED: Tetrametiletilenodiamina.

As proteinas que migraram no gel de separacdo foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose através de eletrotransferéncia (Amersham Biosciences mini VE,
Piscataway, USA), empregando-se 60 volts durante 1 hora e 40 minutos. Apos a transferéncia,
a membrana de nitrocelulose foi bloqueada com tampao de saturagdo (tampao de leite em po a
5%) overnight a 4°C sob agitagao.

Adicionou-se o anticorpo primario diluido em tampao de leite (Rabbit anti-human
lactoferrin - Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) ou anticorpo IgG de coelho anti-peptideo G-12-I)
por 2 horas ,a temperatura ambiente, sob agitacao.

Apo6s o descarte da solugdo contendo o anticorpo primario, realizou-se lavagem com
PBS a temperatura ambiente, sob agitagao.

Ap6s a lavagem com PBS, o anticorpo secundario (CAPPEL: Anti-Rabbit Peroxidase
Conjugated Goat IgG Fraction to Rabbit — IgG - MP Biomedicals, Illkirch, France) foi
diluido em solu¢ao de bloqueio e aplicado a membrana de nitrocelulose durante uma hora, a
temperatura ambiente, sob agitacao. Procedeu-se a seguir, nova lavagem com PBS.

A deteccdo colorimétrica e revelacdo foram realizadas através de Kit de
quimioluminescéncia (BioRad, Hercules, USA) e fotografadas em visualizador de géis
(Molecular Imager ChemiDoc XRS System, BioRad, Hercules, USA).

Para o estudo das amostras de plasma seminal utilizou-se as trés amostras que mais
estimularam a produg¢do de CCL20 pelas células HEC-1A e as trés amostras que menos

estimularam a produgdo de CCL20. Cada amostra foi colocada em uma coluna do gel de
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Western blot em ordem decrescente de estimulacdo. Duas membranas idénticas foram
confeccionadas. Na primeira membrana evidenciou-se a presenga de Lf utilizando anticorpo
anti-Lf (Rabbit anti-human lactoferrin, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e na segunda
membrana evidenciou-se a presenga do peptideo de clivagem da lactoferrina G-12-I,
utilizando anticorpo anti-peptideo G-12-1, obtido através de soro sanguineo de coelho
imunizado com o peptideo G-12-I e purificado por cromatografia de afinidade.

Utilizou-se método idéntico para o estudo do plasma salivar.

3.11 Cromatografia por afinidade do plasma seminal

O fracionamento protéico de um pool/ de 12 amostras de plasma seminal de
participantes soronegativos para o HIV foi realizado por cromatografia por afinidade. A
cromatografia por afinidade tem por objetivo separar as proteinas por afinidade eletrostatica e
¢ baseada na ligacdo das moléculas carregadas da amostra com grupos de moléculas
carregadas da matriz insolivel da coluna. A ligacdo entre as proteinas das amostras e as
moléculas da matriz da coluna ¢ reversivel e sua estabilidade depende do pH da coluna.

Um pool de 12 amostras dos participantes soronegativos para o HIV foi diluido em
agua deionizada (10 vezes) para obtengdo de concentragdo equivalente a 50mM de cloreto de
sodio (NaCl). O plasma seminal diluido foi filtrado em uma coluna de afinidade (Hitrap O
FF; GE Healthcare, Amersham Biosciences, Piscataway, USA) com capacidade para um
mililitro de amostra, sendo que tal processo de filtracdo foi realizado em velocidade de um
mililitro por minuto. Um total de 50 ml de plasma seminal diluido dez vezes foi filtrado, e o
plasma seminal ndo retido pela coluna foi descartado. A coluna de cromatografia saturada
com proteinas do plasma seminal foi entdo lavada com 20 ml de PBS diluido trés vezes em
agua destilada para a eliminagdo completa das proteinas ndo retidas na coluna.

Para o processo de reversdo da liga¢ao entre as proteinas do plasma seminal e a matriz
da coluna utilizou-se tampao fosfato, NaCl 50 mM, pH 7,4 (tampdo A) e tampdo fosfato,
NaCl 500 mM, pH 7,4 (tampao B). Seis diferentes misturas de tampao A e B foram utilizadas,
a fim de reverter a ligacdo entre as proteinas da amostra ¢ as moléculas da coluna e assim
separar as moléculas mais carregadas das menos carregadas eletricamente. Foram elas: 1%
concentragdo: 95% de tampao A e 5% de tampdo B; 2% concentragdo: 90% de tampao A e

10% de tampao B, 3% concentracdo: 80% de tampao A e 20% de tampao B, 4°. concentragdo:
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70% de tampao A e 30% de tampdo B, 5. concentracdo: 60% de tampao A e 40% de tampao
B; 6 concentracdo: 50% de tampao A e 50% de tampao B. As concentragdes dos tampodes
foram aumentadas quando nenhuma proteina mais era liberada da coluna e a concentragao de
proteina estabilizada proximo a zero. As amostras fracionadas foram captadas em diferentes
tubos de ensaio a cada 0,5 ml de solucdo despendida, sendo obtidas 28 fragdes do plasma
seminal, nas quais se mensurou a concentragdo de Lf e de proteina total seguindo o protocolo
descrito anteriormente.

A cultura de células HEC-1A foi estimulada com as diferentes fragdes do plasma
seminal, utilizando-se como controle negativo a mistura de tampao A e tampdo B
correspondente a cada fracdo, diluida dez vezes em meio de cultura DMEM-F12. A produ¢ao
de CCL20 pelas células HEC-1A foi mensurada no sobrenadante por ELISA, como descrito
anteriormente.

A produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A, estimulada com as diferentes fragdes de
plasma seminal, estdo descritas em nimero de vezes que a fragdo estimulou a produgdo de

CCL20 em relagdo ao seu controle negativo.

3.12 Analise estatistica

Para a analise estatistica utilizou-se o software GraphPad Prism 5.00 para Windows
(1992-2007 GraphPad Software, Inc, San Diego, USA).

Os resultados foram apresentados como média, seguido de seu desvio padrao.

Apos realizacdo de teste de normalidade, concluiu-se que os resultados eram
compostos de dados ndo paramétricos e, portanto, utilizou-se a comparacdo de duas médias
utilizando o teste de Mann-Withney. Para a comparacao de trés médias utilizou-se o teste de
Kruskal-Wallis. Para as analises de correlacdes entre duas variaveis empregou-se correlacao
nao paramétrica de Spearman. (PAGANO; GAUVREAU, 2004)

Consideraram-se para as andlises, intervalos de confianca de 95% e valores de p

significantes quando iguais ou inferiores a 0,05.
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4 RESULTADOS
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Dividiu-se o trabalho em trés diferentes estudos a fim de facilitar-se a compreensao

dos resultados.

4.1 Resultados referentes ao estudo do plasma seminal

4.1.1 Caracteristicas gerais dos participantes.

Para esse estudo foi utilizado 34 amostras de plasma seminal, das quais 22 eram
provenientes de participantes soropositivos e 12 participantes soronegativos para o HIV.

Os participantes soropositivos apresentavam em média 38,1 +6,5 anos de idade e os
participantes soronegativos para o HIV apresentavam em média 35,4 +7,7 anos. Dentre os 22
participantes soropositivos para o HIV, 17 faziam uso de terapia antirretroviral altamente
potente (Highly Active Antiretroviral Therapy - HAART) e apenas cinco ndo faziam uso.

Nenhum relatou presenca de lesdes genitais durante a anamnese.

4.1.2 Estudo da produgao de CCL20 por cultura de células HEC-1A estimuladas com plasma

seminal de participantes soronegativos para o HIV.

No sobrenadante das células HEC-1A incubadas com meio de cultura DMEM-F12
(controle negativo) ou com IL-1B (25ng/ml) (controle positivo) ou com plasma seminal
(diluido 1:10 em DMEM-F12) foram mensuradas a secre¢cdo de CCL20 por ELISA.

O sobrenadante das células HEC-1A que foram tratadas apenas com meio de cultura
(grupo controle) apresentaram concentragao de 72 +28 picogramas por mililitro (pg/ml) de
CCL20. A concentragao de CCL20 esteve aumentada entre as células HEC-1A estimuladas
com IL-1B (controle positivo) e com amostras de plasmas seminais. As células tratadas com
IL-1B apresentavam concentracdo média de CCL20 de 750 +88 pg/ml (total de quatro
experimentos) (p 0.0286), enquanto em sobrenadante das células HEC-1A estimuladas com
12 plasmas seminais soronegativos para o HIV a concentragao média de CCL20 foi de 459 +

91 pg/ml de CCL20 (p = 0.0011), conforme figura 4.
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Figura 4: Producdo de CCL20 pelas células HEC-1A estimuladas com meio de cultura DMEM-F12 (controle
negativo), com plasma seminal de participantes soronegativos para o HIV (grupo de estudo) (p =0.0011) e IL-1
(controle positivo) (p 0.0286).

* Diferenca de producao de CCL20 pelas células HEC-1A estatisticamente significante em relagao as células ndo
tratadas (teste Mann Whitney).

CCL20: Quimiocin C-C motif ligant 20.

pg/ml: Picogramas por mililitros.

P. Seminal HIV- : Plasma seminal de participantes soronegativos para o HIV.

IL-1B: Inteleucina 1 beta.

n: Numero de experimentos.

HEC-1A: Células epiteliais monoestratificadas endocervicais.

4.1.3 Estudo da producao de CCL20 pelas células HEC-1A estimuladas com plasma seminal

de participantes soropositivos e soronegativos para o HIV.

Os participantes foram divididos em dois grupos: participantes soronegativos para o
HIV (12 amostras), participantes soropositivos para o HIV (23 amostras). Culturas de células
HEC-1A foram estimuladas com os plasmas seminais dos grupos dos participantes
soronegativos e soropositivos para o HIV.

A fim de facilitar a apresentacdo dos resultados, a produ¢ao de CCL20 foi descrita
levando-se em conta o niimero de vezes que as células HEC-1A estimuladas com amostras de
plasma seminal secretaram CCL20 em relacdo as células estimuladas apenas com o meio de
cultura (grupo controle).

Os plasmas seminais dos participantes soronegativos e soropositivos para o HIV foram
capazes de estimular a produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A quando comparados as
células estimuladas apenas com o meio de cultura (p< 0,0001). No entanto, observou-se que o

plasma seminal de pacientes soropositivos para o HIV foi responsavel por um maior estimulo
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na secre¢cdo de CCL20 pelas células HEC-1A quando comparado ao plasma seminal dos
participantes soronegativos (p= 0,022). O plasma seminal de participantes soronegativos para
o HIV aumentou a produgdao de CCL20 em 5,38 £0,91 vezes em relagdo ao grupo controle,
enquanto o plasma seminal dos participantes soropositivos aumentou a producdo de CCL20

em 7,57 £3,26 vezes (p= 0,022), conforme figura 5.
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Figura 5: Resultados da estimulacdo da produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A tratadas com plasma seminal
de participantes soronegativos (n=12) e soropositivos (n=22) para o HIV (p=0,022).

* Diferenga de producdo de CCL20 estatisticamente significante (teste Mann Whitney).

CCL20: Quimiocin C-C motif ligant 20.

CCL20 index: Numero de vezes que o plasma seminal estimulou a produgdo de CCL20 em relagdo as células

ndo tratadas (grupo controle).

HIV-: Plasma seminal de participantes soronegativos para o HIV.
HIV+: Plasma seminal de participantes soropositivos para o HIV.
n: Numero de experimentos.

4.1.4 Concentracdao de proteina total e de lactoferrina no plasma seminal de participantes

soronegativos e soropositivos para o HIV.

As concentragdes de proteina total e de Lf nos plasmas seminais estdo representadas
em microgramas por mililitro de plasma seminal (pg/ml).

Mais uma vez para esse estudo dividiu-se as 34 amostras de plasma seminal em dois
diferentes grupos: participantes soronegativos para o HIV (n= 12) e participantes

soropositivos para o HIV (n=22).
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Os participantes soropositivos para o HIV apresentaram concentragdo de proteina total
reduzida no plasma seminal em relacdo aos participantes soronegativos (p= 0,013). Os
participantes soropositivos apresentavam uma concentragao média de proteina total no plasma
seminal de 3774 +648 pg/ml, enquanto os participantes soronegativos apresentavam em
média 4285 £303 pg/ml (Figura 6-A).

Embora a concentragdo de proteina total estivesse maior no plasma seminal dos
participantes soronegativos, a concentracdo de Lf esteve mais elevada entre os participantes
soropositivos para o HIV (p= 0,038). Os plasmas seminais dos participantes soropositivos
apresentavam uma concentracdo média de Lf de 115 +70pg/ml enquanto a concentragdo

média de Lf nos plasmas seminais dos participantes soronegativos foi de 60 +38 ug/ml
(Figura 6-B).
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Figura 6. Concentragdo das proteinas totais e de Lf nos plasmas seminais de participantes soronegativos e
soropositivos para o HIV (A) Concentragdes das proteinas totais em plasmas seminais de participantes
soronegativos (n=12) e soropositivos (n=22). (B) Concentra¢des de Lf nos plasmas seminais dos participantes
soronegativos (n=12) e soropositivos (n=22) * Diferenga estatisticamente significante (teste Mann Whitney).

Lf: Lactoferrina.

p: P valor.

pg/ml: Microgramas por mililitro.

HIV-: Plasma seminal de participantes soronegativos para o HIV.
HIV+: Plasma seminal de participantes soropositivos para o HIV.
n: Numero de experimentos.
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4.1.5 Correlagdo entre carga viral do plasma seminal e sua capacidade de estimular a

produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A.

Todas as cargas virais para o HIV foram mensuradas nas amostras de plasmas
seminais dos participantes soropositivos e comparadas a sua capacidade de estimular da
producao de CCL20 pelas células HEC-1A. As cargas virais dos plasmas seminais dos 22
participantes infectados pelo HIV assim como suas capacidades de indu¢do na produgdo de
CCL20 pelas células HEC-1A estdo demonstradas na tabela 4. Nao se encontrou correlagao
entre a carga viral do HIV presente no plasma seminal e a estimulagdo da produgdo de CCL20
pelas células HEC-1A (Correlagao de Spearman (r)= 0,3352; Intervalo de Confianca (IC)= -
0,1138 - 0,6706; p= 0,1272).

Tabela 4: Correlagéo entre a estimulag@o da produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A e a carga viral do plasma
seminal de 22 participantes soropositivos para o HIV-1.

Participantes CCL20 index Cv

1 2,39 <50
2 3,31 <50
3 3,93 <50
4 4,49 <50
5 5,02 426210
6 5,08 <50
7 5,83 <50
8 6,37 <50
9 6,64 <50
10 6,95 <50
11 7,09 <50
12 7,36 261
13 7,91 <50
14 8,12 <50
15 8,18 25156
16 8,73 <50
17 8,88 <50
18 9,04 <50
19 9,33 3805
20 12,98 <50
21 13,53 97438
22 15,52 17531

Correlagdo de Spearman r= 0,3352; IC=-0,1138 — 0,6706; p=0,1272.

CCL20 : Quimiocin C-C motif ligant 20. CCL20 index: Numero de vezes que as células HEC-1A, estimuladas
com plasmas seminais, produziram CCL20 em relacdo as células ndo tratadas (grupo controle).

CV: Carga viral do HIV em cdpias virais por mililitro de plasma seminal.

r: Correlagdo de Spearman; IC: Intervalo de Confianga; p: p valor.
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4.1.6 Correlagdo entre estimulacdo da produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A e
concentragdo de proteinas totais no plasma seminal.

Para esse estudo, verificou-se se a dosagem de proteina total dos plasmas seminais
esteve correlacionada a sua capacidade de estimular a produ¢do de CCL20 pelas células HEC-
1A.

Nao se encontrou correlagdo entre a dosagem de proteina total de plasmas seminais
soropositivos e soronegativos para o HIV e a producdo de CCL20 pelas células HEC-1A (r= -
0,1080; IC=-0,4390 — 0,2487; p= 0,5431), conforme figura 7-A.

Tal relagdo se manteve quando se estudou separadamente os plasmas seminais de
participantes soronegativos dos soropositivos para o HIV. A tabela 5 ¢ a figura 7-B
evidenciam a nao correlacao entre a dosagem protéica do plasma seminal e a estimulagdo da
producdo de CCL20 pelas células HEC-1A tratadas com os plasmas seminais dos 12
participantes soronegativos (r=-0,1261; IC= -0,6638 — 0,4975; p= 0,6962).

Resultados semelhantes foram observados no grupo dos participantes soropositivos
para o HIV. Nenhuma correlagdo foi encontrada entre a dosagem de proteina total dos 22
plasmas seminais e sua capacidade de estimular a produgao de CCL20 pelas cé¢lulas HEC-1A

(r=0,1666; IC=-0,2867 — 0,5589; p= 0,4588), conforme tabela 6 e figura 7-C.

Tabela 5. Concentracdes de proteinas totais dos plasmas seminais de participantes soronegativos para o HIV e
suas capacidades de estimular a produg¢do de CCL20 pelas células HEC-1A.

Participante  Proteina total (ug/ml) CCL20 index

1 3877 3,49
2 4601 4,49
3 4782 4,75
4 3964 4,88
5 4761 5,14
6 4102 5,20
7 4194 5,73
8 4343 5,77
9 4281 5,91
10 4307 6,22
11 4281 6,31
12 3928 6,75

(r=-0,1261; IC=-0,6638 — 0,4975; p= 0,6962).

pg/ml: Microgramas por mililitro.

CCL20 : Quimiocin C-C motif ligant 20.

CCL20 index: Numero de vezes que as células HEC-1A, estimuladas com plasmas seminais, produziram CCL20
em relacdo as células ndo tratadas (grupo controle).

