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RESUMO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) é consequéncia de uma infeccéo
causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), que leva a destruicdo
progressiva das células T CD4+. O atual tratamento antirretroviral (ART) objetiva
suprimir a replicacao viral, impedindo a progresséo da doencga e mortes relacionadas
a AIDS. Apesar da eficiéncia da terapia anti-HIV, alguns individuos apresentam
recuperacdo deficiente de células T CD4+, mesmo com a supressdo viral,
caracterizando a falha imunoldgica. Existem diversos fatores que podem levar a falha
imunoldgica, principalmente relacionados a producdo e proliferacdo de linfoécitos T
CD4+. Com isso, 0 presente estudo se propos a (1) investigar a influéncia de
polimorfismos nos genes IL2 e IL2R com a recupera¢do imunoldgica em pacientes
HIV-positivos sob ART e (2) analisar a producdo dos linfécitos T CD4+ nesses
individuos. 248 pacientes (107 homens e 141 mulheres) em tratamento com carga
viral suprimida (<50c6pias/mL) foram recrutados, 122 incluidos no grupo caso (falha
imunologica) e 126 no grupo controle (sucesso imunoldgico). Foi realizado o
isolamento de células mononucleadas do sangue periférico (PBMCs), para
imunofenotipagem, e extracdo de DNA seguida de genotipagem dos polimorfismos
rs2069762 e rs2069763 (IL2); rs7072793, rs3118470 e rs706778 (IL2Ra). Dados
sociodemogréficos e clinicos foram obtidos dos prontudrios médicos. O sexo
masculino e contagem baixa de células T CD4+ pré-tratamento (<500cels/pL) foram
estatisticamente associados com o risco de falha imunolégica (p=0,03 e p=0,01,;
respectivamente). Além disso, foi observada uma tendéncia estatisticamente
significativa entre a contagem de células T CD4+ e a falha imunoldgica (X?=21,14;
p<0,001). Comparados com o grupo controle, os individuos do grupo caso
apresentaram menor  porcentagem de linfécitos T  CD4+  naive
(CD4+/CD45RA+CD62L+) (p=0,044) e de células T CD4+ recém emigradas do timo
(CD4+CD31+) (p<0,001), evidenciando uma maior produgdo timica nos pacientes do
grupo controle. Essas variaveis mostraram-se afetar a produgéo e proliferacdo das
células T CD4+, influenciando assim, na resposta imune dos individuos HIV-positivos
em ART.

Palavras-chave: Falha imunolégica. Producao timica. HIV-1. AIDS.



ABSTRACT

Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS) is consequence of an infection by the
Human Immunodeficiency Virus (HIV), which progressively destroys CD4+ T cells. The
current antiretroviral therapy (ART) aims at suppressing the viral replication, preventing
the disease progression and AIDS-related deaths. Despite the efficiency of anti-HIV
therapy, some patients present impaired CD4+ T-cells recovery, even with the viral
suppression, characterizing the immunological failure. There are several factors
involved in immunological failure, mainly related to CD4+ T-cells production and
proliferation. Thus, the present study aims (1) to investigate the influence of IL2 and
IL2Ra polymorphisms on immune recovery in HIV-positive patients under ART and (2)
to assess the CD4+ T lymphocytes production in these individuals. 248 HIV-patients
(107 males and 141 females) at treatment that showed complete viral suppression
(<50copies/mL) were enrolled, being 122 included in case group (immunological
failure) and 126 in control group (immunological success). Peripheral blood
mononuclear cell (PBMC) isolation for immunophenotype, and DNA extraction
followed by genotyping of rs2069762 and rs2069763 (IL2); and rs7072793, rs3118470
and rs706778 (IL2Ra) polymorphisms were performed. Sociodemographic and clinical
data were evaluated from medical records. Male sex and low pre-treatment CD4+ T-
cell count (<500cells/uL) were statistically associated with risk of immunological failure
(p=0.03 and p=0.01; respectively). Furthermore, we observed a statistically significant
trend between CD4+ T-cell count and immunological failure (X?=21.14; p<0.001).
Comparing with the control group, individuals in the case group showed smaller
percentage of naive CD4+ T-cell (CD4+/CD45RA+CD62L+) (p=0.044) and recent
thymic immigrants CD4+ T-cell (CD4+CD31+) (p<0.001), demonstrating a higher
thymic production in the individuals of control group. These variables could affect the
CD4 T-cells production and proliferation influencing the immune response of HIV-

infected individuals receiving ART.

Key-words: Immunological failure. Thymic production. HIV-1. AIDS.
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1 INTRODUCAO

Desde a identificacdo da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) em
1981 e a descoberta do seu agente causador, o Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV) em 1983, estima-se que existam aproximadamente 37 milhdes de pessoas
infectadas pelo virus ao redor do mundo. Essa doenca é caracterizada pela destruicdo
progressiva das células T CD4+, ocasionando nos individuos um quadro severo de
deficiéncia imune e tornando-o0s mais susceptiveis a doencgas oportunistas e morte.

Com o crescente numero de pessoas vivendo com HIV/AIDS, que se tornou um
problema mundial de salde, houve intensa pesquisa da comunidade cientifica
mundial para a descoberta de antirretrovirais. A terapia anti-HIV consiste em combater
a replicacdo viral por meio de drogas antirretrovirais usadas em combinacoes,
constituindo a Terapia Antirretroviral (ART, na sigla em inglés). Apesar do tratamento
ter se mostrado eficiente, aproximadamente 30% dos individuos que iniciam ART
apresentam deficiéncia na recuperacao de células T CD4+, mesmo com a supressao
viral a niveis indetectaveis, o que caracteriza a falha imunoldgica a terapia anti-HIV.