HEC-1A: Células do epitélio monoestratificado endocervical.
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Tabela 6. Concentragdes de proteinas totais dos plasmas seminais de participantes soropositivos para o HIV e
suas capacidades de estimular a producdo de CCL20 pelas células HEC-1A

Participante Proteina total (ug/ml) CCL20 index

1 3110 2,39
2 4966 3,31
3 4051 3,93
4 3684 4,49
5 2864 5,02
6 3224 5,08
7 3691 5,83
8 4200 6,37
9 4427 6,64
10 3700 6,95
11 3817 7,09
12 3585 7,36
13 2558 7,91
14 2460 8,12
15 4197 8,18
16 4392 8,73
17 4775 8,88
18 3620 9,04
19 3908 9,33
20 3753 12,98
21 4311 13,53
22 3745 15,52

(r: 0,1666; IC: -0,2867 — 0,5589; p 0,4588).

pg/ml: Concentragdo de proteina total em microgramas por mililitro.

CCL20 : Quimiocin C-C motif ligant 20

CCL20 index: Numero de vezes que as células HEC-1A, estimuladas com plasmas seminais, produziram CCL20
em relacdo as células ndo tratadas (grupo controle).

HEC-1A: Células do epitélio monoestratificado endocervical.
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Figura 7. (A) Correlagdes entre a concentracdo de proteinas totais presentes nos plasmas seminais de
participantes soronegativos (n 12) e soropositivos (n 22) para o HIV e produgdo de CCL20 em células HEC-1A
estimuladas com esses plasmas seminais (r= -0,1080; IC= -0,4390 — 0,2487; p= 0,5431). (B) Correlacao entre a
concentragdo de proteina total e producao de CCL20 em células HEC-1A estimuladas com plasmas seminais de
12 participantes soronegativos (r= -0,1261; IC= -0,6638 — 0,4975; p= 0,6962). (C) 3. Correlacido entre a
concentragdo de proteina total e produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A estimuladas com plasmas seminais
de 22 participantes soropositivos (r= 0,1666; IC=-0,2867 — 0,5589; p= 0,4588).

CCL20 : Quimiocin C-C motif ligant 20.

CCL20 index: Numero de vezes que as células HEC-1A, estimuladas com plasmas seminais, produziram CCL20
em relagdo as células ndo tratadas (grupo controle).

pg/ml: Microgramas por mililitros.

HEC-1A: Células do epitélio monoestratificado endocervical.

r: Correlagdo de Spearman.

IC: Intervalo de Confianga.

p: P valor.
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4.1.7 Correlagdo entre estimulacdo da produ¢do de CCL20 pelas células HEC-1A e

concentragdo de lactoferrina no plasma seminal.

As concentracdes da Lf nos plasmas seminais foram comparadas com suas respectivas
capacidades de estimularem a produ¢ao de CCL20 pelas células HEC-1A. Observou-se uma
correlagdo positiva estatisticamente significante entre a concentracdo de Lf presente no
plasma seminal de participantes soronegativos e soropositivos para o HIV e sua capacidade de
estimular a produ¢ao de CCL20 em células HEC-1A (r= 0,5557; IC= 0,2581 — 0,7570, p=
0,0006), conforme figura 8-A.

A mesma correlagcdo entre a concentragao de Lf no plasma seminal e a produgdo de
CCL20 pelas células HEC-1A esteve presente quando se estudou somente os plasmas
seminais soropositivos para o HIV (r= 0,4613; IC= 0,03592 — 0,7452, p= 0,030). A tabela 7 ¢
a Figura 8-B destacam a correlagdo positiva entre a concentracdo de Lf e a estimulagdo da
producao de CCL20 pelas células HEC-1A tratadas com plasmas seminais de participantes
soropositivos para o HIV.

Dentre os participantes soronegativos ndo se encontrou correlacdo estatisticamente
significante entre a concentragcdo de Lf no plasma seminal e sua capacidade de estimular a
produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A (r= 0,5105; IC= -0,1090 — 0,8444, p= 0,089). A
tabela 8 e a Figura 8-C apresentam a correlacao entre as concentragdes de Lf e as produgdes
de CCL20 pelas células HEC-1A estimuladas com plasmas seminais de participantes
soronegativos para o HIV. Embora tal correlagdo ndo seja estatisticamente significante, tal
resultado se deu, provavelmente, pelo baixo nimero de plasmas seminais de participantes

soronegativos para o HIV que foram estudados.
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Tabela 7. Concentragdes de lactoferrina nos plasmas seminais dos participantes soropositivos para o HIV e suas
respectivas capacidades de estimularem a produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A.

Participante  Lf (ug/ml) CCL20 index

1 18,1 2,39
19,9 3,31
3 15,9 3,93
4 69,7 4,49
5 219,0 5,02
6 209,9 5,08
7 119,7 5,83
8 2,7 6,37
9 137,0 6,64
10 88,2 6,95
11 41,2 7,09
12 100,6 7,36
13 192,7 7,91
14 161,3 8,12
15 92,1 8,18
16 149.4 8,73
17 140,6 8,88
18 165,9 9,04
19 46,5 9,33
20 140,5 12,98
21 206,5 13,53
22 205,3 15,52

r=0,4613; IC=0,03592 — 0,7452, p= 0,030

Lf (ug/ml): Concentragao de Lactoferrina em microgramas por mililitro.

CCL20: Quimiocin C-C motif ligant 20.

CCL20 index: Numero de vezes que as células HEC-1A, estimuladas com plasmas seminais, produziram CCL20
em relacdo as células ndo tratadas (grupo controle).

r: Correlagdo de Spearman.

IC: Intervalo de confianga.

p: P valor.
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Tabela 8. Concentragdes de lactoferrina nos plasmas seminais dos participantes soronegativos para o HIV e suas

respectivas capacidades de estimularem a produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A.

Participante Lf (ug/ml) CCL20 index
1 69,2 5,73
2 8,9 4,49
3 23,1 3,49
4 71,5 4,88
5 84,7 6,75
6 52,2 6,22
7 89,5 5,20
8 47,2 6,31
9 31,7 5,14
10 151,6 5,91
11 52,0 4,75
12 34,4 5,77

r=0,5105; 1C=-0,1090 — 0,8444, p= 0,089

Lf: Lactoferrina

pg/ml: Microgramas por mililitro.
CCL20: Quimiocin C-C motif ligant 20.

CCL20 index: Numero de vezes que as cé¢lulas HEC-1A, estimuladas com plasmas seminais, produziram CCL20
em relagdo as células ndo tratadas (grupo controle).

r: Correlag@o de Spearman
IC: Intervalo de confianga
p: P valor



61

A
20-
p= 0,0006
154 o
[

CCL20 index

0 50 1(')0 1.;:0 2(')0 2'50
Lf (wg/ml) de plasmas seminais HIV- e HIV+

B C
81  p=0,089 20
74 . p= 0,03
X o] % 154 L
3 6 ® e * E ° b
£ 5 4 c
o [ o ° o 101
S 44 § i ° ° .
(&) [ ] [T} b [} °
O 3 O gl ° i oo
21 *
cT T T T 1 0 T T T T ]
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200 250
Lf (ug/ml) de plasmas seminais HIV- Lf (ug/ml) de plasmas seminais HIV+

Figura 8. (A) Correlagdo entre a concentracdo da Lf e producdo de CCL20 pelas células HEC-1A estimuladas
com plasmas seminais de 34 participantes (soropositivos (n=22) e soronegativos para o HIV (n=12)) (= 0,5557;
IC= 0,2581 — 0,7570, p= 0,0006). (B) Correlagdo entre a concentragdo da lactoferrina e a produgdo de CCL20
pelas células HEC-1A estimuladas com plasmas seminais de 22 participantes soropositivos para o HIV (r=
0,4613; IC=0,03592 — 0,7452, p= 0,030). (C) Correlagdo entre a concentragao de Lf presente no plasma seminal
e a estimulagdo da producdo de CCL20 pelas células HEC-1A tratadas com plasmas seminais de 12 participantes
soronegativos para o HIV (r=0,5105; IC= -0,1090 — 0,8444, p= 0,089).

Lf: Lactoferrina.

CCL20: Quimiocin C-C motif ligant 20.

CCL20 index: nimero de vezes que as células HEC-1A, estimuladas com plasmas seminais, produziram CCL20
em relagdo as células ndo tratadas (grupo controle).

pg/ml: Micrograma por mililitro.

r: Correlagdo de Spearman.

IC: Intervalo de confianga.

p: P valor.
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4.1.8 Capacidade do peptideo G-12-1, proveniente da clivagem da lactoferrina, de induzir a

produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A.

Para esse estudo, realizou-se Western blot com as trés amostras de plasma seminal
soropositivo para o HIV que mais estimularam a produgao de CCL20 pelas células HEC-1A
(amostras 20, 21 e 22) e com trés amostras de plasma seminal soropositivos que menos
estimularam a produ¢do de CCL20 (amostras 1, 2 e 3), conforme visto na tabela 7, para
evidenciar a presenca de Lf e do peptideo G-12-I, como descrito no material e método.

Conforme mostra a figura 9-A, a Lf esteve presente em todas as amostras. O peptideo

G-12-I pareceu estar mais presente nas amostras que mais induziram a produgdao de CCL20

pelas células HEC-1A estimuladas com plasma seminal de participantes soropositivos para o
HIV (Figura 9-B).
A
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} Produtos de degradacdo da Lf
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Figura 9: (A) Presenca de Lf entre as amostras de plasmas seminais de participantes soropositivos para o HIV
que mais promoveram a estimulagdo da producdo de CCL20 (amostras 23, 22, 21) e que menos promoveram a
producdo de CCL20 pelas células HEC-1A (amostras 3,2 e 1). (B) Presenca do peptideo G-12-I entre as amostras
de plasmas seminais de participantes soropositivos que mais estimularam a produg¢do de CCL20 pelas células
HEC-1A (amostras 23, 22, 21) e que menos estimularam essa produgdo (amostras 3,2 e 1).

CCL20: Quimiocin C-C motif ligant 20.

HEC-1A: Células do epitélio monoestratificado endocervical.
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4.1.9 Separagao protéica do plasma seminal por cromatografia de afinidade

A fim de verificar se a Lf e seus produtos de clivagem, presentes no plasma seminal
foram capazes de estimular a producdo de CCL20 pelas células HEC-1A, realizou-se o
fracionamento protéico do plasma seminal de um pool de 12 participantes soronegativos para
o HIV, contabilizando um total de 28 fracdes. Cada fracao foi testada em relagdo a sua
capacidade de estimular a produ¢do de CCL20 pelas células HEC-1A.

A tabela 9 apresenta a concentragcdo de Lf e de proteina total em cada fragdo do pool
do plasma seminal assim como sua capacidade de estimular a produ¢do de CCL20 pelas

células HEC-1A.
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Tabela 9. Dosagem de lactoferrina, proteina total ¢ estimulagdo da produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A
nas diferentes fragdes protéicas do plasma seminal de um pool de 12 participantes soronegativos para o HIV.

Fracdes do plasma seminal  Lf (ug/ml) Proteina total (ug/ml)  CCL20 index

1 13,05 148 11,74
2 2,23 26 0,71

3 2,71 13 1,69

4 21,33 360 49,30
5 15,72 128 11,85
6 11,23 46 8,21

7 9,55 27 7,09

8 18,27 94 10,81
9 15,45 33 5,77

10 9,62 31 6,19

11 19,82 178 14,29
12 18,27 106 20,68
13 14,31 79 7,19

14 10,41 54 4,08

15 11,04 477 11,05
16 7,97 435 8,25

17 6,40 304 4,29

18 5,38 213 3,53

19 3,29 146 2,44
20 1,56 104 2,45
21 0,00 70 2,63
22 6,22 197 2,17
23 6,01 126 2,03
24 0,64 36 1,43
25 3,99 152 2,02
26 0,00 20 1,93
27 0,86 12 1,77
28 0,00 0 0,52

Lf (ug/ml): Dosagem de lactoferrina em microgramas por mililitro.

Proteina total (ug/ml): Dosagem de proteina em micrograma por mililitro.

CCL20: Quimiocin C-C motif ligant 20.

CCL20 index: Numero de vezes que as células HEC-1A, estimuladas com plasmas seminais, produziram CCL20
em relacdo as células ndo tratadas (grupo controle).

A concentragdo de Lf no plasma seminal esteve aumentada nas primeiras fragdes do
plasma seminal, principalmente entre as fragdes de 1 a 12, com quatro picos de concentragdes
nas fragdes 1, 4, 8 e 11 que foram coincidentes com os picos de proteina total. A partir da
fragdo 12 verificou-se reducdo gradativa nas concentragdes de Lf, observando-se trés picos de

proteinas totais nas fragdes 15, 22 e 25, conforme visualizado na figura 10.
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Figura 10: Fracionamento protéico de um pool de 12 participantes soronegativos para o HIV.
Lf (ug/ml): Concentragdo de lactoferrina em microgramas por mililitro de plasma seminal.
Proteina total (ug/ml): concentragdo de proteina total em micrograma por mililitro de plasma seminal.

A estimulacao da produgao de CCL20 pelas células HEC-1A esteve relacionada com a
concentragdo de Lf presente na fragdo do plasma estudado (p< 0,0001; r= 0,8942; IC= 0,7773
— 0,9514). Verificamos que o aumento da concentracdo de Lf, como o observado entre as
fragoes 1, 3-5, 7-9, 10 -13, corresponderam igualmente as fracdes que mais estimularam a
producao de CCL20 pelas células HEC-1A, conforme destacado na figura 11.

A figura 12 mostra a presenca da Lf nas fragdes de plasma seminal que mais
estimularam a produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A. Observa-se que as fragdes que
mais estimularam a produgdo de CCL20 apresentavam a Lf mais evidenciada em suas bandas
(fragdes 1, 4 e 11), assim como bandas que representam os produtos de degradacao dessas
proteinas.

Um pico de Lf também foi observado na fra¢do 15, assim como aumento significativo
na producao de CCL20 pelas células HEC-1A estimuladas com essa fragcdo, no entanto, nessa
fragdo, também se observou as maiores concentragdes de proteinas totais.

Verificou-se a presenga de Lf na fragdao 22, por Western blot (Figura 12), no entanto,
ndo foram observadas bandas que representassem a produtos de clivagem da Lf, o que pode

estar correlacionado a sua baixa estimulagdo da produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A.
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Figura 11: Relag8o entre Lf e producdo de CCL20 pelas células HEC-1A estimuladas com as diferentes fracdes
do plasma seminal (r=0,08942; IC= 0,7773 — 0,9514)
Lf (ug/ml): Dosagem da lactoferrina em micrograma por mililitro.
CCL20: Quimiocin C-C motif ligant 20
CCL20 index: Numero de vezes que a fragdo estudada estimulou a producdo de CCL20 em relagdo ao seu
controle negativo.

> Produtos de degradac3o da Lf

Figura 12: Presenca de Lf e de seus produtos de clivagem nas fragdes de plasma seminal que mais estimularam a
produgdo de CCL20.
CCL20: Quimiocin C-C motif ligant 20.
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4.2 Resultados referentes ao estudo da saliva

Culturas de células HEC-1A foram estimuladas com 57 amostras de saliva diluidas
1:10 em meio de cultura DMEM-F12, a fim de estudar a influéncia da saliva na producao de
CCL20 por células do epitélio monoestratificado endocervical.

Os participantes desse estudo foram os mesmos relacionados ao estudo do plasma
seminal e da secre¢do vaginal.

Dos 57 participantes que compuseram a amostra, 34 eram do sexo masculino, com
média de idade de 37,17 £7,01 anos e¢ 23 do sexo feminino, com média de idade de 37,21
+6,58 anos. Quanto a soropositividade para o HIV, 34 participantes eram soropositivos para o

HIV, e destes, 28 faziam uso de terapia antirretroviral.

4.2.1 Estudo da produg¢do de CCL20 pelas células HEC-1A estimuladas com saliva de

participantes soronegativos para o HIV.

A secre¢do de CCL20 foi mensurada por ELISA em sobrenadantes de células HEC-1A
incubadas com meio de cultura DMEMF12 (grupo controle) com IL-1 B (controle positivo) e
com plasma salivar de 23 participantes soronegativos para o HIV (diluido 1:10 em DMEM-
f12) depois de 17 horas de incubacao.

O sobrenadante das células HEC-1A tratadas apenas com o meio de cultura
apresentaram uma concentragdo de CCL20 de 27,7 +4,5 pg/ml. No controle positivo, células
HEC-1A tratadas com IL-1p, a concentragdo de CCL20 em seu sobrenadante foi aumentada
para 1169 + 124 pg/ml, sendo esse valor uma média de um total de seis experimentos
(p<0,001). Notamos um grande aumento na produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A
tratadas com as 23 amostras de plasma salivar de participantes soronegativos em relacao as
células nao tratadas (controle negativo), 1015 + 378 pg/ml. (p<0,001), conforme demonstrado

na figura 13.
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Figura 13: Producdo de CCL20 pelas HEC-1A estimuladas com meio de cultura DMEM-F12 (grupo controle),
IL-1B 25ng/ml (controle positivo) ou saliva diluida 1:10 em meio de cultura DMEM-F12 (23 plasmas salivares
de participantes soronegativos).

* Diferenga estatisticamente significante em relagdo ao grupo controle — teste de Mann Whitney.

CCL20: Quimiocin C-C motif ligant 20.

pg/ml : Picograma por mililitro.

IL-1B: Interleucina 1-beta.

n: Numero de experimentos.

4.2.2 Estudo da produg¢do de CCL20 pelas células HEC-1A estimuladas com saliva de

participantes soropositivos e soronegativos para o HIV.

A producdo de CCL20 pelas células HEC-1A estimuladas com saliva foi quantificada
em namero de vezes que essas células secretaram CCL20 em relagdao as células tratadas
apenas com meio de cultura (grupo negativo).