A recuperacao deficiente de linfocitos T CD4+ pode ser determinada por dois
principais mecanismos: produc¢éo insuficiente ou destruicdo excessiva das células T
CD4+. Sendo a producao timica dos linfécitos T CD4+ um fator determinante para
recuperacdo imunoldgica dos pacientes HIV-positivos em ART. Além disso, existem
outros diversos fatores que podem levar a falha imunolégica, dentre eles, alteracdes
genéticas, especialmente em genes codificadores de citocinas e seus receptores
envolvidos nas respostas imune, como a interleucina-2 e seu receptor IL-2Ra (CD25).
Por estimular o crescimento, proliferacédo, sobrevivéncia e diferenciacao dos linfécitos
T, a interleucina-2 e seu receptor CD25 desempenham importantes funcdes nas
respostas imunoldgicas a patdgenos, além de estimularem a ativacdo do sistema

imune adaptativo do organismo.
1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a associacdo de polimorfismos nos genes IL2 e IL2Ra com a
recuperacdo imunologica em pacientes HIV-positivos submetidos a terapia

antirretroviral e analisar a producéo dos linfocitos T CD4 nesses individuos.
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1.1.2 Objetivos Especificos

Analisar as variaveis sociodemograficas e clinicas e suas influéncias com a
recuperacgdo imunoldgica dos pacientes HIV-positivos em terapia antirretroviral;
Verificar a associacdo entre as frequéncias alélicas e genotipicas dos
polimorfismos nos genes IL2 e IL2Ra obtidas com a reconstituicdo imunoldgica
em pacientes HIV-positivos em ART,;

Investigar a formag&o de haplotipos entre os polimorfismos do gene IL2 e do
gene IL2Ra e suas possiveis associacfes com a falha imunolégica;

Analisar fenotipicamente a producédo dos linfécitos T CD4 por citometria de

fluxo, verificando a possivel associacdo com a falha imunoldégica.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (AIDS)
2.1.1 Historico

No inicio da epidemia, comeco da década de 80, ndo se sabia como as pessoas
teriam adquirido HIV ou desenvolvido AIDS. O virus ainda era desconhecido e a
transmissdo ndo era acompanhada por sinais ou sintomas perceptiveis. Porém, o
virus ja tinha se espalhado por todo territério mundial e milhares de pessoas ja haviam
sido infectadas. Nesse periodo, os primeiros casos teriam ocorrido no Brasil (MANN;
CHIN, 1988).

Em 1981, surgiram alguns casos de uma rara infec¢do pulmonar causada por
um fungo chamado Pneumocystis carinii, que acometeu cinco jovens homens
homossexuais, previamente saudaveis, em Los Angeles. No mesmo ano, foram
reportados casos da mesma infec¢do pulmonar em usuarios de drogas injetaveis, mas
que nao apresentavam histérico de sexo homossexual. Desde entéo, foram surgindo
casos de infeccBes oportunistas em individuos homossexuais, usuarios de drogas
injetaveis, hemofilicos e profissionais do sexo. Essas infeccfes indicavam uma
deficiéncia do sistema imune dessas pessoas. Com esses acontecimentos, foi
sugerida a hipétese que o agente causador, até entdo desconhecido, era transmitido
por contato sexual, sangue ou materiais contaminados por fluidos corporais (CDC,
1981; HYMES, 1981; MASUR, 1981).

No final de 1982, o Center for Disease Control (CDC) dos Estados Unidos
nomeou essa nova doenca de Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS, sigla
em inglés), e a partir de entdo a comunidade cientifica voltou suas pesquisas para
elucidar as muitas davidas sobre a doenca. Enquanto isso, 0 niumero de casos de
AIDS no mundo ja chegava a 1200, e o CDC publicava que a AIDS era de fato
transmissivel por um agente infeccioso (ainda desconhecido) que debilitava o sistema
imune lentamente, e, portanto, s6 apdés algum tempo no organismo, o individuo
desenvolvia a AIDS (CDC, 1982, 1983).

O agente causador da AIDS, o virus da imunodeficiéncia humana (HIV, sigla
em inglés) so veio ser descrito em meados de 1983, quando foi primeiramente isolado

a partir de células linfocitarias de pacientes com quadro de deficiéncia na resposta
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imune e apresentando doencas oportunistas severas, principais sintomas da AIDS
(BARRE-SINOUSSI et al., 1983; GALLO et al., 1983).

Estudos evidenciaram um tipo de chimpanzé da Africa Central como sendo a
fonte da infeccdo do HIV em humanos. Acredita-se que o virus que infecta os
chimpanzés, chamado de virus da imunodeficiéncia simia (SIV), foi provavelmente
transmitido para humanos por meio de contato de fluidos do chimpanzé com sangue
humano durante processos de caca, captura e tratamento da carne desses primatas.
Dessa forma, O SIV sofreu mutacdes, gerando novas linhagens do virus por meio de
selecédo natural, passando a infectar humanos com mais eficiéncia e sendo nomeado
assim como HIV. Estudos mostram que isso possa ter acontecido do final do século
XIX para o inicio do século XX, e com o passar das décadas o virus lentamente se
espalhou por toda a Africa e mais tarde para outras partes do mundo (HEMELAAR,
2012; SHARP; HAHN, 2011).

2.1.2 Epidemiologia

A infeccéo pelo HIV, ao longo dos anos, tornou-se uma pandemia, e continua
sendo um grave problema de saude publica mundial. Estima-se que existam
aproximadamente 37 milhdes de pessoas vivendo com o HIV ao redor do mundo
(Figura 1), e cerca de 35 milhdes j& morreram por causas relacionadas a AIDS desde
gue a epidemia comecou. De acordo com o relatério anual do Programa das Nacdes
Unidas para HIV/AIDS (UNAIDS), 1,8 milhdes de novas infecces e um milhdo de
Obitos foram registrados em 2016 no mundo todo (UNAIDS, 2017a; WHO, 2017a).

Desse total de pessoas infectadas pelo HIV, 1,8 milh6es vivem na América
Latina. Com aproximadamente 880 mil casos, o Brasil abriga quase metade dos
individuos latino-americanos infectados com HIV, sendo registrados desde o inicio da
epidemia cerca de 575 mil (65%) casos de AIDS em homens e 305 mil (35%) em
mulheres. Além disso, ja foram identificados no Brasil mais de 300 mil 6bitos tendo
como causa basica a AIDS. Em relacéo as regides do pais, Sudeste (52,3%) e Sul
(20,1%) possuem a maior proporcao de casos registrados do que as regides Nordeste
(15,5%), Norte (6,1%) e Centro-Oeste (6,0%) conforme mostra a Tabela 1
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017; UNAIDS, 2017a; WHO, 2017a).
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Figura 1 — Estimativa mundial de pessoas vivendo com HIV. Atualmente cerca de 37 milhes de
adultos e criancgas estdo infectadas com o virus. A prevaléncia do HIV continua sendo mais alta nos
paises da Africa Oriental e Meridional, com mais de 25 milhes dos habitantes infectados (quase 70%
do total mundial de pessoas HIV-positivas).
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Fonte: Adaptado de WHO (2017).

Entre os estados nordestinos, Pernambuco possui 0 maior nimero de casos de
AIDS registrados (31.955 casos), representando 23,4% do total. A cidade do Recife €
a 82 capital brasileira com a maior taxa de deteccdo de casos de AIDS, com 36,7
individuos infectados pelo HIV por cada 100 mil habitantes em 2016 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

Tabela 1 — Varidveis epidemiol6gicas de HIV/AIDS no Brasil e suas respectivas regiées desde 1980 a
2017.

. Centro- )
Indicadores Norte  Nordeste Sudeste Sul Brasil
Oeste
Casos Notificados 54,190 136.290 461.988 177.327 53.006 882.801
Proporcao dos casos (%) 6,1 15,5 52,3 20,1 6,0 100
Obitos 14.749 41.065 188.340 55.681 16.250 316.085

Fonte: Ministério da Saude (2017).
2.2 VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA TIPO 1 (HIV-1)
2.2.1 Caracteristicas gerais

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é um lentivirus pertencente a familia
Retroviridae, responsavel por causar uma infec¢cdo cronica no hospedeiro que
gradualmente prejudica o sistema imune do mesmo e, se nao tratada, pode ser fatal
(DOITSH; GREENE, 2016; HUTCHINSON, 2001).
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Com base nas sequéncias genéticas, existem atualmente dois tipos desse virus
responsaveis pela infeccdo em humanos: HIV-1 e HIV-2. O HIV-1 estd amplamente
distribuido no territorio mundial, e é o0 responsavel pela pandemia global
(representando aproximadamente 95% das infeccbes mundiais). Ja o HIV-2, pouco
disseminado, causa uma forma da AIDS de progressdo mais lenta, e é encontrado
quase que exclusivamente na regido da Africa Ocidental. Ambos foram derivados do
virus da imunodeficiéncia simia (SIV) presente em diversas espécies de primatas da
Africa Ocidental e Central (JAFFAR et al., 2004; PEETERS; JUNG; AYOUBA, 2013;
SHARP; HAHN, 2011).

O HIV-1, filogeneticamente, apresenta varias linhagens que séo classificadas
em quatro grupos: M, N, O e P. Essas linhagens apresentam diferentes distribuicdes
geograficas de acordo com suas origens. O grupo M € responsavel por
aproximadamente 33 milhdes de individuos infectados mundialmente, o grupo O
causa alguns milhares de infecgdes na Africa Centro-Ocidental, e os grupos N e P tém
sido encontrados em alguns individuos de Camardes (pais da Africa Central). O grupo
M parece ser a linhagem mais antiga do HIV-1 em humanos, e atualmente apresenta
nove subtipos: A-D, F-H, J e K (Figura 2). Além disso, o HIV-1 apresenta
recombinacdes entre esses diferentes grupos e subtipos: formas recombinantes
circulantes (CRFs) e unicas (URFs), e as recombinantes de segunda geracao (SGRS)
(HEMELAAR, 2012; LIHANA et al., 2012; MOUREZ; SIMON; PLANTIER, 2013;
SHARP; HAHN, 2011; VUILLEUMIER; BONHOEFFER, 2015).

Quanto ao tropismo, O HIV-1 pode ser classificado de acordo com o correceptor
celular no qual a particula viral se liga, em: HIV-1 de tropismo R5, pois infectam células
do sistema imune que apresentam CCR5 na superficie celular, principalmente
macrofagos; HIV-1 de tropismo X4, infectam células que apresentam CXCRA4,
principalmente linfécitos T CD4+; e o de tropismo duplo (R5/X4), que podem interagir
com ambos os correceptores (CCR5 ou CXCR4) durante o processo de fusao celular
na infeccdo do HIV-1. As cepas virais de tropismo R5 aparecem no inicio da infecgéo
e sdo responsaveis pela transmissdo do HIV-1, além disso, eles tém um impacto
relativamente menos danoso no sistema imune do hospedeiro e predominam nos
individuos infectados. Enquanto que as cepas de tropismo X4 aparecem tardiamente

e tem sido associados com o declinio mais rapido das células T CD4+ e progresséao a
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AIDS (ALKHATIB, 2009; CARTER; EHRLICH, 2008; PESSOA; SABINO; SANABANI,
2015; WILEN; TILTON; DOMS, 2012).
Figura 2 — Arvore filogenética das linhagens virais SIV e HIV-1. Em destaque estdo as relacdes

filogenéticas entre as linhagens SIVcpz, SIVgor e HIV-1 e evidenciando a diversidade dos tipos e
subtipos do HIV-1.
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Fonte: Adaptado de Hemelaar (2012).

Apenas certos fluidos corporais de uma pessoa infectada podem transmitir o
HIV-1, tais como sangue, sémen, fluidos vaginal e retal, e leite materno. Para que
ocorra a transmisséao, o individuo deve entrar em contato direto com esses fluidos por
meio de regides de mucosas, tecido lesado ou inoculacdo intravenosa ou cutanea.
Com isso, o HIV-1 pode ser transmitido por relacbes sexuais sem protecao,
transfusbes sanguineas, compartilhamentos de objetos cortantes ou perfurantes, e
transmissao vertical (da mée para o filho). De acordo com relatérios da UNAIDS, mais
de 80% dos adultos infectados com HIV-1 tornam-se infectados devido a exposicéo
das regifes de mucosa ao virus (COHEN et al., 2013; HUTCHINSON, 2001; UNAIDS,
2016).

2.2.2 Biologiado HIV-1
2.2.2.1 Estrutura morfologica e genética

O HIV-1 apresenta uma forma esférica com aproximadamente 100 nm de
diametro, que externamente possui um envelope constituido por uma bicamada

lipidica de origem da célula hospedeira com inUmeros spikes, estruturas glicoproteicas
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virais. Cada estrutura € composta por trés moléculas de proteinas transmembrana
(gp41), envolvidas na fusdo de membranas; e trés proteinas de superficie (gp120),
gue atuam no reconhecimento e ligacéo aos receptores celulares. Essas proteinas do
envelope viral formam um trimero fortemente glicosilado de heterodimeros (Figura 3)
(ARAUJO; ALMEIDA, 2013; HUTCHINSON, 2001; WILEN; TILTON; DOMS, 2012).