As 57 amostras de saliva foram divididas em dois grupos: soronegativos (n=23) e
soropositivos (n=34) a fim de verificar se a soropositividade para o HIV influenciou na
producao de CCL20 pelas células HEC-1A estimuladas com saliva. A saliva proveniente de
participantes soronegativos para o HIV estimulou a produ¢do de CCL20 pelas células HEC-
1A em 36,14 £12,22 vezes em relagdo as células ndo tratadas. J4 a saliva de participantes
soropositivos para o HIV estimulou a produ¢ao em 39,46 14,43 vezes em relagcdo ao grupo
controle, portanto, nenhuma diferenca foi observada e as salivas de participantes soropositivos
e soronegativos para o HIV tiveram capacidade semelhante de estimular a produgdo de

CCL20 pelas células HEC-1A (p= 0.9287), conforme mostra a figura 14.
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Figura 14. Estimulacdo da producdo de CCL20 pelas células HEC-1A tratadas com saliva de participantes
soropositivos e soronegativos para o HIV.

CCL20: Quimiocin C-C motif ligant 20

CCL20 index: Numero de vezes que o plasma seminal estimulou a produgdo de CCL20 em relagdo as células
ndo tratadas.

HIV-: Saliva de participantes soronegativos para o HIV.

HIV+: Saliva de participantes soropositivos para o HIV.

n: Numero de experimentos.

Dentre os grupos de participantes soronegativos ou soropositivos para o HIV, foi
avaliado se os fatores locais, representados pela condi¢cdo oral dos participantes, foram
determinantes na producdo de CCL20 pelas células HEC-1A estimuladas com saliva. Para
tanto se subdividiu cada grupo (soronegativo e soropositivo para o HIV) em trés novos
grupos: 1. Grupo de participantes saudaveis em relagdo a condigdo periodontal; 2.
Participantes com gengivite; e, 3. Participantes com periodontite.

Entre os participantes soronegativos para o HIV ndo se verificou diferencas entre
condicdo periodontal e estimulacdo da producdo de CCL20 pelas células HEC-1A (p=
0,5194). A saliva proveniente de 11 participantes saudaveis em relagdo a condigdo periodontal
estimulou a secrecdo de CCL20 em 34,58 £13,67 vezes em relagdo ao grupo controle (células
ndo tratadas), no entanto, aquelas provenientes de oito participantes com gengivite
estimularam em 40,06 £12,47 vezes, enquanto aquelas provenientes de quatro participantes
com periodontite estimulou em 32,59 +6,8 vezes (Figura 15-A).

Encontraram-se resultados semelhantes entre os participantes soropositivos para o
HIV (p= 0,4615): A saliva proveniente de participantes saudaveis em relacdo a condicao
periodontal (n= 11) estimulou a secre¢do de CCL20 em 42,39 +£15,54 vezes; com gengivite

(n=16) estimulou em 35,40 £9,10 vezes, e a saliva proveniente de participantes com
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periodontite (n= 7) estimulou a produ¢ao de CCL20 em 44,17 £21,24 vezes em comparagao

ao grupo controle (Figura 15-B).
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Figura 15. (A) Produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A tratadas com saliva proveniente de participantes
soronegativos para o HIV com diferentes condi¢des orais (p=0,5194) (B) Producdo de CCL20 pelas células
HEC-1A tratadas com plasma salivar proveniente de participantes soropositivos para o HIV com diferentes
condigdes orais (p=0,4615).

CCL20 index: Numero de vezes que o plasma seminal estimulou a produgdo de CCL20 em relagdo as células

nao tratadas.
n: Numero de experimentos.
p: P valor obtido pelo teste de Kruskal Wallis.

4.2.3 Concentragdo de proteina total salivar de participantes soropositivos e soronegativos

para o HIV.

As concentragdes de proteinas totais salivares foram expressas em microgramas por
mililitro (ug/ml). Nao se verificou qualquer relagdo entre a dosagem de proteina total e a
condicdo oral dos participantes soropositivos (p= 0,2309) ou soronegativos para o HIV (p=
0,2233).

Entre participantes ndo infectados pelo HIV encontrou-se: Grupo dos pacientes com
condicdo periodontal saudavel (n= 11), 1375 £661 pg/ml; gengivite (n= 8) 1022 +657 pg/ml
e, participantes com periodontite (n=4) 722 +109 pg/ml (Figura 16-A).



71

Entre participantes infectados pelo HIV encontrou-se: Grupo dos pacientes com
condi¢do periodontal saudavel (n= 11), 1622 +1133 pg/ml; gengivite (n= 16) 1089 £365
ug/ml; e, participantes com periodontite (n= 8) 1366 +493 pg/ml (Figura 16-B).
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Figura 16. (A) Concentracao de proteina total salivar de participantes soronegativos para o HIV com distintas
condigdes periodontais (p= 0,2233) (B) Concentra¢do de proteina total salivar de participantes soropositivos
para o HIV em distintas condi¢des periodontais (p=0,2309).

pg/ml: Micrograma por mililitro.

n: Numero de experimentos.

p: P valor obtido pelo teste de Kruskal Wallis.

4.2.4 Concentragao de lactoferrina salivar em participantes soropositivos € soronegativos para

o HIV.

As concentragdes de Lf salivar foram expressas em microgramas por mililitro (pg/ml).
Os 57 participantes foram divididos em dois grupos (soronegativos e soropositivos para o
HIV) e cada grupo subdividido em trés novos grupos em relagdo sua condi¢do periodontal
(periodontalmente saudavel, com gengivite € com periodontite).

Dentre os participantes soronegativos para o HIV, verificou-se uma maior
concentragdo de Lf entre os individuos que apresentavam inflamag¢do periodontal
(representada pela gengivite e periodontite) em relagdo aos individuos periodontalmente
saudaveis (p= 0,0019). Os 11 participantes periodontalmente saudaveis apresentavam em

média 17,49 £8,36 ug/ml de Lf. Os oito participantes que apresentavam gengivite tiveram a
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concentragdo de Lf aumentada para 35,03 +£10,98 ug/ml, e os quatro participantes portadores
de periodontite para 39,35 +4,96 ug/ml (p= 0,0019), conforme figura 17-A.

A mesma diferenga de concentragdo de Lf entre os participantes com diferentes
condicdes orais foram observadas entre os participantes soropositivos para o HIV (p= 0,008).
Dentre os 11 participantes periodontalmente saudaveis verificou-se concentragdo de Lf de
15,41 £9,80ug/ml, ja entre os participantes com gengivite e periodontite verificou-se que
essas concentragdes foram elevadas para 35,39 +11,66 pg/ml e 32,95 +12,99 pg/ml,

respectivamente (p= 0,008), conforme demonstrado pela figura 17-B.
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Figura 17. (A) Concentragdo de Lf salivar em participantes soronegativos para o HIV em distintas condigdes
periodontais (p= 0,0019) (B) Concentracdo de Lf salivar em participantes soropositivos para o HIV em distintas
condigdes periodontais (p= 0,008).

* Significancia estatistica em relacdo aos participantes periodontalmente saudaveis — Kruskal-Wallis.

Lf: Lactoferrina.

pg/ml: Micrograma por mililitro.

n: Numero de experimentos.

p: P valor obtido pelo teste de Kruskal-Wallis.

4.2.5 Correlagdo entre a concentracdo de Lf e de proteina total salivar com a producao de

CCL20 pelas células HEC-1A estimulada pela saliva.

As concentragdes de proteina total e de Lf salivares foram comparadas com suas
respectivas capacidades de estimularem a producdo de CCL20 pelas células HEC-1A.
Nenhuma correlagdo entre a concentragdo de proteina total salivar e sua capacidade de

estimular a producdo de CCL20 pelas células HEC-1A foi observada entre os 23 participantes
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soronegativos para o HIV (r=-0,3548; IC=-0,6763 — 0,08020; p= 0,0966), conforme descrito
pela figura 18-A e entre os 34 participantes soropositivos para o HIV (r= -0,07349; IC= -
0,4104 — 0,2811; p= 0,6796), conforme figura 18-C.

Em relacdo a Lf, também nao se observou correlacdo entre a Lf salivar e sua
capacidade de estimular a produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A entre os participantes
soronegativos para o HIV (r= 0,1808; IC= -0,2622 — 0,5609, p= 0,4090), como descrito na
figura 18-B e soropositivos para o HIV (= 0,07074; 1C= -0,2837 — 0,4081; p= 0,6910),

conforme figura 18-D.
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Figura 18. (A) Correlagéo entre a concentragdo da proteina total salivar e a estimulagdo da produgdo de CCL20
em células HEC-1A tratadas com o plasma salivar dos 23 participantes soronegativos (r= -0,3548; IC=-0,6763 —
0,08020; p= 0,0966). (B) Correlagdo entre a concentragdo da Lf no plasma salivar e a estimulagdo da produgdo
de CCL20 em células HEC-1A tratadas com o plasma salivar de 23 participantes soronegativos (r= 0,1808; IC= -
0,2622 — 0,5609, p= 0,4090). (C) Correlagdo entre a concentragdo da proteina total no plasma salivar ¢ a
estimulacdo da producdo de CCL20 em células HEC-1A tratadas com o plasma salivar dos 34 participantes
soronegativos (r= -0,07349; IC= -0,4104 — 0,2811; p= 0,6796). (D) Correlagdo entre a concentracdo da Lf no
plasma salivar e a estimulacdo da produgdo de CCL20 em células HEC-1A tratadas com o plasma salivar de 34
participantes soropositivos (1= 0,07074; IC= -0,2837 — 0,4081; p= 0,6910).

pg/ml: Micrograma por mililitro.

HEC-1A: Células do epitélio monoestratificado endocervical.

CCL20: Quimiocin C-C motif ligant 20.

CCL20 index: Numero de vezes que o plasma seminal estimulou a produgdo de CCL20 em relagdo as células
ndo tratadas.

r: Correlagd@o de Spearman. IC: Intervalo de confianga. p: P valor
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4.2.6 Capacidade dos peptideos G-12-I, provenientes da clivagem da lactoferrina, de
induzirem a produg¢do de CCL20 pelas células HEC-1A estimuladas com saliva de

participantes soropositivos para o HIV.

Semelhante ao método para o estudo do plasma seminal, realizou-se Western blot nas
amostras de plasmas salivares de participantes soropositivos para o HIV que mais
estimularam a produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A (amostras 1, 2 e 3 que estimularam
a producdo de CCL20 em 84,33; 73,57; e, 68,69 vezes em relacdo as células ndo tratadas,
respectivamente) e as amostras salivares que menos estimularam a produgdo de CCL20
(amostras 4, 5 e 6 que estimularam a producao de CCL20 em relagdo as células ndo tratadas
em 25,96; 25,87; e, 25,86 vezes, respectivamente), evidenciando a Lf e o peptideo G-12-1,
como descrito em material e método. Vale salientar que mesmo as amostras que menos
estimularam a produ¢do de CCL20, aumentaram muito a concentragdo de CCL20 em relagao
as células nao tratadas (grupo controle).

Conforme mostra a figura 19-A, a Lf esteve presente em todas as amostras de maneira
equivalente. O peptideo G-12-I, diferentemente do estudo com o plasma seminal, esteve
presente em todas as amostras, mesmo naquelas que menos estimularam a producdo de
CCL20, pois essas aumentaram a concentracdo de CCL20 em pelo menos 20 vezes em

relagdo as células nao tratadas (Figura 19-B).
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Figura 19: (A) Presenga de Lf entre as amostras salivares que mais promoveram a estimula¢do da produgéo de
CCL20 (amostras 1, 2 e 3) e as que menos promoveram a produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A (amostras
4, 5 ¢ 6). (B) Presenca do peptideo G-12-1 entre as amostras salivares que mais estimularam a producdo de
CCL20 pelas células HEC-1A (amostras 1, 2 e 3) e que menos estimularam essa produgdo (amostras 4, 5 € 6).
Lf: Lactoferrina.

CCL20: Quimiocin C-C motif ligant 20.
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4.3 Resultados referentes ao estudo do contetido vaginal

4.3.1 Caracteristicas gerais dos participantes

Para esse estudo foram avaliadas 12 amostras do contetido vaginal de participantes
soropositivas para o HIV e 11 amostras do contetido vaginal provenientes de participantes
soronegativas para o HIV.

As participantes soropositivas para o HIV apresentavam em média 37,5 +4,68 anos de
idade, e as participantes soronegativas para o HIV apresentavam em média 36,63 +8,42 anos.

Dentre as participantes soropositivas apenas uma nao fazia uso de HAART. Todas as
participantes foram submetidas a exame ginecoldgico de rotina e nenhuma apresentou

qualquer infeccao genital.

4.3.2 Estudo da produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A estimuladas com contetido vaginal

de participantes soronegativas para o HIV.

Células HEC-1A foram incubadas com meio de cultura (grupo controle) ou IL-1f3
(controle positivo) ou contetido vaginal. Para a andlise da produ¢ao de CCL20 pelas células
HEC-1A, subtraiu-se da concentracdo de CCL20 no sobrenadante das células HEC-1A
estimuladas com o conteudo vaginal a concentracdo de CCL20 que o conteudo vaginal ja
possuia, pela producdo in vivo de CCL20 pelas células epiteliais vaginais. Para tal
procedimento também se dosou a concentragdo de CCL20 diretamente no contetido vaginal.

O sobrenadante das células HEC-1A ndo tratadas (grupo controle, total de quatro
experimentos) apresentaram concentracdo de CCL20 de 58,00 +£35,86 pg/ml, essa
concentragdo foi largamente aumentada para 773,75 +71,60 pg/ml quando as células HEC-1A
foram tratadas com o controle positivo (p= 0,0286). Nao se verificou aumento da producdo de
CCL20 pelas células HEC-1A estimuladas com o contetido vaginal em relacdo ao grupo
controle (p= 0,2256). A concentragdo de CCL20 no sobrenadante das células HEC-1A
estimuladas com 11 secre¢des vaginais (e subtraido a concentragdo de CCL20 ja existente no

conteudo secrecao vaginal) foi de 144,83 + 120 pg/ml (p= 0,2256), ou seja, o conteudo
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vaginal proveniente de participantes soronegativos para o HIV nao estimulou a produgdo de
CCL20 pelas células HEC-1A quando comparada as células nao tratadas (Figura 20).

Mesmo resultado obteve-se com o conteudo vaginal proveniente de participantes
soropositivas para o HIV. A concentracdo de CCL20 no sobrenadante de células HEC-1A
estimuladas com o contetido vaginal de participantes soropositivos, subtraida a concentracao
de CCL20 ja existente em cada amostra, foi de 78 £93 pg/ml (p> 0,999), ou seja, o conteudo
vaginal proveniente de participantes soropositivas para o HIV nao foi capaz de estimular a
producdo de CCL20 pelas células HEC-1A, sendo esses niveis comparaveis a producdo de

CCL20 pelas células HEC-1A nio tratadas (Figura 20).
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Figura 20: Producao de CCL20 pelas células HEC-1A estimuladas com meio de cultura DMEM-F12 (controle
negativo), com o conteudo vaginal de participantes soronegativas para o HIV (p=0,2256), com o conteudo
vaginal de participantes soropositivas para o HIV (p>0,999), e IL-1B (controle positivo (p<0,001). * Diferenga
de produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A estatisticamente significante em relagdo as células ndo tratadas —
teste Mann Whiteny.

CCL20: Quimiocin C-C motif ligant 20.

HEC-1A: Células do epitélio monoestratificado endocervical.

IL-1B: Interleucina 1-beta.

Pg/ml: picogramas por mililitros.

C.V. HIV-: Conteudo vaginal de participantes soronegativas para o HIV.

C.V. HIV+: Conteudo vaginal de participantes soropositivas para o HIV.

n: Numero de experimentos.

4.3.3 Concentragdo de proteina total e de lactoferrina no conteudo vaginal de participantes

soronegativos e soropositivos para o HIV.

As concentragdes de proteina total e de Lf no contetido vaginal estdo descritas em

microgramas por mililitro (pg/ml). Os participantes foram divididos em dois grupos:
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participantes soropositivas para o HIV (n=12) e participantes soronegativas para o HIV
(n=11).

Nao se observou diferenga estatisticamente significante, entre as concentracdes de
proteinas totais presentes nos contetidos vaginais de participantes soropositivas e
soronegativas para o HIV (p= 0,2604). Entre as participantes soronegativas para o HIV, a
concentragdo de proteina total foi de 1166 +688 pg/ml, enquanto nas participantes
soropositivas para o HIV, essa concentracao foi de 2241 £1636 ug/ml (p= 0,2604), conforme
a figura 21-A.

A concentragdo de Lf esteve aumentada nas participantes soropositivas para o HIV (p=
0,0392). Dentre as participantes soronegativas para o HIV a concentragdo de Lf na secre¢do
vaginal foi de 13,3 £9,6ug/ml, enquanto dentre as participantes soropositivas para o HIV, a

concentragdo de Lf foi de 23,56 +13,39 pg/ml (Figura 21-B).
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Figura 23. Concentracdo das proteinas totais e de Lf no conteudo vaginal. (A) Concentra¢des das proteinas totais
noscontetidos vaginais de participantes soronegativas e soropositivas para o HIV (p=0,2604). (B) Concentracdes
de Lf nas secre¢des vaginais de participantes soronegativas e soropositivas para o HIV (p=0,0392).

* Diferenca estatisticamente significante — Teste Mann Witney.

pg/ml: Micrograma por mililitro.

C.V HIV- = Contetido vaginal de participantes soronegativas para o HIV.

C.V. HIV+: Conteudo vaginal de participantes soropositivas para o HIV.

n: Numero de experimentos.

Lf: Lactoferrina.
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A aids ¢ uma doenca de alta letalidade e ainda incuravel. A partir de 1996, devido a
implementagdo da HAART, tornou-se uma doenga com maior chance de controle, o que
proporcionou uma melhor qualidade de vida aos pacientes infectados pelo HIV. No entanto,
esfor¢os sdo empregados diariamente para a descoberta de uma vacina ou cura dessa doenca.

Avangos como a redugdo da transmissao vertical foi obtida com cuidados pré-natais e
pos-natais ¢ a HAART teve fundamental importancia nesse avango. A reducgdo da carga viral
das maes infectadas pelo HIV culmina em menor prevaléncia de transmissao para seu filho. A
zidovudina (AZT) ministrada durante o parto & mae soropositiva tem por finalidade a redu¢ao
da carga viral a niveis minimos durante o parto. Cuidados posteriores ao nascimento como o
ndo aleitamento pela mae soropositiva e busca de bancos de leite reduzem o risco de
transmissdo pelo HIV durante essa fase do desenvolvimento da crianca (BRASIL,
MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Em relagdo a transmissdo sexual, no entanto, ndo existem niveis seguros de carga viral
que comprovadamente reduzam essa via de transmissdo. Tal fato se deve, principalmente, a
compartimentalizagdo que o HIV sofre nos diferentes fluidos corporeos. Também pode
contribuir o fato de que distintas cepas do HIV podem ser encontradas em diferentes fluidos
corpoéreos (PINTO, 2007). Assim a difusdo e eficiéncia dos ARV ndo sdo exatamente as
mesmas nos diferentes tecidos, secrecdes e fluidos humanos. Nao ¢ incomum que um paciente
em uso de ARV possua carga viral indetectdvel no plasma sanguineo e apresente cargas virais
discordantes no plasma seminal (LIUZZI, et al 2003), contetido vaginal ou saliva. Tal fato
dificulta o estabelecimento de niveis seguros de carga viral que diminuam seu papel na
transmissao heterossexual do HIV (LIUZZI, et al 2003; VERGARA; BARROSO, 2006).

Atualmente a transmissdo heterossexual ¢ a forma de transmissdo mais comum do
HIV. Estao entre as mulheres heterossexuais os maiores indices de transmissdo do HIV na
atualidade (CONH; CLARK, 2003, NUNES et al., 2004).

Do ponto de vista anatomico, as mulheres sdo mais susceptiveis a contaminacao pelo
HIV, por possuirem uma grande superficie de mucosa vaginal que se expde ao sémen
masculino, o qual, por sua vez, contém maiores concentragdes de virus do que o fluido
vaginal (CHIRIBOGA, 1997). Nao apenas o plasma seminal pode entrar em contato com a
mucosa vaginal feminina durante o ato sexual, mas microsangramentos também sdo comuns,
o que eleva ainda mais o risco de transmissdo para esse virus (GUIMARAES; VLAHOV;
CASTILHO, 1997).

O plasma seminal apresenta propriedades que conferem vantagem e sobrevida aos

espermatozodides dentro do hostil trato genital feminino. No entanto, uma grande resposta pro-
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inflamatoria, caracterizada pela presenca abundante de leucocitos ¢ observada no periodo pds-
coito em animais ¢ humanos. Os componentes do plasma seminal que estdo envolvidos na
inicializagdo da reacdo leucocitaria ainda nao siao conhecidos. Durante a relagao
heterossexual, a ejaculacdo masculina deposita milhdes de proteinas pro-inflamatoérias na
mucosa vaginal. Como apenas uma parte dos espermatozodides sera utilizada para a
fertilizacdo, a maioria dos espermatozoides ¢ removida da mucosa genital feminina. As
células de defesa presentes na mucosa vaginal pds-coito sdo principalmente neutrofilos, que
tem como principal fun¢do a fagocitose dos espermatozoides descartados durante a
fertilizagdo (DENISON et al., 1999).

O sémen masculino representa o principal meio para a transmissao do HIV em todo o
mundo. No sémen estdo presentes trés grandes fontes de virus infecciosos: virions livres,
leucécitos infectados e virions associados aos espermatozoides. O HIV presente no plasma
seminal t€ém se mostrado capaz de penetrar através da superficie mucosa vaginal mediada por
células alvos do HIV em especial as células de Langerhans. As células de Langerhans
presentes na mucosa vaginal sdo conhecidas como “cavalo de Troia” por facilitarem a
passagem do HIV pela mucosa vaginal e apresenta-los ao LTCD4" (PIGUET; BLAUVELT,
2002).

A CCL20 ¢ uma potente quimiocina responsavel pela quimioatracdo de células de
Langerhans e, portanto, sua producdo pelas células epiteliais da mucosa vaginal estd
relacionada ao aumento de risco de infeccdo pelo HIV (DE WITTE; NABATOV;
GEIJTENBEEK, 2008). No presente estudo, verificou-se que o plasma seminal de pacientes
soropositivos e soronegativos para o HIV ¢ capaz de estimular a producdo de CCL20 em
cultura de células do epitélio monoestratificado endocervical. O plasma seminal de
participantes soronegativos induziu a produ¢ao de CCL20 em 5,38 £0,91 vezes em relagdo as
células tratadas apenas com meio de cultura (grupo controle) e o plasma seminal de
participantes soropositivos estimulou em 7,57 +3,26 vezes em relag@o as células ndo tratadas.
Portanto, o plasma seminal oriundo de participantes soropositivos para o HIV promoveu uma
maior inducdo na produ¢do de CCL20 pelas células HEC-1A, em comparagdo aos
participantes soronegativos para o HIV. Tal resultado corrobora com os resultados
encontrados por Berlier et al. (2006), que também verificaram maior aumento na producao de
CCL20 em cultura de células do epitélio pluriestratificado vaginal (SiHa) estimuladas com
plasma seminal soropositivo para o HIV. Embora no trabalho de Berlier et al. (2006), devido
ao baixo numero de participantes, ndo foi verificado diferenca estatisticamente significante

entre individuos soropositivos e soronegativos para o HIV. Outro fator que pode ser apontado
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como responsavel pela diferenga entre os dois trabalhos foi o uso das células HEC-1A no
presente estudo. As células HEC-1A sdo células que, quando estimuladas, promovem maior
producdo de CCL20 em comparacdo as cé€lulas do epitélio pluriestratificado da mucosa
genital feminina (células SiHa). A opg¢do pelo uso da linhagem de células HEC-1A nao foi
apenas por serem responsaveis pela maior produ¢do de CCL20, mas, principalmente, por
essas células estarem associadas as regides de maiores riscos para a entrada do HIV pela
mucosa vaginal (zona de transi¢ao e epitélio monoestratificado).

Os resultados aqui apresentados também estdo de acordo com estudos prévios
apontando que o plasma seminal estd envolvido na secrecdo de diversas citocinas pelas
células da mucosa vaginal (NAKAYAMA et al, 2001). Em 2005, Cremel et al. demonstraram
que as células do epitélio pluriestratificado vaginal aumentaram sua secrecao de CCL20 em
resposta ao estimulo pela citocina pro-inflamatoria IL-1B. No presente estudo demonstrou-se
que o plasma seminal proveniente de participantes soronegativos e soropositivos para o HIV
produz efeitos similares sobre as células do epitélio monoestratificado vaginal, sugerindo que
continham componentes capazes de gerar resposta nao especifica sobre as células da mucosa
vaginal, culminando no estimulo da secre¢do de CCL20 por essas células.

Um grande nimero de citocinas presentes no plasma seminal pode estar envolvido
com estimulacdo da producdo de CCL20 pelas células da mucosa genital feminina. A
producao de CCL20 pelas células epiteliais estimuladas com citocinas foi descrita em outros
trabalhos (KASER et al, 2004; NAKAYAMA et al, 2001). Inicialmente a producao de CCL20
foi reportada em tecidos como o figado e pulmio. Estudos subseqiientes estudos
comprovaram que a CCL20 também ¢ normalmente expressada pelas células epiteliais de
tecidos mucosos humanos (NAKAYAMA et al, 2001). Em 2001, Nakayama et al. em estudo
sobre a estimulagdo de queratinocitos humanos com interleucina- 1 alfa (IL-1a) e TNF-a,
verificaram aumento expressivo da producdo de CCL20 e correlacionaram essa estimulagao
como a atracdo de células que expressavam CCR6, dentre elas as células dentriticas imaturas
e c¢lulas T de memoria e efetoras.

Para Kaser et al. (2004), existe o aumento objetivo da expressao de CCL20 em células
provenientes do colon em pacientes com doencas inflamatérias intestinais, dentre elas
pacientes com doenca de Crohn e colite ulcerativa. Ainda nesse trabalho, os autores
verificaram que culturas de células provenientes do c6lon aumentavam a secre¢ao de CCL20
quando estimuladas com a citocina pré-inflamatéria TNF-a.

A producdo de muitos fatores pro-inflamatdrios produzidos por células do trato genital

feminino apds contato com plasma seminal ja foram descritos in vitro e in vivo. Denison et
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al.(1999), investigaram os efeitos do plasma seminal sobre a producdo de citocinas por cultura
de células e verificaram que a prostaglandina presente no plasma seminal pdde induzir a
producdo de citocinas pro e antiinflamatorias pelas células cervicais. Em 2003, Gutsche et al.
também verificaram a influéncia do plasma seminal sobre a expressdao de RNAm de citocinas
em cultura de células do epitélio endometrial e observaram que esse epitélio quando
estimulado secreta citocinas pré-inflamatorias como a IL-1f e interleucina 6 (IL-6).

O estudo dos fatores inflamatoérios produzidos pelas mucosas do trato reprodutor
feminino que estiveram em contato com o plasma seminal ¢ de grande importancia,
principalmente quando relacionado a entrada do HIV, devido a conhecida capacidade do
CCL20 de quimioatrair células dentriticas, dentre elas as células de Langerhans, que sao
conhecidas como o “cavalo de Tréia” do HIV, apresentando-o aos linfocitos TCD4" (DIEU-
NOSJEAN et al, 2000).

A relacdo entre as células epiteliais da mucosa vaginal e o sémen durante a
transmissdo heterossexual deve ser considerada para melhor entendimento dos mecanismos de
infeccdo pelo HIV. Tais achados teriam importantes implicagcdes no desenvolvimento de
abordagens antivirais em mucosa (BERLIER et al, 2006).

No presente estudo, os participantes soropositivos para o HIV apresentaram maiores
concentragdes de Lf em seu plasma seminal do que os participantes soronegativos. Essa
glicoproteina ¢ produzida por leucdcitos polimorfonucleares e glandulas exdcrinas, estando
presente em varios fluidos bioldgicos e superficies mucosas, durante infecgdes microbianas e
doencas auto-imunes. No entanto, os niveis de Lf sdo decrescidos no plasma sanguineo em
pacientes sintomaticos infectados pelo HIV, devido a queda do niimero de neutrofilos
circulantes (DEFER et al., 1995). A Lf ¢ uma glicoproteina importante da imunidade humoral
ndo especifica e possui um conhecido efeito protetor frente a infeccdo pelo HIV
(BERKHOUT, 2005; HARMSEN et al., 1995; KAZMI et al., 2006; NG et al., 2001). Esta
proteina ¢ capaz de reduzir a capacidade das células dendriticas de capturar antigenos, dentre
eles o HIV, devido sua interferéncia com a gp 120 viral e o receptor DC-SIGN (GROOT et
al., 2005). No entanto, se a Lf possui um efeito protetor frente 4 infec¢ao pelo HIV, os
peptideos de clivagem provenientes dessa proteina apresentam atividade pro-inflamatoria
(KOMINE et al., 2005; KOMINE et al., 2007), e, portanto, amostras de plasma seminal com
altas concentracdes de Lf, teoricamente apresentariam maiores concentracdes de seus
produtos de clivagem.

No presente estudo, verificou-se uma grande correlagdo entre a concentracdo de Lf

no plasma seminal e a produ¢do de CCL20 pelas células HEC-1A estimuladas com esses
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plasmas seminais, ou seja, as amostras de plasma seminal que apresentavam maiores
concentragdes de Lf foram as que mais induziram a producao de CCL20 pelas células HEC-
1A. Nao podemos afirmar que a Lf presente no plasma seminal seja a responsavel pela
producdo de CCL20, ja que pode haver fator externo que esteja relacionado ao aumento da
Lf e da producao de CCL20, concomitantemente.

Em estudo anterior, realizado no GIMAP (resultados ndo publicados), o peptideo de
clivagem da lactoferrina (G-12-1) foi capaz de aumentar a secrecdo de CCL20 pelas células
do epitélio pluriestratificado vaginal (SiHa) em uma relagdo dose dependente, ou seja,
quanto maior a concentragdo de G-12-1, maior foi a estimulagdo da secrecdo de CCL20 por
essas células. Vérios esforcos foram despendidos durante o desenvolvimento do presente
trabalho a fim de se dosar as concentragdes do peptideo G-12-1 nos plasmas seminais
utilizados nesse estudo, com o intuito de correlacionar sua concentracao a estimulacao da
producdo de CCL20 pelas células HEC-1A promovida pela estimulagdo com plasmas
seminais. Nao foi obtido éxito em tal dosagem, e, por conseguinte, o presente trabalho
limitou-se a mostrar, utilizando-se Western blot, que os plasmas seminais que mais
estimularam a produgdo de CCL20 apresentavam bandas mais evidenciadas que
representavam o peptideo de clivagem da Lf. Esse resultado ainda ¢ inconclusivo, e,
portanto, novos esfor¢cos sdo necessarios para comprovar a participagdo dos peptideos de
clivagem da lactoferrina, em especial o peptideo G-12-I.

Elaborou-se a hipotese de que os peptideos de clivagem da Lf estivessem
relacionados ao aumento da producdo de CCL20, pois segundo Komine et al. (2007), tais
peptideos apresentam atividades pro-inflamatorias, relacionadas, por exemplo, ao
estadiamento clinico da periodontite. Segundo a literatura médica, citocinas pro-
inflamatérias como o TNF-a (KASER et al, 2004), e a IL-1B (CREMEL et al, 2005) sao
capazes de aumentar a secre¢do da producdo de CCL20 em culturas celulares. A partir de
tais premissas, nossa hipotese foi de que o peptideo de clivagem da Lf estivesse também
associado a tal estimulacdo. O que foi confirmado, de acordo com o estudo do GIMAP onde
se observou o aumento da producao de CCL20 pelas células SiHa estimuladas com o
peptideo G-12-1 (dados ndo publicados).

Outro resultado do presente estudo que converge com a participagdo da Lf e de seus
produtos de clivagem como fatores ativadores do aumento da secrecdo de CCL20 pela
mucosa genital feminina, foram os resultados da cromatografia de afinidade, realizada em
um pool de 12 participantes soronegativos para o HIV. Nesse experimento, realizou-se o

fracionamento protéico de um pool de plasma seminal avaliando as concentra¢des de Lf e
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sua capacidade de induzir a produ¢do de CCL20 pelas células HEC-1A. As amostras do
fracionamento que mais induziram a produ¢do de CCL20 foram aquelas onde se observou
maiores concentragdes de Lf e, consequentemente, de seus produtos de clivagem como
demonstrado através do Western blot.

Achado paralelo ao presente estudo foi a menor concentragdo de proteinas totais no
plasma seminal de participantes soropositivos para o HIV quando comparados aos
participantes soronegativos para o HIV. Nao encontramos estudos que enfatizassem apenas
a concentragdo de proteinas total no plasma seminal. No entanto, Crittenden, Handelsman e
Stewart (1992), em estudo analitico da qualidade do plasma seminal, verificaram que as
amostras seminais de pacientes soropositivos para o HIV apresentavam menor numero de
espermatozdides moveis € menor nimero de células redondas, sendo mais viscosos do que
os sémens de pacientes soronegativos para o HIV. Nesse mesmo trabalho, os autores nao
observaram nenhum efeito deletério do tratamento com AZT sobre o sémen. Em 1994,
Politch et al. em estudo qualitativo do sémen de 166 pacientes soropositivos para o HIV,
verificaram que os pacientes que estavam em estagios iniciais da infec¢dao pelo HIV nao
apresentavam quaisquer mudancas nas caracteristicas do sémen em relacdo aos plasmas
seminais de pacientes soronegativos para o HIV. No entanto, pacientes em estagios
avancados da doenca tiveram significativa redu¢do de espermatozoides, assim como
aumento de suas formas anormais. Nesse mesmo estudo, os pacientes que faziam uso de
AZT e estavam em estagios avangados da doencga, apresentaram resultados compativeis com
a normalidade.

Um fator ainda ndo estudado, que pode apresentar correlagdo com a transmissao
heterossexual do HIV ¢ o efeito da saliva sobre a mucosa genital feminina. Tal estudo se
justifica, pois a saliva estd entre os lubrificantes mais utilizados durante o ato sexual,
principalmente durante a relagdo sexual anal e vaginal (SMITH et al., 1998). Em 2007,
Hassan et al. desenvolveram estudo em 237 mulheres profissionais do sexo e observaram que
18% das participantes faziam uso da saliva como lubrificante durante o ato sexual. Nesse
mesmo trabalho, os autores relataram maior incidéncia de bacterioses vaginais nas
participantes que utilizavam a saliva como lubrificante durante o ato sexual. Infec¢des
bacterianas ou outros tipos de infec¢des na mucosa vaginal podem facilitar a penetracdo do
HIV pela mucosa genital feminina, seja pela maior fragilidade do epitélio infeccionado, seja
pelo aumento da presenca de células de defesa, principalmente leucocitos, que sao células

alvo para esse virus.
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Para Smith et al. (1998), o uso da saliva como lubrificante esteve mais correlacionado
ao ato sexual anal, seguido pelo sexo vaginal e oral. Esse trabalho também relacionou o uso
da saliva como fator de ruptura do preservativo masculino.

Analisando o uso da saliva como lubrificante durante o ato sexual, deslumbrou-se a
possibilidade de estudar os efeitos da saliva sobre a mucosa endocervical (in vitro)
correlacionando este evento ao risco da infecgdo pelo HIV.

A saliva possui algumas proteinas com atividade comprovadamente anti-HIV. Dentre
as proteinas salivares inibidoras do HIV podemos estacar o SLPI (CAMPO et al., 2006) e a Lf
(KAZMI et al., 2006). A saliva possui menos de uma copia viavel de HIV por mililitro, e,
portanto, ¢ um fluido corporeo com infectibilidade para o HIV muito reduzida (MALAMUD
et al., 1997). Embora a cavidade oral possa apresentar sitios cruentos, devido patologias como
a gengivite e a periodontite, poucos trabalhos tém relatado o contdgio pelo HIV por essa via
(CAMPO et al. 2006).

Embora diversos trabalhos tenham estudado as propriedades antivirais da saliva e sua
protecao aos tecidos orais, desconhecemos trabalhos que descrevam sua influéncia sobre a
mucosa genital feminina.