Figura 3 — Estrutura morfolégica do HIV-1. Em destaque um virus proximo a superficie de uma célula
T, mostrando seus respectivos componentes virais: duas fitas de RNA, as enzimas, o capsideo, a matriz
proteica, e as glicoproteinas do envelope.
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Fonte: Adaptado de Abba etal. (018).

Abaixo da membrana bilipidica encontram-se uma matriz estrutural, constituida
pelas proteinas associadas (p17), e o capsideo viral de formato cénico. Esse nucleo
em forma de cone é composto por varias unidades da proteina p24, que abriga o
genoma viral (duas fitas simples de RNA), integrases, proteases, e a transcriptase
reversa (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2018a; BRIGGS; KRAUSSLICH, 2011;
FANALES-BELASIO et al., 2010).

O genoma viral do HIV-1 contém aproximadamente 9200 nucleotideos,
organizados em nove regifes génicas que codificam 15 proteinas diferentes. Esses
genes sdo delimitados por duas regifes terminais longas (5’LTR e 3'LTR), e
classificados em duas classes principais de acordo com sua funcionalidade: Os genes
estruturais (gag, pol e env) responsaveis pela codificacdo das proteinas estruturais,
enzimas e proteinas do envelope, respectivamente; e 0s genes regulatorios (vif, vpr,
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vpu, nef, rev e tat) responsaveis pela codificacdo das proteinas auxiliares e
regulatérias, que atuam na replicacdo, transcricdo, traducdo, maturacdo e
infectividade viral (Figura 4) (DONNELLY; CIBOROWSKI, 2016; GOLDSTEIN, 2006;
LI; DE CLERCQ, 2016; WATTS et al., 2009).

Figura 4 — Organizacdo gendmica do HIV-1. Os genes ao longo do genoma linear estéo indicados por
blocos de cores diferentes, agrupados de acordo com a categoria da proteina que sera sintetizada.
Bloco verde: genes codificadores das proteinas estruturais; bloco azul: genes codificadores das
enzimas; bloco laranja: genes codificadores das proteinas de revestimento. Os blocos menores, de
outras cores, representam os genes codificadores das proteinas regulatérias e auxiliares. LTR,
repeticdo terminal longa; gag, antigeno especifico de grupo; pol, polimerase; vif, fator de infectividade
viral; vpr, proteina viral R; rev, regulador de expressao de genes virais; vpu, proteina viral U; tat, ativador

transcricional; env, envelope; nef, efetor negativo.
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Fonte: Adaptado de Donnelly e Ciborowski (2016).
2.2.2.2 Ciclo de replicacéo do HIV-1

O HIV-1 infecta células que expressam em sua superficie celular o receptor
CD4, sendo os linfocitos T CD4+ as principais células-alvo do virus no organismo,
além de ser capaz de infectar também outros tipos celulares, tais como macréfagos e
células dendriticas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2018a; FANALES-BELASIO et al.,
2010; HUTCHINSON, 2001).

A infeccdo pelo HIV-1 nas células-alvo inicia quando a glicoproteina do
envelope viral gp120 se liga primeiramente aos receptores de superficie (CD4), para

reconhecimento celular, e em seguida aos receptores de quimiocinas CCR5 ou
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CXCR4, que atuam como correceptores para fusdo do HIV-1 a célula. Apds esta
ligacéo, a glicoproteina viral gp41 sofre uma mudanca conformacional, que permite a
fusdo da membrana viral com a membrana da célula-alvo. Com isso, o capsideo é
liberado dentro do citoplasma celular para posteriores etapas do ciclo viral (Figura 5).
Vérios estudos sugerem que a entrada do HIV-1 na célula-alvo também pode ocorrer
por via de endocitose (BLUMENTHAL; DURELL; VIARD, 2012; BRANDENBERG et
al., 2015; DUMAS; PREIRA; SALOME, 2014; WILEN; TILTON; DOMS, 2012).

Figura 5 — Ciclo viral do HIV-1. Em destaque os passos sequenciais do ciclo de replicacdo do HIV-1,
mostrando desde a infecgéo inicial em uma célula hospedeira até a liberacdo de uma nova particula
viral.
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Uma vez no interior da célula-alvo, o capsideo é desencapsulado, liberando o
material genético viral e tornando as enzimas do complexo nucleo-capsideo ativas. O
RNA gendmico do HIV-1 é entdo convertido, por meio da transcriptase reversa, em
uma fita dupla de DNA (chamado de DNA complementar, cDNA) que € transportada
para o nucleo celular através da formacéo do complexo de pré-integracéo (PIC). Com
auxilio da integrase viral, 0 cDNA € entdo inserido no genoma celular hospedeiro. O
DNA viral integrado € agora chamado de provirus (ou DNA proviral) e pode
permanecer inativo por meses ou anos no hospedeiro, e assim, a infec¢cao do HIV na
célula do individuo torna-se latente (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2018a; DUMAS;
PREIRA; SALOME, 2014; ENGELMAN; CHEREPANOV, 2012; LIU et al., 2015).
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No nucleo, o genoma proviral, integrado ao material genético da célula
infectada, inicia a fase de transcricdo e processamento do DNA viral. Os transcritos,
por sua vez, irdo originar o RNA gendémico e as proteinas virais. A transcricdo dos
genes do HIV-1 nas células infectadas inicia-se por meio da ativacao dessas células
por citocinas. Sendo assim, apos a transcricdo do genoma proviral no nucleo, os RNAs
transcritos (processados por splicings alternativos e também os ndo processados) do
HIV-1 s&o transportados para o citoplasma onde formardo o genoma viral e servirdo
de instrucdo para a traducdo das proteinas regulatorias, estruturais e as enzimas
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2018a; ENGELMAN; CHEREPANOV, 2012; LI; DE
CLERCAQ, 2016).

Por fim, ocorrem as etapas de montagem e brotamento das particulas virais.
Na montagem, o capsideo é reestabelecido em torno do genoma viral e das enzimas,
e direcionado para a periferia celular. Em seguida, durante e ap0s o brotamento, o
capsideo adquire o envelope a partir da membrana celular do hospedeiro, e as
particulas virais liberadas passam por maturacdo (promovida pela protease viral) e
modificacdo morfolégica em que o virion torna-se infeccioso (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2018a; DEEKS et al., 2016; ENGELMAN; CHEREPANOQV, 2012; FANALES-
BELASIO et al., 2010).