A saliva ¢ rica em proteinas e peptideos pro-inflamatorios como o TNF-a e a IL-1p,
estando essas citocinas presentes principalmente em pacientes que apresentam algum nivel de
inflamacao periodontal como a gengivite ou periodontite (SEXTON et al., 2011). Sabe-se que
a CCL20, ¢ uma citocina com propriedades quimiostaticas para cé¢lulas de defesa como as
células dentriticas e células de Langerhans, que sdo células alvo para a infec¢ao pelo HIV e ¢
secretada em diversas mucosas, dentre elas a mucosa vaginal. Sabe-se também que a
produgdo dessa citocina é aumentada quando a mucosa entra em contato com citocinas pro-
inflamatorias, principalmente as TNF-a (KASER et al, 2004) e IL-18 (CREMEL et al., 2005).
Sendo rica a presenga dessas citocinas na saliva, levantou-se a hipdtese de que as citocinas
presentes nesse fluido pudessem estimular a produgcdo da CCL20 pelas células do epitélio
monoestratificado endocervical. Com o intuito de se verificar esta hipotese, dividiu-se os
participantes em soropositivos e soronegativos para o HIV, subdividido-os de acordo com sua
condicdo periodontal, a fim de se verificar se a saliva dos participantes que apresentavam
algum nivel de inflamagao periodontal (gengivite ou periodontite) foi capaz de promover uma
maior estimulagdo da produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A que aqueles participantes
que apresentavam uma condicao periodontal saudavel.

Em média, a saliva proveniente de participantes soronegativos para o HIV aumentou a

produgdo de CCL20 em 36,14 +£12,22 vezes em relagdo as células ndo tratadas e a saliva
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proveniente de participantes soropositivos aumentou a producdo de CCL20 em 39,46 +14,43
vezes. Embora sem diferenga entre a estimula¢do provocada pelos participantes soronegativos
e soropositivos para o HIV, ambos elevaram muito as taxas de producdo de CCL20 pelas
c¢lulas HEC-1A em relacdo as células ndo tratadas. Assim, pode-se concluir que, in vitro, a
saliva pode estimular a produ¢ao de CCL20 pelas células HEC-1A, independentemente de ser
ou ndo proveniente de participante infectado pelo HIV. Como a CCL20 ¢ uma citocina
responsavel pela quimioatracdo de células dentriticas, dentre elas as células de Langerhans,
sua estimulagdo pode aumentar a concentragdo de células alvo para o HIV, o que facilitaria a
infec¢do pelo HIV.

Nao apenas o HIV presente na saliva teria sua entrada facilitada, mas também a saliva
poderia tornar a mucosa genital feminina um meio mais propicio para a penetragdo do HIV
presente no sangue ou no sémen, que entraria em contato com a mucosa vaginal em uma
posterior relacdo sexual heterossexual. Portanto, a lubrificacdo por meio da saliva, pode atuar
como um facilitador da penetracdo do HIV pela mucosa genital feminina.

Nao se observou diferengas entre as estimulagdes da produgao de CCL20 pelas células
HEC-1A e condicdo periodontal dos participantes. Entre os participantes soronegativos para o
HIV que apresentavam boa saude oral, a estimulagcdo da produ¢do de CCL20 foi de 34,58
+13,6 vezes em relacdo as células ndo tratadas; ja dentre os participantes com gengivite, a
estimulacdo foi 40,06 12,4 vezes e entre os participantes com periodontite, 32,59 £6,6 vezes.
Dentre os participantes soropositivos para o HIV que apresentavam boa condig¢do oral, a
estimulacdo da producdo de CCL20 foi de 42,39 +15,54 vezes e dentre os participantes com
gengivite e periodontite foi de 35,40 + 9,1 e 44,17 +21,24 vezes, respectivamente.

Embora ndo se verificou relagdo entre a condicdo oral e a estimulacdo da produgdo de
CCL20 pelas cé¢lulas HEC-1A, todas as amostras de plasmas salivares elevaram a producao de
CCL20. Portanto, a saliva proveniente de participantes com boa condi¢do oral, onde se
presume uma menor concentracdo de citocinas pro-inflamatorias, foi tdo capaz de estimular a
produgdo de CCL20 quanto a saliva proveniente de participantes com infec¢do oral (gengivite
ou periodontite). Isso leva a hipotese de que a estimulagao de CCL20 pelas células HEC-1A
pode ser verificada em salivas com baixas concentracdes de citocinas pro-inflamatorias ou
essa estimulagdo ndo estd relacionada a presenca de citocina pro-inflamatéria, podendo ser
outro fator, ainda ndo elucidado, o responsavel pelo aumento na secregdo de CCL20 pelas
células HEC-1A.

A saliva total ¢ composta de diversas substancias, produzidas por diferentes glandulas

salivares, restos alimentares, produtos bacterianos e fungicos da flora oral. E pode ser que
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algumas dessas substancias, ndo abrangidas pelo presente estudo, sejam as responsaveis pela
estimulacao da produgdo de CCL20.

A Lf ¢é armazenada em granulos especificos dos granuldcitos e ¢ liberada em situagdes
de quimiotaxia e adesdo desses granulocitos. A Lf tem sido proposta como um importante
marcador de granulécitos (OZEDEMIR et AL., 2009) e também possui papel importante na
inibi¢do da adesdo de bactérias ao biofilme dental (PIERCE; LEGRAND; MAZURIER,
2009).

A Lf é uma proteina que tém como principal fungdo a de quelar ferro do meio onde
esteja presente, fazendo com que a deficiéncia de ferro iniba o crescimento bacteriano. A Lf
também possui uma atividade antiviral contra o HIV (KAZMI et al., 2006), porém, peptideos
de clivagem da Lf apresentam efeitos pro-inflamatdrios, em especial, o peptideo G-12-1. A
fim de verificarmos se a Lf pode ter relagao com a produgao de CCL20 pelas células HEC-1A
estimuladas com saliva, realizou-se a dosagem por ELISA da Lf de todos os plasmas salivares
utilizados no estudo.

A Lf se relacionou a condigdo periodontal dos participantes soronegativos e
soropositivos para o HIV, estando em menores concentragdes naqueles pacientes que
apresentavam condi¢des periodontais saudaveis, € em maiores concentracdes naqueles que
apresentavam inflamagao periodontal, representada pela gengivite ou pela periodontite. No
entanto, ndo se verificou qualquer relagdo entre a concentracdo de Lf e producao de CCL20
pelas células HEC-1A estimuladas com saliva. Despendeu-se muito esforgo para dosar o
peptideo G-12-I na saliva a fim de relacionarmos a concentragao do peptideo de clivagem da
lactoferrina (G-12-I). Metodologicamente tal dosagem nao foi possivel, o que forcou a opgao
pelo estudo utilizando-se o Western blot com as amostras de saliva que mais e que menos
induziram a produg¢ao de CCL20 pelas células HEC-1A. A amostra de saliva que menos
estimulou a secrecdo de CCL20 pelas células HEC-1A, foi responsavel por um aumento dessa
estimulacdo na ordem de 20 vezes em relagdo as células nio tratadas, e, portanto, mesmo que
de forma inconclusiva, todas as amostras apresentaram a presenca do peptideo G-12-I nas
mesmas proporgoes.

Os resultados do presente estudo corroboraram com resultados encontrados por
Ozdemir et al. (2009), em estudo longitudinal em participantes submetidos a um modelo de
gengivite experimental durante 14 dias. Naquele trabalho, verificou-se o aumento da Lf da
secrecdo crevicular gengival, e da Lf no plasma sanguineo durante a fase de gengivite
experimental, voltando ao seu nivel de normalidade quando a higiene oral foi reinstituida,

apds 21 dias. Outros estudos tém indicado que a Lf presente no fluido crevicular esta
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correlacionada a severidade da doenga periodontal e com o aumento do nimero de leucocitos
polimorfonucleares (ADONOGIANAKI; MOUGHAL; KINANE, 1993). Decréscimos dos
niveis da Lf na saliva também foram verificados apds o tratamento periodontal por
Adonogianaki; Moughal e Kinane (1993).

A Lf ndo ¢ sintetizada em tecidos gengivais saudaveis, estando associada a tecidos
inflamados com presenga de células inflamatdrias. A Lf pode ser considerada um excelente
marcador da doenga periodontal, j& que ¢ secretada por neutréfilos em resposta a condi¢ao
inflamatoria (WAKABAYASHI et al, 2010).

A liberdade sexual promovida nas décadas de 60, 70 e 80 aumentou a pratica de sexo
oral (EDWARDS; CARNE, 1998). O estudo da transmissdao do HIV pelo sexo oral ¢ de dificil
execug¢ao, pois, na maioria dos casos os pacientes infectados pelo HIV estiveram em contato
com outras formas de relagdes sexuais, que ndo exclusivamente o sexo oral.

Em 1994, De Vincenzi realizou estudo longitudinal por dois anos, envolvendo 50
casais heterossexuais sorodiscordantes para o HIV, que praticavam sexo vaginal ¢ sexo anal
com uso de preservativo, € que, no entanto, assumiam a pratica de sexo oral de forma
desprotegida. Ao longo desse estudo, nenhuma soroconversao foi relatada.

Trabalho semelhante foi conduzido, em 2002, por Del Romero et al. observando 263
casais sorodiscordantes para HIV durante um periodo de dez anos. Eles praticavam sexo
vaginal e anal com uso de preservativo e praticavam sexo oral sem qualquer protecdo. Nesse
trabalho também nao se observou nenhuma soroconversao. Nos dois trabalhos apresentados, o
sexo oral ndo apresentou risco em relagdo a infeccdo pelo HIV, no entanto, no presente
trabalho ficou demonstrado que a saliva em contato com a mucosa endocervical pode
promover a producdo de CCL20, a qual ¢ responsavel pela quimiotaxia de células de
Langerhans, aumentando assim as chances de transmissao pelo HIV.

O HIV esta presente nas glandulas salivares e saliva, no entanto, existem muitas
controvérsias sobre sua infectibilidade. Teoricamente, o trauma oral, tratamento dentario,
ulceragdo e as condigdes inflamatorias podem aumentar a concentracdo de HIV na saliva
(CAMPO et al, 2006). A presenga de herpes-virus ¢ sabidamente modulatoria para a
replicacdo do HIV e a presenca do Herpes Virus Humano tipo 8 (HHV-8) provoca aumento
significante de HIV in vitro e in vivo (MERCADER; NICKOLOFF; FOREMAN, 2001),
entretanto, sabe-se que a presenca do HIV na saliva ndo ¢ determinante para sua transmissao.
Doengas como a hepatite C e a hepatite B apresentam riscos mais elevados, em relagao a sua
infectibilidade pela saliva do que quando comparado ao HIV (FABRIS et al. 1999, SONIS;
FAZIO; FANG, 1996).
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Desde o inicio da infec¢do pelo HIV ¢ sabido que a saliva apresenta propriedades
inibidoras do HIV (MALAMUD et al., 1997). Anticorpos IgA presentes na saliva agem
diretamente contra as glicoproteinas env do HIV, especificamente na regiao V4 da gp 160
(SKOTT et al, 2002). SLPI, proteina presente em abundancia na saliva, inibe a fusdo do HIV
as células hospedeiras e a deplecdo do SLPI reduz a atividade anti-HIV da saliva (CAMPO et
al, 2000).

Fatores de defesa contra o HIV sdo amplamente conhecidos na saliva, no entanto os
resultados do presente trabalho apontam que a saliva pode criar um meio propicio para a
entrada do HIV no epitélio endocervical, por meio do aumento da concentragdo de CCL20.
Esse meio poderia ser aproveitado pelo HIV presente no plasma seminal, em uma posterior
relagdo heterossexual sem o uso de preservativo ou até mesmo pelo HIV proveniente de
microsangramentos durante esse ato sexual. Outros trabalhos descrevem riscos adicionais ao
uso da saliva como lubrificante sexual. Em 2004, Tomas et al. relataram que a presenca de
peréxido de hidrogénio na mucosa vaginal produzida por microorganismos da familia dos
lactobacilos, que sao microorganismos comumente encontrados na cavidade oral, sdo
responsdveis por um desequilibrio da flora normal da mucosa vaginal. A auséncia de
microorganismos da flora normal é capaz de aumentar os riscos de vaginose e infec¢des
recorrentes no trato urindrio por Escherichia coli, aumentando assim os riscos de infecgdo
pelo HIV.

Em 2006, Campo et al. relataram que o sexo oral ativo oferece maiores riscos de
contdgio do HIV do que o sexo oral passivo, devido a possivel presenca de aftas, erosdes,
ulceras e processos inflamatdrios na cavidade oral. No presente trabalho, por conseqiiéncia,
mostrou que os riscos do sexo oral passivo podem ser maiores do que o acreditado
anteriormente, ja que esse pode tornar a mucosa vaginal mais permissiva & entrada do HIV
presente no sémen ou sangue, por aumentar as concentragdes de células de Langerhans
através do aumento das concentragdes de CCL20.

Nao se verificou qualquer alteragdo sobre a capacidade da cultura de células HEC-1A
secretarem CCL20 apos estimulacdo com o conteudo vaginal, coletado de participantes
soropositivas e soronegativas para o HIV. Provavelmente, tais resultados se devem ao fato de
terem sido selecionadas apenas participantes sem presenca de vaginose, € que, portanto,
apresentavam menores concentracdes de citocinas pro-inflamatorias responsaveis pela
ativagdo da producao de CCL20 pelas células HEC-1A.

Verificou-se também maiores concentragdes de Lf entre os conteudos vaginais de

participantes soropositivas para o HIV. Em 2007, Novak et al. em estudo com pacientes
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soronegativas para o HIV, classificadas como de baixo e de alto risco para a infec¢do para o
HIV, verificaram maiores concentracdes de Lf na secre¢do cervico-vaginal daquelas com
maiores riscos de infeccdo pelo HIV, estando a Lf intimamente relacionada a presenca de
leucocitos na secre¢do cervico-vaginal. Esses autores também relacionaram a concentragao de
Lf com a presenca de vaginose bacteriana. A presenca de maiores concentragdes de Lf no
conteudo vaginais das participantes soropositivas para o HIV, no presente estudo, se deu
exclusivamente pela infeccdo pelo HIV, ja que nenhum outro fator discordante esteve
presente nos grupos estudados.

Estudos tém apontado a vaginose bacteriana como um fator de risco para o HIV
(NOVAK et al., 2007), sugerindo que a atividade antiviral presente na lactoferrina ndo ¢ o
suficiente para combater o risco provocado por ela. O meio vaginal ¢ complexo e qualquer
efeito que a Lf possa ter sobre a transmissdo do HIV deve ser considerado no contexto
multifatorial do processo em estdo envolvidos (NOVAK et al., 2007).

Acreditamos que os resultados do presente estudo contribuiram para melhor
compreensao da entrada pelo HIV pela mucosa genital feminina, especialmente em relagao ao
estudo com plasma seminal, o qual apresentou fatores que contribuiram para o aumento da
produgdo de CCL20 pelas células epiteliais endocervicais. Contribui também para o melhor
entendimento dos riscos do sexo oral passivo e do uso da saliva como lubrificante oral, ja que
a saliva foi responsavel pelo aumento expressivo da produgdo de CCL20 pelas células

epiteliais endocervicais.
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6 CONCLUSOES
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6.1 Quanto ao estudo do plasma seminal:

Os plasmas seminais de participantes soropositivos € soronegativos para o HIV
sao capazes de estimular a producao de CCL20 pelas células HEC-1A;

Os plasmas seminais de participantes soropositivos para o HIV foram
responsaveis por maior estimulagdo da producdo de CCL20 pelas células HEC-1A
quando comparados aos plasmas seminais de participantes soronegativos;

Maiores concentragdes de Lf foram encontradas em plasmas seminais de
participantes soropositivos para o HIV;

Maiores concentracdes de proteinas totais foram observadas em plasmas seminais
de participantes soronegativos para o HIV;

Nao se verificou correlagdo entre proteinas totais dos plasmas seminais e sua
capacidade de estimular a produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A;

Nao se verificou correlagdo entre a carga viral dos plasmas seminais e sua
capacidade de estimular a produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A;
Observou-se correlagdo entre a concentracdo de Lf e a estimulagdo da produgdo
de CCL20 pelas células HEC-1A estimuladas com plasmas seminais de
participantes soropositivos e soronegativos para o HIV; e,

Fragdes de plasmas seminais de participantes soronegativos para o HIV que
apresentaram maiores concentracdo de Lf foram responsaveis pelo aumento na

producdo de CCL20 pelas células HEC-1A.

6.2 Quanto ao estudo da saliva:

Amostras de plasmas salivares de participantes soropositivos e soronegativos para
o HIV foram responsaveis por aumento na estimula¢do da producdo de CCL20
pelas células HEC-1A;

Nao se observou diferencas de producao de CCL20 pelas células HEC-1A
estimuladas com plasma salivar de participante soropositivo ou soronegativo para

o HIV;
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A produgao de CCL20 pelas células HEC-1A estimuladas com plasma salivar nao
se correlacionou a satde periodontal dos participantes;

e A concentracdo de Lf foi maior nos participantes que apresentaram alguma
inflamagdo periodontal (gengivite ou periodontite) quando comparada aos
participantes com uma adequada saude periodontal, tanto nos participantes

soronegativos quanto nos participantes soropositivos para o HIV;

Nao se observou qualquer correlagdo entre a concentragdo de Lf salivar e sua

capacidade de induzir a producao de CCL20 pelas células HEC-1A; e,

Nao se observou diferengas entre as bandas de peptideo G-12-1 presentes na saliva
de participantes soropositivos que mais € que menos induziram a produgdo de

CCL20 pelas células HEC-1A.

6.3 Quanto ao estudo do conteudo vaginal:

e Os contetidos vaginais de participantes soronegativas ou soropositivas para o HIV
ndo estimularam a produgdo de CCL20 pelas células HEC-1A;
e A Lf esteve em maiores concentracdes nas amostras do conteudo vaginal de

participantes soropositivas para o HIV.
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ANEXO A

\ COPIA ‘ U-SP-mBeon- /.-%

weia - ansino - pcsm.lisa 1

Mem. n° 1610/2009
GS-3.3/AES
Ribeirdo Preto, 14 de dezembro de 2009

Ilustrissimo Senhor
ALAN GRUPIONI LOURENCO
Unidade Especial de Tratamento de Doengas Infecciosas - UETDI

Prezado Senhor,

Atendendo solicitagio da Vice-Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do HCRP ¢ FMRP-USP, Dr* Marcia Guimardes Villanova, encaminho a
Vossa Senhoria Parecer n® 876/2009, referente ao Projeto de Pesquisa intitulado
“CAPACIDADE DA LACTOFERRINA E DE SEUS PRODUTOS DE
CLIVAGEM DE MODULAR A INFECCAO PELO HIV-1 NAS SECRECOES
ORAIS E GENITAIS”, de acordo com 0 Processo HCRP n° 4926/2009.

O parecer informa que seu projeto encontra-se APROVADO.

Atenciosamente.

£owq z A
ANTONIA EVANGELISTA DA SILVA
Encarregada do Setor de Comissdes
R.F. n° 8241

Comité de Etica em Pesquisa HC e FMRP-USP - Campus Universitario
Fone (16) 3602-2228 - E-mail : cep@herp..usp.br
Monte Alegre 14048-900 Ribeirao Preto SP
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ANEXO B

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de

Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido dirigido ao participante
voluntario sem infeccao pelo HIV

Convidamos o senhor (a) para participar do nosso estudo sobre componentes salivares e de
outros fluidos corporais frente a infeccao pelo HIV.

Nome do Estudo: Capacidade da lactoferrina e de seus produtos de clivagem de modular a
infeccdo pelo HIV-1 nas secrecdes orais e genitais.

Pesquisador Principal: Alan Grupioni Lourenco.
Outros pesquisadores: Prof®. Dr”. Alcyone Artioli Machado;
Fones de Contato: (16) 39515173; (16) 36022695; (16) 36022625.

ESCLARECIMENTO AO SUJEITO DA PESQUISA

Esse trabalho ira estudar as substancias existentes na saliva (bochecho e cuspe), no fluido
vaginal e no sémen, capazes de defender o organismo contra a infecgdo pelo HIV. O trabalho
tem como pesquisador principal Alan Grupioni Lourengo que pode ser localizado, para o
esclarecimento de qualquer duvida ou assisténcia aos participantes da pesquisa pelos telefones
(16) 36022695 ou (16) 39515173, ou ainda no enderego: Avenida Bandeirantes 3900 —
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - 6° andar. Embora o
estudo seja sobre HIV, necessitamos também da participacdo de voluntarios que ndo sao HIV
positivos, para que no6s possamos comparar as substancias existentes em pacientes com HIV
com aqueles que ndo tenham o HIV, por isso estamos solicitando sua participagdo nessa
pesquisa.

Caso concorde em participar desta pesquisa, o senhor (a) responderd algumas perguntas
sobre suas condi¢des de saude geral e bucal (condigdes dos seus dentes), além de ser
submetido a um exame de boca, no qual serd avaliado a existéncia ou ndo de alguma ferida, e
por fim serd coletado um pouco de saliva Sml (bochecho e cuspe), o equivalente a 1 colher
das de chd. Também sera realizada a coleta de 10 ml de sangue o que equivale a 2 colheres
das de cha. Esse procedimento causa um leve desconforto devido a picada da agulha em seu
brago direito ou esquerdo.

A secre¢do vaginal (se for mulher) serd coletada através de uma escovinha pelo seu
proprio médico ginecologista do Hospital das Clinicas. Esse procedimento ndo lhe causara
grande desconforto, e serd realizado ao mesmo tempo em que o médico realizard seu exame
de rotina, ou seja, a senhora NAO realizara um exame exclusivamente para essa pesquisa.

O sémen (se for homem) serd coletado através de masturbagdo, que deverd ser realizado
SEM o auxilio de lubrificantes ou agua.

O senhor (a) NAO precisara voltar ao hospital para concluir qualquer etapa adicional da
pesquisa, ¢ NAO tera nenhum gasto adicional para participar da pesquisa, pois todas as
amostras serdo coletadas ainda hoje caso o senhor (a) aceite participar da pesquisa e, portanto,
nao prevemos ressarci-lo por gastos decorrentes de sua participacdo da pesquisa.



118

Depois que coletarmos suas amostras, elas serdo congeladas e parte delas serdo enviadas a
Franca para a dosagem de algumas substancias protetoras do HIV, outra parte sera analisada
aqui mesmo na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

Os resultados da pesquisa poderao ser apresentados em congressos, em reunioes médicas e
de dentistas, mas seu nome jamais aparecera. Nos fotografaremos sua boca caso o senhor
(a) apresente alguma ferida na boca, mas seu rosto nao aparecerd, e nao havera seu nome em
qualquer documento que o identifique.

Gostariamos de esclarecer que sua participagdo no estudo ¢ voluntaria e caso o senhor(a)
deseje abandonar o estudo, ndo haverd qualquer tipo de represalia ou constrangimento, bem
como nada mudaré o seu atendimento nesta unidade do hospital.

O senhor (a) continuard sendo atendido pelo seu médico. O senhor (a) ndo serd
identificado, o seu nome nao aparecera.

Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, esse comité tem a fungao verificar se o trabalho ¢
ético, ou seja, se ele ndo levard a nenhum risco de saude, constrangimentos, e ainda assegurar
os direitos dos participantes da pesquisa. Caso o senhor (a) necessite ou queira entrar em
contato com o comité de ética que aprovou essa pesquisa entre em contato pelo telefone: 3602
2228, ou no endereco: Avenida dos Bandeirantes 3900 — Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto - subsolo.

Eu .

Abaixo assinado, tendo sido esclarecido devidamente sobre as condi¢cdes que constam do
documento “ESCLARECIMENTO AO SUJEITO DA PESQUISA” de que trata o projeto
intitulado “CAPACIDADE DA LACTOFERRINA E DOS SEUS PRODUTOS DE
CLIVAGEM DE MODULAR A INFECCAO PELO HIV-1 NAS SECRECOES ORAIS E
GENITAIS” que tem como pesquisador responsavel o Sr. Alan Grupioni Lourengo. Declaro
que tenho pleno conhecimento dos direitos e das condigdes que me foram asseguradas, a
seguir relacionados.

1. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de qualquer
davida a respeito dos procedimentos, riscos, beneficios e de outras situacdes relacionadas com
a pesquisa a que serei submetido.

2. A liberdade de retirar meu consentimento e deixar de participar do estudo, a qualquer
momento, sem que isso traga prejuizo ao meu atendimento nesse hospital.

3. A seguranca de que ndo serei identificado e que serda mantido o carater confidencial da
informagao relacionada a minha privacidade.

4. O compromisso de que sera prestada informagao atualizada durante o estudo, ainda que
esta possa afetar a minha vontade de continuar dele participando.

5. A garantia de assisténcia integral e de indeniza¢do por qualquer dano ou risco a minha
satde em decorréncia da minha participagdo nessa pesquisa.

Esse termo de consentimento foi redigido em DUAS VIAS, sendo que uma via assinada
ficarA com o pesquisador responsavel, E OUTRA VIA ASSINADA FICARA COM O
PARTICIPANTE DA PESQUISA.

Declaro, ainda que concordo inteiramente com as condi¢des que me foram apresentadas e
que, livremente, manifesto a minha vontade em participar do referido projeto.

Ribeirao Preto, de de 20

Assinatura do pesquisador Assinatura do participante
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ANEXO C

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de

Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido dirigido ao participante
voluntario infectado pelo HIV.

Convidamos o senhor (a) para participar do nosso estudo sobre componentes salivares e de
outros fluidos corporais frente a infeccao pelo HIV.

Nome do Estudo: Capacidade da lactoferrina e de seus produtos de clivagem de modular a
infeccdo pelo HIV-1 nas secrecdes orais e genitais.

Pesquisador Principal: Alan Grupioni Lourenco.
Outros pesquisadores: Prof®. Dr”. Alcyone Artioli Machado;
Fones de Contato: (16) 39515173; (16) 36022695; (16) 36022625.

ESCLARECIMENTO AO SUJEITO DA PESQUISA

Esse trabalho ira estudar as substancias existentes na saliva (bochecho e cuspe), no fluido
vaginal e no sémen, capazes de defender o organismo contra a infec¢ao pelo HIV. O trabalho
tem como pesquisador principal Alan Grupioni Lourengco que pode ser localizado, para o
esclarecimento de qualquer duvida ou assisténcia aos participantes da pesquisa pelos telefones
(16) 36022695 ou (16) 39515173, ou ainda no enderego: Avenida Bandeirantes 3900 —
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - 6” andar.

Caso concorde em participar desta pesquisa, o senhor(a) responderd algumas perguntas
sobre suas condi¢des de satde geral e bucal (condi¢des dos seus dentes), além de ser
submetido a um exame de boca, no qual sera avaliado a existéncia ou ndo de alguma ferida, e
por fim serd coletado um pouco de saliva 5ml (bochecho e cuspe), o equivalente a 1 colher
das de chd. Também sera realizada a coleta de 10 ml de sangue o que equivale a 2 colheres
das de cha. Esse procedimento causa um leve desconforto devido a picada da agulha em seu
brago direito ou esquerdo.

A secre¢do vaginal (se for mulher) serd coletada através de uma escovinha pelo seu
proprio médico ginecologista do Hospital das Clinicas. Esse procedimento ndo lhe causara
grande desconforto, e serd realizado ao mesmo tempo que o médico realizard seu exame de
rotina, ou seja, a senhora NAO realizara um exame exclusivamente para essa pesquisa.

O sémen (se for homem) serd coletado através de masturbagdo, que devera ser realizado
SEM o auxilio de lubrificantes ou agua.

O senhor (a) NAO precisara voltar ao hospital para concluir qualquer etapa adicional da
pesquisa, ¢ NAO terd nenhum gasto adicional para participar da pesquisa, pois todas as
amostras serao coletadas ainda hoje caso o senhor (a) aceite participar da pesquisa e portanto,
ndo prevemos ressarci-lo por gastos decorrentes de sua participacdo da pesquisa.

Depois que coletarmos suas amostras, elas serdo congeladas e parte delas serdo enviadas a
Franca para a dosagem de algumas substincias protetoras do HIV, outra parte serd analisada
aqui mesmo na Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto.
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Os resultados da pesquisa poderdo ser apresentados em congressos, em reunides médicas e
de dentistas, mas seu nome jamais aparecera. Nos fotografaremos sua boca caso o senhor
(a) apresente alguma ferida na boca, mas seu rosto ndo aparecera, e ndo havera seu nome em
qualquer documento que o identifique.

Gostariamos de esclarecer que sua participagcdo no estudo ¢ voluntaria e caso o senhor (a)
deseje abandonar o estudo, nao havera qualquer tipo de represalia ou constrangimento, bem
como nada mudard o seu atendimento nesta unidade do hospital.

O senhor (a) continuara sendo atendido pelo seu médico. O senhor (a) ndo sera
identificado, o seu nome nio aparecera.

Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, esse comité tem a fungdo verificar se o trabalho ¢
ético, ou seja, se ele nao levard a nenhum risco de saude, constrangimentos, ¢ ainda assegurar
os direitos dos participantes da pesquisa. Caso o senhor (a) necessite ou queira entrar em
contato com o comité de ética que aprovou essa pesquisa entre em contato pelo telefone: 3602
2228, ou no enderego: Avenida dos Bandeirantes 3900 — Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto - subsolo.

Eu .

Abaixo assinado, tendo sido esclarecido devidamente sobre as condi¢cdes que constam do
documento “ESCLARECIMENTO AO SUJEITO DA PESQUISA” de que trata o projeto
intitulado “CAPACIDADE DA LACTOFERRINA E DOS SEUS PRODUTOS DE
CLIVAGEM DE MODULAR A INFECCAO PELO HIV-1 NAS SECRECOES ORAIS E
GENITAIS” que tem como pesquisador responsavel o Sr. Alan Grupioni Lourengo. Declaro
que tenho pleno conhecimento dos direitos e das condigdes que me foram asseguradas, a
seguir relacionados.

1. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de qualquer
davida a respeito dos procedimentos, riscos, beneficios e de outras situacdes relacionadas com
a pesquisa a que serei submetido.

2. A liberdade de retirar meu consentimento e deixar de participar do estudo, a qualquer
momento, sem que isso traga prejuizo ao meu atendimento nesse hospital.

3. A seguranca de que ndo serei identificado e que serd mantido o carater confidencial da
informagao relacionada a minha privacidade.

4. O compromisso de que sera prestada informagao atualizada durante o estudo, ainda que
esta possa afetar a minha vontade de continuar dele participando.

5. A garantia de assisténcia integral e de indeniza¢do por qualquer dano ou risco a minha
saide em decorréncia da minha participagdo nessa pesquisa.

Esse termo de consentimento foi redigido em DUAS VIAS, sendo que uma via assinada
ficarA com o pesquisador responsivel, E OUTRA VIA ASSINADA FICARA COM O
PARTICIPANTE DA PESQUISA.

Declaro, ainda que concordo inteiramente com as condi¢des que me foram apresentadas e
que, livremente, manifesto a minha vontade em participar do referido projeto.

Ribeirdo Preto, de de 20

Assinatura do pesquisador Assinatura do participante
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ANEXO D
Data do exame:

IDENTIFICACAO. N° do registro:
Nome: Sexo:
Data de nascimento: Idade:
Endereco: n’ Tel.:
Bairro: Cidade:
HISTORIA MEDICA.

1. Estéa sobre tratamento médico: ~~ Sim _ Nao. Ha quanto tempo?

2. Perdeuou __ ganhou peso nos ultimos meses?
3. Tem manchas ou lesdes na pele?  Sim _ Nao.

4. Costuma ter inguas (ganglios infartados) em alguma regido do corpo?  Sim _ Nao.

5. Tem o habito de fumar?  Sim _ Nao. Quantos cigarros/dia?
6. Tem o habito de ingerir bebidas alcoodlicas?  Sim  Nao. Com qual freqiiéncia?
Sobre a AIDS:

7. E soropositivo?  Sim __ Nao. Categoria da Aids:

8. Qual ¢ o tempo de soropositividade? anos.

9. Qual foi o tipo de exposi¢ao a contaminagao?

10 Estd tomando algum medicamento? @~ Sim _ Nao.
Qual

11 Faz uso de antiretrovirais? _ Sim __ Nao. Quais?

12 Teor de LT CD-4" (tltimos 3 meses)
13 Qual a carga viral?
14 Apresenta ou ja apresentou alguma dessas manifestagdes sistémicas:

__ Pneumonia por Pneumocystis carinii =~ Candidiase.

__ Criptococose ___Histoplasmose
__Tuberculose __Micobacteriose atipica
__Doenga periodontal _ Ulceras aftoides
__Infecgdo por Citomegalovirus ___Herpes simples
___Herpes Zoster __ Toxoplasmose

__Estrongiloidiase pulmonar ou disseminada

15. Achados ginecoldgicos:

16. Achados urologicos:

Historia Estomatologica.

17 Costuma ter placas brancas naboca _ Sim _ Nao.

18 Sente sua gengiva irritada?  Sim _ Nao.

19 Sente seus dentes abaulados?  Sim _ Nao

20 Ja realizou algum tipo de tratamento periodontal?  Sim  Nao.
21. Faz controle periddico de placa e tartaro? ~ Sim  Nao.
22.Fazousodo fiodental?  Sim _ Nao

23 Esta satisfeito com sua saude oral? _ Sim _ Nao

24 Teve alguma lesdo na boca a pouco tempo? ~ Sim _ Nao.
25.Fazuso de Protese? = Total ~ PPR  Fixa  Implantes.
26. Existe alguma informagdo importante que nao foi perguntada?

27. Observagoes:
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ABSTRACT

Heterosexual human immunodeficiency virus (HIV) transmission implies the crossing of the
vaginal mucosa by virions present in the semen, potentially using Langerhans cells as
transporters. The recruitment of these cells in the mucosa is mediated by the Chemokine (C-C
motif) ligand 20 (CCL20).

This study was performed in order to analyze the effect of seminal plasma from HIV+ or
HIV- on in vitro production of CCL20 by monostratified endocervical epithelium cells (HEC-
1A) and its relationship with lactoferrin (Lf) concentration and its products of clivage.

HEC 1A cells were incubated with HIV— or HIV+ seminal plasmas. The measurement of
CCL20 production in the supernatants of HEC 1A cells, and of Lf in seminal plasma, was
quantified using ELISA. Western blot analysis was performed to determine the identity of Lf
and its cleavage products. We performed the fraction of seminal plasma proteins by a poll of
HIV- participants. Each fraction was tested to check its ability to stimulate the production of
CCL20 and the concentration of Lf.

We observed a higher stimulation of the production of CCL20 from the HIV+ seminal plasma
samples related to HIV- seminal plasma; CCL20 production by HEC-1A cells correlated with
Lf and its cleavage products; and seminal plasma fractions with higher concentrations of Lf
responsible for the greatest stimulus in the secretion of CCL20 by HEC-1A cells.

We conclude that lactoferrin present in seminal plasma was correlated with increased CCL20
production by HEC-1A cells, and therefore can act as a facilitator for the entry of HIV by

female genital mucosa.

Keywords: HIV/AIDS, sexual transmission, seminal plasma, CCL20, lactoferrina,

endocervical epithelial cells.
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INTRODUCTION

Sexual transmission of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) accounts for
60-90% of new infections, especially in developing countries (UNAIDS, 2009) During male-
to-female transmission, the virus is typically deposited in the vagina as cell-free or cell
associated virions carried by semen (DONCEL; JOSEPH; THURMAN, 2011). In the absence
of breaches in the vaginal mucosa, the mechanisms involved in the crossing of vaginal
epithelium by HIV could involve the recruitment of immune cells that possess migratory
properties, including macrophages, lymphocytes or Langerhans cells (LCs), which can be
considered as the first target cells for this virus (LORE; LARSSON, 2003). Entry may occur
through the vagina, ectocervix, or endocervix. The epithelial architecture is variable in these
regions. The epithelium of the vagina and ectocervix is composed by multi-layered,
pluristratified epithelial cells that do not form a polarized epithelium. In contrast, the
epithelium of the endocervix is a single layer of polarized, columnar epithelial cells with tight
junctions, dividing the epithelium into apical and basolateral domains
(SHEN; RICHTER; SMITH, 2010). These simple mono-layered epithelia provide a lower
degree of protection.