2.2.3 Patogénese da infeccao pelo HIV-1

A infeccéo pelo HIV-1 deprime o sistema imunoldgico do hospedeiro a medida
que o virus infecta e destréi os linfécitos T CD4+ (0s quais coordenam a resposta
imune) por induzir vias de mortes celular tanto das células infectadas quanto das
saudaveis. Isso ocorre devido a liberacao de sinais inflamatérios pelas células mortas,
gue recrutam mais células para o local de inflamacao, e consequentemente gerando
mais morte celular. Esse mecanismo da infec¢ao pelo HIV-1 cria um ciclo vicioso, que
por fim causa no individuo a deplecéo das células T CD4+ e uma inflamacgé&o cronica
nos orgaos linfoides. As manifestacdes clinicas da infec¢do no individuo variam desde
um estado assintomatico até o desenvolvimento de doencas oportunistas graves e
potencialmente letais (COHEN et al., 2013; DOITSH; GREENE, 2016; STEVENSON,
2003).

Os primeiros sinais da resposta imune a infeccéo pelo HIV-1 ocorrem na fase

aguda. O virus geralmente entra no organismo através da mucosa epitelial genital ou
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retal, e durante os primeiros dias do contato com o HIV-1, as células infectadas sdo
imunologicamente ativadas (principalmente macréfagos presentes nas mucosas) e
migram para tecidos linfoides, onde por meio do contato direto intercelular a
disseminacéao viral é favorecida. A fase aguda caracteriza-se por uma alta viremia
(carga viral circulante no plasma), uma vez que a resposta imune adaptativa ainda
ndo foi desenvolvida, aumentando assim o potencial infeccioso do individuo. Nas
primeiras semanas (ou meses) apos a exposicdo ao HIV-1, alguns individuos podem
apresentar febre e mal-estar (CARTER; EHRLICH, 2008; COHEN et al., 2013;
FRASER et al., 2014).

A fase crbnica da infeccao ocorre logo apés a fase aguda, quando o sistema
imune do hospedeiro comeca a gerar resposta adaptativa contra o virus. Esta fase é
marcada pela forte interacdo entre as células de defesa e as constantes e rapidas
mutacdes do HIV-1, mas que ndo enfraquece o organismo o suficiente para permitir
novas doencas. Consequentemente, a viremia é estabilizada, pois as particulas virais
amadurem e morrem de forma equilibrada. Porém, o HIV-1 apresenta mecanismos de
escape da resposta imune, permitindo que entre em laténcia nas células infectadas e
forme os reservatérios virais. Esse periodo pode durar anos, causando uma doenca
cronica e assintomatica (Figura 6) (CORY; SCHACKER, 2013; LIU et al., 2015;
MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014; NAIF, 2013; SALEMI; RIFE, 2016;
SWANSTROM; COFFIN, 2012).

Com isso, em média 10 anos apds a exposicdo pelo HIV-1, os individuos
infectados e ndo tratados apresentam elevada carga viral plasmatica e niveis de
linfécitos T CD4+ abaixo de 200 cels/mm3, caracterizando o estagio clinico de AIDS.
AIDS ¢ a fase final de uma doenca progressiva e patogénica que causa uma profunda
deficiéncia imunoldgica, tornando os individuos susceptiveis a infec¢cdes oportunistas
e neoplasias. Nesse momento, na auséncia de tratamento antirretroviral, o individuo
tem grande risco de vir a 6bito (MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014; MANZARDO et
al., 2015; NAIF, 2013; SWANSTROM; COFFIN, 2012).
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Figura 6 — Curso clinico natural da infeccao pelo HIV-1. Durante a fase aguda da infec¢ao existe uma
perda inicial de células T CD4+ seguida de uma recuperacéo parcial, e em seguida um decaimento
lento durante o periodo de laténcia clinica (fase crénica) (linha preta). Enquanto isso, a viremia na fase
aguda é alta e quando a resposta imune adaptativa ao HIV-1 é estabelecida, ha uma queda na producao
viral (linha verde), entrando na infecgéo cronica. Com a destruicdo progressiva das células T CD4+, o
HIV-1 se replica de forma descontrolada e a imunodeficiéncia (fase de AIDS) é estabelecida,
aumentando o risco de infec¢cfes oportunistas e, sem tratamento, podendo levar a ébito.
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2.3 TERAPIA ANTIRRETROVIRAL (ART)
2.3.1 Antirretrovirais e a ART

Com a descoberta do HIV-1 e o crescente niumero de pessoas vivendo com
HIV/AIDS, houve intensa pesquisa da comunidade cientifica mundial para a
descoberta de remédios antirretrovirais. O desenvolvimento desses medicamentos
anti-HIV surgiu ainda na década de 1980, com o objetivo de impedir a multiplicacdo
do virus no individuo infectado. A azidotimidina (AZT) ou zidovudina (ZVD) foi o
primeiro antirretroviral aprovado para o tratamento da infeccdo pelo HIV-1, e foi
lancado em 1987 (DE CLERCQ; LI, 2016; PAU; GEORGE, 2014; TSENG; SEET;
PHILLIPS, 2014).

Os antirretrovirais sédo farmacos usados no tratamento de infec¢des retrovirais,
principalmente o HIV-1. Essas drogas nao eliminam completamente o virus, que
permanece em laténcia proviral nas células infectadas, mas ajudam a evitar o
enfraguecimento do sistema imunolégico e aumentam o tempo e a qualidade de vida
dos individuos vivendo com HIV/AIDS (ACETI et al., 2015; ASENSI; COLLAZOS;
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VALLE-GARAY, 2015; TOZZI, 2010; TSENG; SEET; PHILLIPS, 2014; ZYL; BALE;
KEARNEY, 2018).