The Chemokine (C-C motif) ligand 20 (CCL20) is secreted by epithelial cells from
numerous tissues such as skin (CHARBONNIER et al., 1999; DIEU-NOSJEAN et al., 2000)
and oral (ABIKO et al., 2003) or vaginal epithelium (CREMEL et al., 2005). CCL20 is an
important immune effector molecule that is chemotactic for immature dendritic cells (DC)
and lymphocytes. (LIAO et al., 1999; SCHUTYSER et al., 2003). DC also likely contribute to
the array of cells potentially involved in HIV entry into the vaginal and ectocervical mucosae.
DC efficiently capture, disseminate, and transmit virus to mononuclear target cells, however,
HIV do not productively infect the DC themselves (SHEN; RICHTER; SMITH, 2010).
CCL20 secretion by human vaginal epithelial cells has been shown to be enhanced in the
presence of semen resulting in chemoattraction of Langerhans cells which are permissive to
HIV infection (BERLIER et al, 2006), but the identification of the compounds involved in
this stimulation is not characterized. One of the potential candidates that could stimulate
CCL20 secretion by female genital epithelial cells is Lactoferrin (Lf). Lf is a glycoprotein of
the transferrin family with molecular mass of 80 kDa and present in large amounts and
various secretions. The Lf is considered an important element of nonspecific humoral

immunity and has a protective effect, particularly against HIV (GROOT et al., 2005; KAZMI
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et al, 2006). If the Lf has a protective effect against infections, including infection by HIV,
studies show that some peptides from the cleavage of this protein by enzyme elastase or
proteinase type III have stronger pro-inflammatory activity in mucous membranes (KOMINE
et al., 2005; KOMINE et al., 2007).

This study was performed in order to analyze the effect of seminal plasma from HIV
seronegative (HIV-) and HIV seropositive (HIV+) participants on CCL20 produced by culture
of monostratified endocervical epithelium (HEC-1A) and to try to correlate such secretion

with Lf concentration.
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MATERIALS AND METHODS

Seminal plasmas samples

Semen samples were collected from HIV+ and HIV- patients. The patients gave their
fully informed written consent. The project was approved by Ethics Committee of Clinical
Hospital, School of Medicine Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Brazil (CH-SMRP-
USP). HIV- men were tested for the presence/absence of other infectious disease. Sperms
were obtained by masturbation into a sterile container and processed within 4 h after
ejaculation. After being diluted 1:2 in phosphate-buffered saline (PBS), seminal plasma was
separated from the cell fraction by centrifugation (800 g, 30 min) and stored at —80°C until
use. Seminal plasma was sent to Groupe Immunité des Muqueuses et Agents Pathogeénes,

Faculté de Médecine J. Lisfranc, Saint Etienne, France for analysis.

Cell culture

HEC-1A cell line was routinely grown in Dulbecco’s minimal essential medium
DMEM-F12 medium (Cambrex BioScience, Verviers, Belgium) supplemented with 10% of
fetal bovine serum (FBS) and antibiotic-antimycotic solution (penicillin-streptomycin-
amphotericin B, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). For stimulation experiments, the cells
were seeded onto 96-well culture plates (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA) at a density of
200 000 cells/well and cultured for 2 days before use.

Measurement of CCL20 secretion by HEC-1A cells

HEC 1A cells were incubated with HIV— or HIV+ seminal plasmas (diluted 1:10 in
culture medium) or recombinant human interleukin IL1-f (25 ng/ml, Peprotech), as positive

control, or treated only with culture medium DMEM-F12, as negative control. The production
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of CCL20 in the supernatants of HEC 1A cells after 17 h (overnight) of treatment was
quantified using ELISA detection kits (Quantikine, R&D systems, Abingdon, UK) according
to the manufacturer’s instructions. Optical densities were measured at 450 nm. Each assay
was performed in duplicate. The results are expressed as the relative CCL20 production

compared to negative control (absence of treatment).

Viral load in seminal plasma

Viral load in seminal plasma samples from HIV+ were perfomed using commercially

available kits. The detection limite was 50 copies/ml.

Measurements of Lf in seminal plasmas samples.

Measurements of Lf in seminal plasma were performed by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). A standard curve was prepared by using different
concentrations of Lf (Lactoferrin from human milk — Sigma Aldrich). Seminal plasma
samples (1:10 in PBS) were distributed in wells (100ul/well), and incubated in at 37°C for 1
hour. Sigma Albumin from Chicken Egg Whites was used for blocking and Lf was detected
with anti-lactoferrin Ab (Rabbit Anti-human lactoferrin-SIGMA L3262) incubated for lhour
at room temperature followed by peroxydase conjugated anti-rabbit antibodies. After several
washes, OPD was used as substrate and Optical densities at 492nm were measured. Each

assay was performed in duplicate.

Measurement of total protein in seminal plasma

The Bradfort technique was used for the measurement of the total protein content in 34
seminal plasma samples. Seminal plasma was diluted 1:75 in PBS and placed 150 pl/well (in

triplicate) where was added 150pul/well Bradfort Reagent (SIGMA). Bovine serum albumine
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(BSA) was used to perform the standard curve. The reading was held on ELISA reader at 590

nm optical density.

Wester Blot

Western blot analysis was performed to determine the identity of lactoferrin and its
cleavage products in six seminal plasma samples. Samples (5pg each) were loaded on a 10%
agarose gel and subjected to electrophoresis. Lf and its cleavage products (the synthetic
peptide G-12-1: GQKDLLFKDSAI) were then transferred from the gel to a nitrocellulose
membrane and probed with rabbit anti-Lf polyclonal (Rabbit anti-human lactoferrin - SIGMA
L.3262) and probed with polyclonal chromatography affinity prurified anti-peptide G-12-1.

Fractionation of seminal plasma HIV-, ion exchange chromatography

Seminal plasmas diluted 1:10 in 50 mM Nacl pH7.4 (Buffer A) was applied onto
column of affinity (Hitrap Q FF; GE Healthcare) equilibrated at room temperature with same
buffer. A discontinuous gradient was used for the elution of seminal plasma proteins by using
same buffer containing 500 mM NaCl (buffer B). Six different concentrations of buffer B
(5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%) were passed through the column at a flow rate of 0.5
ml/min on Pharmacia HPLC AKTA purifier system. The different fractions were evaluated
for their ability to induce CCL20 secretion by HECIA cells as well as for Lf and proteins
content as described above. The fractions that more induced the CCL20 production were
subjected to Western blot analysis to determine the Lf e their cleavage products as described

above.
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Statistical analysis

Graph Pad Prism 5 for Windows ® (InStat, USA) was used, and data was statistically

analyzed with Mann-Whitney test and the Spearman correlation coefficient.
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RESULTS

Seminal plasma promotes the induction of secretion of CCL20 by monostratified

endocervical epithelium cells

The secretion of CCL20 was measured by ELISA in supernatants of HEC-1A cells
incubated with only culture medium DMEM-F12 (negative control) or with Interleukin-1 beta
(IL-1B) (25ng/ml, positive control) or with seminal plasma (diluted 1:10 in DMEM-F12),
after 17 hours of treatment.

The supernatant of untreated HEC-1A cells (control group, 4 experiments) showed a
CCL20 concentration of 72 + 28 pg / ml. IL-1P treatment greatly stimulated this secretion
(750 + 88 pg / ml of CCL20) positive control (p 0.0286). As already described (BERLIER et
al., 2006), seminal plasma increased CCL20 secretion: The CCL20 concentration obtained in
the supernatant of HIV- seminal plasma treated cells was 459 + 91 pg / ml (p 0.0011) (Figure
1-A).

Stimulation of HEC-1A cells was also conducted with 22 seminal plasma samples of
HIV+ participants and 12 samples of HIV- seminal plasma from HIV- participants. The
seminal plasma of HIV- participants stimulated 5.38 = 0.91 times the concentration of CCL20
in relation to its control group (untreated cells), while the seminal plasma of HIV+
participants stimulated 7.57 + 3.26 times the CCL20 production in relation to its control
group. It was possible to observe a greater stimulation of the production of CCL20 from the

seminal plasma samples from HIV+ participants (p 0.022) (Figure 1-B).

Correlation between viral load in seminal plasma and its ability to stimulate the

production of CCL20 on HEC-1A cells.

On performing the HIV-1 viral loads on 22 samples of seminal plasma HIV+, and
comparing the CCL20 production from HEC-1A cell. We found no correlation between HIV
viral load in seminal plasma and the production of CCL20 (r: 0.3352, CI: -0.1138 - 0.6706, p

0.1272). The five seminal plasma viral load detected (> 50 copies / ml) increased the
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production of CCL20 in 10.3 + 4.2 times compared to untreated cells (control group), and the
17 seminal plasma viral load considered undetectable (<50 copies / ml) stimulated the
production of CCL20 in 6.7 £ 2.6 times. The difference on seminal plasma viral load,
although the greater stimulation in the secretion of CCL20 on detected viral load (> 50 copies
/ ml), was not statistically significant when compared with the undectable group (<50 copies /

ml) (p 0.061) (Figure 1C).

CCL20 production by HEC-1A cells is correlated with Lf in seminal plasma.

We studied the correlation between total protein and Lf in seminal plasma and the
CCL20 stimulation of secretion on HEC-1A cells. Total protein and Lf measurements were
performed by ELISA in seminal plasma from 12 HIV- and 22 HIV+ seminal plasma and
correlated with their respective stimuli in the production of CCL20 by HEC-1A cells
supernatant. No correlations was observed between seminal plasma total protein in samples
and their stimulation in the secretion of CCL20 by HEC-1 cells for HIV- (r: -0.1261, CI: -
0.6638 - 0.4975, p 0.6962) or HIV + samples (r: 0, 1666, CI: -0.2867 - 0.5589, p 0.4588) and
their stimulation in the secretion of CCL20 by HEC-1 cells.

In contrast, a positive correlation, considered statistically significant, was observed
between Lf concentration in seminal plasma and CCL20 secretion (r: 0.5557 CI 0.2581 to
0,7570, p 0.0006) (Figure 2). In the case of HIV+ seminal plasma samples, the correlation
was (r: 0.4613, CI: 0.03592 to 0.7452, p 0.030), however, for seronegatives it was considered
not statistically significant, probably due to the smaller number of cases in this group (r:

0.5105, CI: -0.1090 - 0.8444, p 0.089) (Figure 2).

Correlation between CCL20 production by HEC-1A cells and the presence of Lf

degradation products in seminal plasma

We performed a western blot with the three HIV+ seminal plasma samples that were
responsible of the greatest production of CCL20 by HEC-1A cells, and three HIV+ seminal

plasma samples that were less efficient for this CCL20 stimulation.
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Figure 3-A shows that the Lf could be detected in similar amounts in all the samples.
Although inconclusive, the detection of the cleavage peptide G-12-1 seems to be correlated
with the ability of sample to promote CCL20 secretion: The amount of Lf cleavage products
detected by using anti-G-12-I antibodies was greater in samples that were responsible of

higher CCL20 secretion (Figure 3-B).

Seminal plasma fractions with higher concentrations of Lf were responsible for the

greatest stimulus in the secretion of CCL20 by HEC cells.

In order to verify whether Lf and their cleavage products present in seminal plasma
were able to stimulate the production of CCL20 by HEC-1A cells, we performed the
fractionation of seminal plasma proteins by a pull of 12 HIV- participants. Each fraction was
tested to check its ability to stimulate the production of CCL20, the concentration of Lf and
total protein.

As seen in Figure 4-A/B, the stimulation of the CCL20 secretion by HEC-1A cells was
associated with the presence of Lf in the fraction. Once again, the level of CCL20 secretion

dependent on the presence of Lf cleavage products as evidenced in western blot experiment

(Fig. 4-C).
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DISCUSSION

Heterosexual transmission is the most common mode for HIV transmission resulting
in the significant increase of HIV-infected women in recent years (CONH; CLARK, 2003,
NUNES et al., 2004).

Due to anatomical specificity, women are more susceptible to HIV transmission,
because of the larger area in vaginal mucosa which is exposed to the male semen, and because
semen contains higher concentrations of virus than vaginal fluid (CHIRIBOGA, 1997).

Seminal plasma confers a survival advantage to sperm within hostile female genital
tract (DENISON et al., 1999). However, recent studies show that the seminal plasma provides
a set of signaling molecules for vaginal mucosa, which are capable of interact with epithelial
cells in the female reproductive tract, these interactions trigger molecular and cellular changes
that resemble an inflammatory response (ROBERTSON, 2005).

Signaling molecules present in seminal plasma may increase the secretion of
chemokines and cause vascular changes that led to a recruitment and activation of
macrophages, granulocytes and dendritic cells (SHARKEY et al, 2007) among them
Langerhans cells. (BERLIER, et al 2005).

Langerhans cells present in the vaginal mucosa are known as "Trojan horse" for
facilitating the passage of HIV through the vaginal mucosa and present them to CD4 +.
(PIGUET, BLAUVELT, 2002).

The CCL20 is the main chemokine for Langerhans cells recruitment and its
production by epithelial cells could be related to an increased risk of HIV infection. In this
way, Li and cols (2009) demonstrated that the reduction of CCL20 secretion by epithelial
cells treated with glycerol monolaurate, a vaginal microbicide, prevented mucosal SIV
transmission. Such data reinforces the role of CCL20 in HIV contamination process.

In our study, we found that seminal plasma originated from HIV- and HIV+ patients
are able to stimulate the production of CCL20 by HEC-1A. The seminal plasma derived
from HIV+ patients promoted a higher CCL20 induction of CCL20 secretion by HEC-1A
cells compared with HIV- patients, this result confirms those from BERLIER and cols.
(2006) who found a higher increase in production of CCL20 of vaginal epithelial cells
(SiHa) (in vitro) stimulated with HIV+ seminal plasma, however without statistical

significance.
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Sharkey and cols. (2007) also showed that human seminal plasma is capable of
interact with cervical and vaginal tissues inducing the production of proinflammatory
cytokines.

Cremel and cols (2005) demonstrated that vaginal epithelial cells increased their
secretion of CCL20 in response to stimulation by proinflammatory cytokine IL-1f. Our
study showed that seminal plasma from the HIV+ and HIV- participants produces similar
effects on the cells lining the endocervical monoestratified (HEC-1A), suggesting that
seminal plasma contains components able to generate a response, even it a not specific, in
the female genital mucosa, mediated by CCL20 secretion.

A possible candidate for the stimulation of CCL20 by epithelial cells of the female
reproductive tract is Lf. This protein is able to reduce the ability of dendritic cells to capture
antigens, including HIV, because of its interference with the viral gp 120 and DC-SIGN
receptor (GROOT et al., 2005). However, despite this protective effect against HIV, the
peptides from the cleavage of this protein have a high pro-inflammatory activity (KOMINE
et al. 2005; KOMINE et al., 2007).

In our study we found a correlation between the concentration of Lf in seminal
plasma and the production of CCL20 stimulated by HEC-1A. Unfortunately we failed to
demonstrate that the Lf present in seminal plasma was the molecule responsible for the
production of CCL20. Indeed, we could not exclude the fact that another factor could be
responsible of the production of CCL20.

We observed a greater presence of the Lf cleavage peptide (G-12-I) in seminal
plasma samples HIV+ which seems to be associated with a more important CCL20
production by HEC-1A cells, comparing with seminal plasma samples HIV+ that less
promoted the stimulation of CCL20. However, this evidence was not conclusive.

Another finding of our study that confirms the participation of Lf and its cleavage
products as activating factors of increased secretion of CCL20 genital mucosal cells is the
result obtained after of chromatography fractionation performed in a poll of 12 HIV-
participants. In this experiment, we conducted the seminal plasma protein fractionation,
evaluating the concentrations of Lf in each fraction and its ability to induce the production
of CCL20 by HEC-1A cells. The fractions that were the most efficient for CCL20 secretion
stimulation were those containing the highest concentration of Lf and cleavage products
determined by western blot.

All these data argue in favour of a significant role of lactoferrin degradation products

on CCL20 secretion by female genital mucosa. Despite the need of other studies confirming
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the involvement of semen Lf degradation products in CCL20 secretion, the role of these

proteins must be considered for the prevention of HIV heterosexual contamination process.
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Figure 1: CCL20 production by vaginal epithelial cells monoestratified (HEC-1A) stimulated with culture
medium DMEM-F12 (negative control), IL1B (25 ng / ml) (positive control) or seminal plasma (diluted 1:10).
Supernatant HEC-1A cells were evaluated by ELISA. (A) Histogram representing four experiments with
negative control (untreated cells) and positive (IL1B) and experiments using 12 different samples of HIV-
negative participants. (B) CCL20 production induced by seminal plasma HIV- or HIV+. (C) CCL20 production
by HEC-1A cells treated with seminal plasma HIV+ with detectable viral load > 50 copies / ml (n = 5) and with

undetectable viral load <50 copies / ml (n = 17).
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Figure 2: Correlation between Lf and CCL20 production by HEC-1A cells stimulated with seminal plasma. (A).
Lf and CCL20 production of seminal plasma HIV + and HIV-. (B) Lf and CCL20 production stimulated with 22
seminal plasma HIV +. (C) Lf and production CCL20 by HEC 1A cells stimulated with 12 seminal plasma HIV-

(p = 0.08).
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Figure 3: (A) Presence of Lf between the seminal plasma samples of HIV+ who most promoted the stimulation
of CCL20 by HEC-1A cells (+++)and those less stimulated this production (+). (B) the presence of peptide G-
12-1 between the seminal plasma samples of HIV+ who more stimulated the production of CCL20 by HEC-1A

cells (+++) and those less stimulated this production (+).
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fractions (four experiments presented).
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ABSTRACT

Saliva must be considered as an important actor present in sexual intercourse and could
interact with the female genital mucosa. However, there is no data concerning the influence of
this factor on HIV sexual transmission. The aim of this study was to evaluate the role saliva in
the secretion of CCL20 by monostratified endocervical epithelium cells culture (HEC-1A).
CCL20 is a chemokine involved in immune cells recruitment and, in particular, in dendritic
and Langerhans cells attraction. These cells are the primary targets for HIV infection, and can
transport HIV particles through the genital epithelial structure to lymph nodes.