Atualmente, estdo disponiveis no mercado 28 farmacos antirretrovirais, usadas
geralmente em combinacfes de trés drogas, constituindo a terapia antirretroviral
(ART), conhecida também como HAART (do inglés, Highly Active Antiretroviral
Therapy). Essa terapia € responsavel pela melhoria do prognoéstico dos pacientes,
queda da carga viral e recuperacdo do sistema imune. Tais drogas podem ser
divididas em seis classes de acordo com o seu modo de acéo (Figura 7) (BARRE-
SINOUSSI; ROSS; DELFRAISSY, 2013; DE CLERCQ; LI, 2016; MICHAUD et al.,
2012; PAU; GEORGE, 2014; TSENG; SEET; PHILLIPS, 2014; WOLFF et al., 2017):

. Inibidores de Entrada (IE): ligam-se ao correceptor CCR5 na célula,
atuando como antagonista do CCR5 e bloqueando a entrado do virus HIV-1 R5 nos
linfécitos T CD4+ e macrofagos.

. Inibidores de Fusao (IF): Se ligam especificamente a proteina gp41 do
HIV-1, impedindo o rearranjo estrutural da gp41, e assim, bloqueando a fusédo do virus
na membrana celular hospedeira.

. Inibidores Nucleosideos da Transcriptase Reversa (INTR): sdo analogos
de nucleosideos ou nucleotideos que atuam na enzima transcriptase reversa,
interrompendo a sintese do material genético do virus.

. Inibidores N&o-Nucleosideos da Transcriptase Reversa (INNTR):
impedem a sintese do material genético do virus por se ligarem a sitios alostéricos da
transcriptase reversa, inibindo sua atividade.

. Inibidores de Integrase (INI): agem no bloqueio da atividade da enzima
integrasse responsavel pela insercdo do DNA viral ao DNA humano. Assim, inibe a
replicacdo do virus e sua capacidade de infectar novas células.

. Inibidores de Protease (IP): interagem com a protease viral, impedindo o

processamento correto das proteinas, abolindo a infectividade das particulas virais.
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Figura 7 — As principais classes de antirretrovirais e as etapas do ciclo viral que sdo bloqueadas pelas
drogas. PIC, complexo de pré-integracdo; CCR5, C-C receptor de quimiocinas tipo 5; LTR, repeticdo
terminal longa; INTRs, Inibidores Nucleosideos da Transcrigdo Reversa; INNTRs, Inibidores N&o-
Nucleosideos da Transcricao Reversa.
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O Brasil foi o primeiro pais a distribuir os antirretrovirais gratuitamente para os
portadores de HIV-1. Desde 1996, foi estabelecida a oferta universal ao tratamento
antirretroviral, que permitiu reduzir a morbidade e mortalidade relacionada a infec¢éo
pelo HIV-1, e consequentemente, melhorou a qualidade de vida das pessoas que
vivem com HIV/AIDS (PVHA) no pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2010, 2015; WOLFF
et al., 2017).

Atualmente, recomenda-se 0 inicio da terapia antirretroviral para todas as
PVHA assim que sao diagnosticas com a infec¢céao, independente da contagem de
células T CD4+. Quando ndo possivel, a terapia deve ser iniciada como prioridade em
todos os individuos HIV-positivos com contagem de células T CD4+ <350 células/pL
e que apresentarem o quadro clinico avancado da doenca (MINISTERIO DA SAUDE,
2010; WHO, 2016).

A Organizacdo Mundial de Saude (WHO) estabelecia até 2016 a primeira linha
de antirretrovirais para terapia anti-HIV sendo uma combinagé&o de dois INTR e um
INNTR: Tenofovir (TDF) ou Zidovudina (AZT) + Lamivudina (3TC) + Efavirenz (EFZ)
ou Nevirapina (NVP). Porém, com o0s avangas nos estudos com esses esquemas
antirretrovirais e uma forma de minimizar a resisténcia viral que vinha sendo reportada,

o atual esquema recomendado pela WHO consiste de dois INTR e um INI: TDF + 3TC
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+ DTG (Dolutegravir); ou dois INTR e um INNTR, sendo: TDF + 3TC + EFZ400
(Efavirenz 400 mg). Esses novos esquemas terapéuticos tém sido associados com
uma melhor tolerabilidade dos pacientes, maior eficacia antirretroviral, taxas mais
baixas de descontinuacéo do tratamento, uma maior barreira genética a resisténcia e
menos intera¢cdes medicamentosas. Ja na segunda linha de esquemas, geralmente
utilizada em caso de falha a primeira, o INNTR podia ser substituido por um Inibidor
de Protease (IP) com ritonavir (r). Neste caso os antirretrovirais recomendados eram:
Lopinavir (LPV) e o Atazanavir (ATV). Todavia, ap0s as novas recomendacdes em
2016, esses antirretrovirais passaram a ser substituidos pelos: Darunavir/r (DRV/r, um
IP/r) e o Raltegravir (RAL, um INI). Essas sé@o algumas das diretrizes estabelecidos
pela WHO que os paises mundiais vem adotando no tratamento anti-HIV e atualizando
ao longo do tempo (WHO, 2016, 2017b).

2.3.2 Respostas a ART

Com os avancgos da terapia antirretroviral houve um aumento progressivo do
sucesso na resposta terapéutica. Aproximadamente 80% do pacientes atingem carga
viral plasmatica indetectavel (<50 cépias/mL) apés um ano de tratamento e mantém a
supressao viral ao longo do tempo, demostrando assim a eficacia e importancia da
terapia anti-HIV (ACETI et al.,, 2015; GUIHOT; TUBIANA; BRETON, 2010;
MINISTERIO DA SAUDE, 2013; WHO, 2016; ZYL; BALE; KEARNEY, 2018).

Em 2014, o UNAIDS estabeleceu o objetivo dos “90-90-90”, que propbe até
2020 90% das pessoas vivendo com HIV serem diagnosticas, 90% desses
diagnosticados estarem em tratamento e 90% desses em terapia alcangarem o
sucesso terapéutico, supressdo da carga viral. Com essa estratégia, até 2030 o
namero de novas infec¢des pelo HIV-1 e mortes relacionadas a AIDS reduzira em até
80% (HILL; POZNIAK, 2015; UNAIDS, 2017b, 2017c).