HEC-1A cells were incubated with 56 samples of saliva from HIV— or HIV+ subjects with
different oral conditions (periodontally healthy and gingivitis/periodontitis) or recombinant
human interleukin IL1-f (25 ng/ml, Peprotech), as positive control, or treated
only with culture medium DMEM-F12, as negative control. The production of CCL20 in the
supernatants of HEC-1A cells after 17 h (overnight) of treatment was quantified using ELISA.
Mann Whitney test was used for data analysis.

Saliva were able to stimulate the production of CCL20 by epithelial cells, increasing 38,1
times the secretion of CCL20 compared to untreated cells (control). We did not found
relationship between the production of CCL20 and oral conditions, neither with HIV status.
Saliva must be considered an important factor that could facilitate HIV entry through female
genital mucosa. Its ability to significantly increase CCL20 secretion may be responsible of a

enhanced recruitment of immune cells, first targets for HIV.

Keywords: saliva, HIV/AIDS, sexual transmission, CCL20, endocervical epithelial cells.
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INTRODUCTION

Heterosexual transmission is the most common form of infection by human
immunodeficiency virus (HIV) today. During male-to-female transmission, the virus is
typically deposited in the vagina as cell-free or cell associated virions carried by semen
(DONCEL; JOSEPH; THURMAN, 2011). In the absence of breaches in the vaginal mucosa,
the mechanisms involved in the crossing of vaginal epithelium by HIV could involve the
recruitment of immune cells that possess migratory properties, including macrophages,
lymphocytes or Langerhans cells, which can be considered as the first target cells for this
virus (LORE; LARSSON, 2003).

The Langerhans cells express proteins that can bind to the protein gpl120 of HIV as the
langerin (DE WITTE; NABATOV; GEIJTENBEEK, 2008). The regulation and recruitment
of Langerhans cells is mediated by the chemokine CC motif ligand 20 (CCL20). The CCL20
is implicated in the formation and function of mucosal lymphoid tissue by chemoattraction of
dendritic cells (among them Langerhans cells) and lymphocytes (BABA et al., 1997; DIEU-
NOSJEAN et al., 2000).

This chemokine is expressed basally by mucosal epithelial cells, however, its expression can
be stimulated by factors such as microbial lipopolysaccharide (LPS) and inflammatory
cytokines such as tumor necrosis factor (TNF-a) (SCHUTYSER et al., 2000). Saliva contains
pro-inflammatory proteins, among them TNF-a and IL-1f. Saliva composition may change
depending on oral conditions, and this situation may be an important factor associated with
saliva characteristics (SEXTON et al, 2001).

Studies have been made using seminal plasma (BERLIER et al, 2006), however, little is
known about the involvement of saliva in CCL20 secretion.

Saliva can get in contact with the vaginal mucosa by oral sex, or using this secretion as a
sexual lubricant. It is known that saliva is among the most widely used lubricants during sex
(HASSAN et al., 2007, SMITH et al., 1998). In 2007, Hassan and colleagues conducting a
study on female sex workers found the frequent use of saliva as a sexual lubricant. In this
work, the authors reported a higher incidence of vaginal bacterial diseases in participants who
used saliva as a lubricant during intercourse. Bacterial infections or even other types of
infections in the vaginal mucosa can facilitate the penetration of HIV through the vaginal
mucosa either by the increased fragility of infected epithelium, or the higher presence of

immune cells, mainly leukocytes, which are target cells for HIV.
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Analyzing the use of saliva as a lubricant during sex, dazzled the possibility of studying the
ability of saliva to induce CCL20 production by monostratified endocervical epithelium cells
culture (HEC-1A). This study warns about the risks of using saliva as a sexual lubricant, and
the risks of passive oral sex. The increase CCL20 production by cells of the vaginal mucosa,
which makes them more susceptible to HIV entry, because the recruitment of Langerhans
cells in the vaginal mucosa (CREMEL et al, 2005), which could be infected with HIV present

in male semen, or micro-bleeding in a heterosexual intercourse.
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MATERIALS AND METHODS

Study Population

The study was performed at the Clinical Hospital of the Scholl of Medicine of Ribeirdao Preto,
University of Sdo Paulo, Brazil (CH-SMRP-USP) between april 2009 and December 2010. It
was reviewed and approved by Ethics Committee of CH-SMRP-USP. The study and consent
form were explained to all subjects by the investigator. A medical history and clinical
examination were taken of subjects who signed the consent statement. The study population
was 23 females and 34 males, with age 21 to 52 years and presented a minimum of 19 natural
teeth and had received no periodontal treatment, or anbiotic therapy for medical or dental
reasons 3 months prior to the investigation.

A total of 57 subjects was divided in four groups: 1. Group A: subjects without HIV infection
(HIV-) and periodontally healthy (n = 11); 2. Group B: HIV- subjects and clinically
diagnosed with gingivitis/periodontitis (n=12). Group C: subjects with HIV infection (HIV+)
and periodontally healthy (n=11). 4. Group D: HIV+ subjects and clinically diagnosed with
gingivitis/periodontitis (n=24).

Clinical Measures

All teeth except third molars were assessed for periodontal clinical measures. Clinical
parameters, including probing depth (PD), clinical attachment level, and bleeding on probing
(BOP), were measured at six sites per tooth.

Subjects from periodontally healthy exhibited < 3mm of attachement loss, no periodontal
probing depth (PD) > 4mm, no signs of periodontal breakdown, and bleeding on probing
(BOP) < 20%. The subjects from gingivitis exhibited < 3mm of attachement loss, PD < 4mm,
no signs of periodontal breakdown, and BOP > 20%. Periodontitis subjects exhibited at least
four sites with attachment loss > 3 mm, and at least four sites with PD>4 mm (RAMSEIER et
al., 2009).
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Saliva Sample Collection

Non-stimulated whole expectorated saliva was collected, approximately 5 ml, drooling into
sterile plastic tubes according to the method descrited by Navazesh, in 1993. Subjects were
refrained from eating, drinking, and oral hygiene for 1 hour prior to saliva collection. Saliva
samples were placed on ice immediately and aliquoted. Saliva samples were centrifuged
(800g, 30 min) and stored at —80°C until use. Saliva samples was sent to Groupe Immunité
des Muqueuses et Agents Pathogeénes, Faculté¢ de Médecine J. Lisfranc, Saint Etienne, France

for analysis.

Cell culture

HEC-1A cell line was routinely grown in Dulbecco’s minimal essential medium DMEM-F12
medium (Cambrex BioScience, Verviers, Belgium) supplemented with 10% of fetal bovine
serum (FBS) and antibiotic-antimycotic solution (penicillin-streptomycin-amphotericin B,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). For stimulation experiments, the cells were seeded onto
96-well culture plates (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA) at a density of 200 000

cells/well and cultured for 2 days before use.

Measurement of CCL20 secretion by HEC-1A cells

HEC-1A cells were incubated with saliva from HIV— or HIV+ subjects with different oral
conditions (Group A, B, C and D) (diluted 1:10 in culture medium) or recombinant human
interleukin IL1-B (25 ng/ml, Peprotech), as positive control, or treated only with culture
medium DMEM-F12, as negative control. The production of CCL20 in the supernatants of
HEC-1A cells after 17 h (overnight) of treatment was quantified using ELISA detection kits
(Quantikine, R&D systems, Abingdon, UK) according to the manufacturer’s instructions.

Optical densities were measured at 450 nm. Each assay was performed in duplicate.
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The results are expressed as the relative CCL20 production compared to negative control

(treated only with culture medium).

Statistical analysis

Graph Pad Prism 5 for Windows ® (InStat, USA) was used, and data was statistically
analyzed with Mann-Whitney test.



149

RESULTS

Fifty-seven patients ranging in age from 21 to 52 years were evaluated for periodontal
parameters, HIV infection and saliva’s ability to stimulate the production of CCL20 by HEC-
1A cells. Demografic data, clinical parameters are summarized in Table 1. The mean ages of
the group A, B, C and D were similar. The ratio between men and woman, smokers also
similar between the groups A, B, C and D. The average number of remaining teeth was
approximately 26 teeth based on the entry criteria of a minimum of the 19 teeth. Patients with
gingivitis/periodontitis (group B and D) showed higher prevalence of BOP and PD>4 than
when compared to periodontally healthy subjects (Group A and C) (p<0.001).

Saliva promotes the induction of secretion of CCL20 by HEC-1A cells

The secretion of CCL20 was measured by ELISA in supernatants of HEC-1A cells incubated
with only culture medium DMEM-F12 (negative control) or with IL-1B (25ng/ml in DMEM-
F12, positive control) or with saliva the 23 HIV- subjects (diluted 1:10 in DMEM-F12), after
17 hours of treatment. The supernatant of untreated HEC-1A cells (control group, 6
experiments total) showed a CCL20 concentration of 27,7 £ 4,5 pg / ml (observe the
increased concentration on cells stimulated with IL-1p and saliva samples). IL1B-treated cells
showed a concentration of 1169 + 129 pg / ml of CCL20 (positive control) (p < 0.001), and
HEC-1A cells stimulated with 23 saliva samples from HIV- subjects showed an average

CCL20 concentration of 1015 + 378 pg / ml (p<0.001) (Figure 1-A).

Saliva promotes the induction of CCL20 secretion by HEC-1A cells independently of
HIV seropositivity of the participants.

We conducted a study of stimulation of HEC-1A cells with 23 saliva samples of HIV-
participants and 34 saliva samples from HIV+ participants. The saliva of HIV- participants

stimulated 36,1 + 12,2 times the concentration of CCL20 in relation to its control group
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(untreated cells), while the saliva of HIV+ participants stimulated 39,5 + 14,4 times the
CCL20 production in relation to its control group. It was possible to observe a greater
stimulation of the production of CCL20 from the salivary plasma samples from participants'

HIV+ and HIV -, however no statistical differences between them could be measured (p=

0.9287) (Figure 1-B).

Saliva promotes the induction of CCL20 secretion by HEC-1A cells independently oral

conditions of the participants.

Among the groups in HIV- and HIV+, we check if local factors represented by the oral
condition, participants were determinant in the production of CCL20 by HEC-1A cells
stimulated with saliva. For this purpose we divided the participants into groups A, B, C and D
as described in Materials and Methods.

Between the HIV- participants not verify differences between periodontal status and
stimulation of CCL20 production by HEC-1A cells (group A and B) (p = 0.7399). The saliva
from group A stimulated the secretion of CCL20 in 34.58 + 13.67 times compared to control
(untreated cells), whereas the one from group B stimulated the secretion of CCL20 in 37.57 +
11.15 times compared to the group control (untreated cells) (p = 0.7399).

Results were similar between the HIV+ participants (p = 0.4615): Saliva from group C (n =
11) stimulated the secretion of CCL20 in 42.39 + 15.54 times, and saliva from group D in 38,

07 + 14.01 times compared to control (untreated cells) (Figure 2).
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DISCUSSION

Langerhans cells present in the vaginal mucosa are known as "Trojan horse" for facilitating
the passage of HIV through the vaginal mucosa and present them to Lymphocyte T CD4".
(PIGUET, BLAUVELT, 2002). The CCL20 is a potent chemokine for Langerhans cells
recruitment and its production by epithelial cells is related to an increased risk of HIV
infection (CREMEL et al., 2005, BERLIER et al., 2006).

Kaser and cols. (2004) found that cell cultures from colon increased the secretion of CCL20
when stimulated with the proinflammatory cytokine TNF-a. Cremel and cols. (2005)
demonstrated that vaginal epithelial cells increased their secretion of CCL20 in response to
stimulation by proinflammatory cytokine IL-1P. Saliva contains pro-inflammatory proteins,
among them TNF-a and IL-1p. These cytokines are in higher concentrations in patients with
some degree of periodontal inflammation (SEXTON et al., 2011). As the presence of these
cytokines is abundant in saliva, we hypothesized that the cytokines present in saliva could
stimulate the production of CCL20 by HEC-1A. In order to verify this hypothesis we divided
the participants into seropositive and seronegative for HIV, and subdivided these groups into
subgroups according to their periodontal condition, and stimulate cell cultures HEC-1A with
the saliva of all participants.

Although no difference between the production of CCL20 by HEC-1A cells stimulated with
saliva of HIV- and HIV+ participants in different oral conditions (group A, B, C and D), all
saliva samples were responsible for a significant increase in the production of CCL20 by
HEC-1A cells. As there was no relationship between oral conditions of the participants and
stimulating the production of CCL20 cells HEC-1A, we hypothesized that the concentrations
of proinflammatory cytokines in periodontally healthy participants was sufficient to increase
the production of CCL20 by HEC-1A cells, or saliva can introduce another factor responsible
for increase in the secretion of CCL20 cells HEC-1A.

As the CCL20 is a cytokine responsible for chemoattraction of dendritic cells, among them
Langerhans cells, their stimulation can increase the concentration of target cells for HIV,
which would facilitate the infection by HIV.

Not only HIV present in saliva would facilited its entrance, but also the saliva, use as
lubrificant, could prepare a more prone environment for entry of HIV present in blood or

semen infection in a posterior heterosexual intercourse.
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Sexual freedom promoted in the 60s, 70 and 80 increased the oral sex practice (EDWARDS,
MEAT, 1998). The study of HIV transmission through oral sex is difficult to execute, because
in most cases, the HIV-infected patients were in contact with other forms of sexual relations,
not exclusively oral sex.

De Vincenzi, in 1994, conducted a longitudinal study for two years, with 50 heterosexual
couples with discordant HIV serology, who practiced vaginal and anal sex with condom use,
however, assumed that practiced oral sex in an unprotected form. Over the course the two
years of study, none seroconversion was reported. Similar work was conducted in 2002 by
Del Romero and cols. who conducted a longitudinal study for ten years, observing 263
couples discordant for the HIV serology, who practiced vaginal and anal sex with condom
use, and practiced oral sex without any protection. In this study, also there was any
seroconversion. In these two studies, oral sex does not present risks in relation to HIV
infection, However we have shown that the saliva in contact with the female genital mucosa
can promote production of CCL20 and could be responsible for chemotaxis of Langerhans
cells, increasing therefore the risks of HIV transmission, which probably is prevented by safe
sexual intercourse by using condoms.

Other studies describe additional risks to the use of saliva as a sexual lubricant. Thomas and
cols. in 2004 reported that the presence of hydrogen peroxide in the vaginal mucosa produced
by microorganisms of the family of lactobacilli, which are commonly found in the oral cavity,
are responsible for an imbalance of normal flora of the vaginal mucosa. The alteration of the
normal flora can increase the risk of bacterial vaginosis and development recurrent infections
in the urinary tract by Escherichia coli, thereby increasing the risk of HIV infection.

Campo and cols. in 2006, reported that active oral sex provides a higher risk of transmission
of HIV than passive oral sex, due to possible presence of aphthae, erosions, ulcers and
inflammation in the oral cavity. In contrast, our study showed that the risks of passive oral sex
may be greater than previously believed, already that this may make the vaginal mucosa more
permissive to the entrance of HIV present in semen or blood, by increasing concentrations of
Langerhans cells and increasing concentrations of CCL20 secreted by vaginal epithelial cells.
We conclude that saliva may stimulate the production of CCL20 by monostratified
endocervical epithelium, alerting for the risks of passive oral sex and the use of saliva as a

sexual lubricant.
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Table 1. Patient demographics and clinical parameters stratified by level of disease.

Group A Group B Group C Grupo D p value p value
HIV- HIV- HIV+ HIV+ Comparing Comparing
healthy  Gingivitis/Periodontitis  healthy  Gingivitis/periodontitis A versusB Cversus D
Subjects (n) 11 12 11 23
Males (%) 45 58 55 70 0,54 0,39
Females (%) 55 42 45 30 0,54 0,39
Smokers (%) 9 25 9 25 0,31 0,27
Mean number of teeth 26 27 27 25 0,48 0,18
Mean age (years) 36 34 35 39 0,97 0,07
Sites with BOP (%) 10 36 8 30 >0,001 >0,001
gingivitis (n) NA 8 NA 17
Periodontitis 4
Sites witn PD>4 (%) NA 7 NA 5
* *
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Figure 1: CCL20 production by genital epithelial cells (HEC-1A) stimulated with culture medium DMEM-F12
(negative control), IL1B (25 ng / ml) (positive control) or saliva (diluted 1:10). (A) Histogram representing six
experiments with negative control (untreated cells), six experiments with positive control (IL1B) and
experiments using 23 different saliva samples from HIV- participants. * Statistical significance compared to
group control (p<0.001) (B) CCL20 production induced by saliva from HIV- participants (n=23) and HIV+
participants (n=34) (p= 0.9287).

CCL20 index: Stimulation of CCL20 related to non-treated HEC-1A cells (control group).
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Figure 2. CCL20 production by HEC-1A cells treated with saliva from HIV- and HIV+ participants. A: subjects
without HIV infection (HIV-) and periodontally healthy (n = 11). B: subjects HIV- and clinically diagnosed
with gingivitis/periodontitis (n=12). C: subjects with HIV infection (HIV+) and periodontally healthy (n=11). D:
subjects with HIV infection and clinically diagnosed with gingivitis/periodontitis (n=24). a: Mann Whitney test
(p=0,7399) b: Mann Whitney test (p=0,4615).

CCL20 index: Stimulation of CCL20 related to non-treated HEC-1A cells (control group).
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