Contudo, apesar das taxas de sucesso terapéutico serem elevadas, muitos
pacientes ainda apresentam falha da terapia anti-HIV e precisam de alteracfes em
seus esquemas antirretrovirais, algumas vezes necessitando do “esquema de
resgate” (esquema utilizado em casos de falha a primeira linha e segunda linha de
antirretroviral). A falha terapéutica € consequéncia de inimeros fatores, tais como
baixa adeséo ao tratamento, poténcia viroldgica insuficiente (esquemas subdétimos),

resisténcia viral e fatores farmacologicos (erros de prescricdo, ma absorcdo e/ou
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eliminacéo acelerada dos antirretrovirais). Além disso, para caracterizagdo da falha
terapéutica, a falha virologica € o principal parametro, que € definida quando o
individuo apdés um ano de tratamento ndo suprime a carga viral plasmatica a niveis
indetectaveis (ALDOUS; HAUBRICH, 2009; LEDERGERBER et al., 1999; LI et al.,
2011; MINISTERIO DA SAUDE, 2013; WHO, 2016).

Sendo assim, a ART visa suprimir a carga viral no organismo a niveis
indetectaveis, diminuir as morbimortalidades associadas ao HIV-1 e a taxa de
progressdo da doenca, diminuir as taxas de transmissdo viral, e como uma
consequéncia, espera-se que ocorra a reconstituicdo imunoldgica (recuperacao dos
niveis de linfécitos T CD4+). Esses aspectos sdo 0s que determinam 0 sucesso
terapéutico. Porém, existem casos em que apesar da obtencdo do sucesso
terapéutico ao tratamento anti-HIV, o individuo apresenta deficiéncia na recuperacao
dos linfécitos T CD4+, caracterizando assim, a falha imunolégica. Neste caso,
considera-se que houve falha imunolégica quando apés um ano de tratamento o
paciente apresenta uma baixa ou ausente reconstituicdo na contagem dos linfocitos T
CD4+. Ou seja, quando o aumento dos niveis dessas células é inferior a 30%, sem
significado clinico, ou apresenta um ganho de linfécitos T CD4+ abaixo de 200
células/uL em relacdo a “baseline” (contagem de células T CD4+ pré-tratamento)
(CORBEAU; REYNES, 2011; LI et al., 2011; MAHNKE et al., 2013; MANZARDO et
al., 2015; MINISTERIO DA SAUDE, 2013; TINCATI et al., 2018; TURNER; HECHT;
ISMAIL, 1994).

Durante a terapia anti-HIV o ganho de células T CD4+ é crescente, mas
gradual, apresentando um rapido ganho nos primeiros meses e tornando-se menos
progressivo ao longo do tratamento. Nos primeiros seis meses sob ART a média de
reconstituicdo imunoldgica dos individuos é de 20-30 cels/uL ao més. Em seguida,
esse aumento de células T CD4+ é cerca de 5-10 cels/uL ao més até o segundo ano
de terapia, e 2-5 cels/pL nos anos seguintes (Figura 8) (CORBEAU; REYNES, 2011,
GUIHOT; TUBIANA; BRETON, 2010; LE MOING et al., 2002; SMITH et al., 2003).
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Figura 8 — Recuperacdo média de células T CD4+ sob ART. O aumento na contagem de linfécitos T
CDA4+ estéa representando em varios pontos ao longo do tempo de terapia.
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Fonte: Adaptado de Corbeau e Reynes (2011).

Aproximadamente 30% dos individuos que iniciam ART podem apresentar
falha imunoldgica. Esta resposta estad ligada ao inicio tardio do tratamento, idade
avancada, coinfeccfes durante a terapia, ou ainda, fatores genéticos. Além disso, a
recuperagdo deficiente de LT-CD4+ pode ser determinada por dois principais
mecanismos: producdo insuficiente ou destruicdo excessiva das células T CD4+.
Neste ultimo caso, pode ser por consequéncia de patogénese da infeccdo pelo HIV-
1, ativagdo imunoldgica e/ou aumento, geneticamente determinado, da morte celular
programada dos linfocitos (CORBEAU; REYNES, 2011; FESSEL et al., 2000; LIMA et
al., 2007; MAHNKE et al., 2013; MINISTERIO DA SAUDE, 2013; PINZONE et al.,
2012).

2.4 INTERLEUCINA-2 E SEU RECEPTOR IL-2Ra
2.4.1 Interleucinas: origem, funcao e classificacao

As primeiras interleucinas foram identificadas no inicio da década de 1970.
Porém, o termo “interleucina” s6 foi introduzido em 1979 para descrever e caracterizar
um grupo de moléculas que eram produzidas por leucdOcitos e que atuavam
primariamente em outros leucdcitos. Por esta razédo o termo “interleucina” que significa
“entre leucdcitos”. Além disso, foi uma forma de substituir os diferentes nomes usados
por diferentes grupos de pesquisa para designar as primeiras interleucinas, e desde
entdo se tornou o termo padréo para essas moléculas (BROCKER et al., 2010; MIZEL,;
FARRAR, 1979; VAILLANT; QURIE, 2018).

Sendo assim, as interleucinas compdem um grupo de citocinas, proteinas

secretadas e de sinalizacdo celular, expressas essencialmente pelas células do
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sistema imunologico, os leucdcitos. Sdo também conhecidas como “linfocinas” por
serem, em sua grande maioria, sintetizadas e secretadas pelos linfécitos T CD4+, mas
também sdo produzidas por mondcitos, macrofagos e células dendriticas e
endoteliais. As principais funcbes das interleucinas estdo relacionadas com a
ativagdo, crescimento, proliferacéo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular. Além disso,
essas moléculas sdo importantes nas respostas inflamatorias do organismo a
patdgenos por regularem a imunidade inata, adquirida e estimularem a hematopoese
(LEONARD, 2001; ROCHMAN; SPOLSKI; LEONARD, 2009; VAILLANT; QURIE,
2018).

Para que as interleucinas exercam suas fung¢des bioldgicas, € necessario sua
ligacdo e ativacdo a estruturas proteicas presentes na superficie celular, os
receptores. Esses receptores geralmente se ligam aos seus ligantes com alta
afinidade e, como consequéncia, pequenas quantidades de uma interleucina séo
suficientes para ocupar os receptores e desencadear os efeitos biol6gicos. Cada
interleucina atua sobre um grupo limitado e especifico de células que expressam 0s
receptores adequados para seus ligantes. Porém, algumas interleucinas podem
interagir com receptores de outras, geralmente do mesmo grupo. Com isso, essas
moléculas podem apresentar acdes pleiotropicas, agir em diferentes tipos celulares;
redundantes, mudltiplas interleucinas com mesmo efeitos funcionais; sinérgicas,
produzir efeitos aditivos na célula; e antagonistas, interleucinas com efeitos opostos
no mesmo tipo celular (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; SCHLUNS; LEFRANCOIS,
2003; SPANGLER et al., 2015).

Existem ja descritas na literatura mais de 45 interleucinas denominadas por IL-
1 a IL-38, numeradas pela ordem de sua descoberta e algumas sao divididas em
subtipos de acordo com sua atividade. Essas proteinas tem peso molecular bastante
diverso com polipeptidios variando de 10 a 60 kD, podendo apresentar estruturas
moleculares na forma de mondmero, dimero, homodimeros, heterodimeros e
estruturas em hélices (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; AKDIS et al., 2011;
BROCKER et al., 2010; VAILLANT; QURIE, 2018).

As interleucinas séo classificadas atualmente em sete grupos de acordo com a
arquitetura gendmica e as caracteristicas estruturais das proteinas: citocinas tipo IL-
1, citocinas helicoidais de classe |, que inclui os grupos de interleucinas tipo IL-4, tipo

IL6/12 e que utilizam a cadeia-y; citocinas helicoidais de classe II, inclui os grupos tipo
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IL-10 e tipo IL-28; e as citocinas tipo IL-17. Além dessas, existe um numero de
interleucinas que também atuam como agentes imunomoduladores, mas que ainda
nao foram classificadas, sendo entdo denominadas como “citocinas nao classificadas”
(Tabela 2) (AKDIS et al., 2011; BROCKER et al., 2010; FIETTA; COSTA; DELSANTE,
2014, 2015; YUZHALIN; KUTIKHIN, 2015).

Tabela 2 — Classificagao das interleucinas humanas. Algumas caracteristicas estruturais que foram

usadas para classificacéo estdo listadas na coluna da direita.
Grupo Interleucinas Caracteristicas estruturais

comuns

IL1a, IL1B, IL1Ra, IL18, IL33, i )
Dobramento de proteinas rico em

Tipo IL-1 IL36Ra, 1L36, IL37, IL368, .
cadeias-8
IL36y, IL38
Quatro cadeias de a-hélices
Utilizagdo da cadeia-y IL2, IL4, IL7, IL9, IL15, IL21 fortemente empacotadas; complexo
(cadeia-curta classe 1) de receptor contendo a subunidade
de cadeia-y
) Quatro cadeias de a-hélices
Tipo IL-4 .
IL3, IL4, IL5, IL13, CSF2 fortemente empacotadas; hélices

(cadeia-curta classe 1)
principais mais curtas

IL6, IL11, 1IL12, 1L23, IL27 (ou . N
Quatro cadeias de a-hélices

Tipo IL6/12 IL30), 1L31, L35, -
. fortemente empacotadas; hélices
(cadeia-longa classe | CLCF1, CNTF, CTF1, LIF, o )
principais mais longas
OSM, CSF3
) Dobramento em forma de hélice,
Tipo IL-10 IL10, IL19, IL20, IL22, IL24, ) _
contendo seis ou sete cadeias
(classe II) IL26 . )
hélices empilhadas
Dobramento em forma de hélice,
Tipo IL-28 contendo seis ou sete cadeias
IL28A, IL28B, IL29 N .
(classe II) hélices empilhadas; estruturas

homélogas com interferons tipo |
IL17A, IL17B, IL17C, IL17D, Dobramento em nd de cisteina tipo

Tipo IL-17 )
IL25 (ou IL17E), IL17F neurotrofina
IL8, IL14, IL16, 1L32, IL34,

Na&o classificadas Formas variadas
CSF1

Fonte: Adaptado de Brocker et al. (2010).

2.4.2 Biologia da Interleucina-2

2.4.2.1 Estrutura, producao e funcao
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A interleucina 2 (IL-2) foi descoberta em 1976 como uma molécula com
atividade estimulatoria que induzia o crescimento de linfécitos T derivados da medula
O0ssea. Devida a essa caracteristica ela foi primeiramente descrita como “fator de
crescimento de células T (TCGF) ”. Além disso, a IL-2 foi a primeira citocina a ser
estudada e caracterizada em nivel molecular (LIAO; LIN; LEONARD, 2013; MORGAN;
RUSCETTI; GALLO, 1976; TANIGUCHI et al., 1983).

IL-2 é uma glicoproteina globular e monomérica, com peso molecular de 15,5
kD e estrutura proteica contendo quatro cadeias de a-hélices fortemente
empacotadas, pertencendo assim a familia de citocinas classe | (Tabela 2). Essa
interleucina é produzida e secretada predominantemente por células T CD4+ ativadas,
mas também, em menor escala, pelas células T CD8+, NK (natural Killers), e células
dendriticas (DCs) ativadas. A IL-2 apresenta funcdo autécrina e paracrina, atuando
nas proprias células que a produzem e em células adjacentes, respectivamente. Além
disso, a IL-2 pode atuar sinergicamente nas células com outras interleucinas, e
apresentar também funcbes de redundancia e pleiotropismo. Por estimular o
crescimento, proliferacdo e diferenciacdo dos linfocitos T em células T efetoras,
auxiliares e de memoria, a IL-2 € um importante fator de ativacdo do sistema imune
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2018b; ARENAS-RAMIREZ; WOYTSCHAK; BOYMAN,
2015; GAFFEN; LIU, 2004; LIAO; LIN; LEONARD, 2011; READ et al., 2016).

A producédo de IL-2, que é realizada principalmente pelos linfécitos T CD4+,
ocorre logo apos o reconhecimento de antigeno e proteinas coestimulatérias. A
ativagdo das células T estimula a sintese e secrecdo dessa interleucina. Essa
secrecao ocorre em uma sinapse imunoldgica formada entre o linfocito T e a APC
(célula apresentadora de antigeno), que apresenta as moléculas coestimulatorias para
sintese da interleucina. Uma vez produzida e secretada, a IL-2 estimula a producéo
de seu receptor (IL-2R) para que sua funcdo seja desencadeada, promovendo e
controlando as respostas das células T (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2018b;
GAFFEN; LIU, 2004; MA; KOKA; BURKETT, 2006; MALEK; BAYER, 2004).

2.4.2.2 Sistema IL-2 e IL-2Ra

O receptor da IL-2 € um complexo proteico de superficie celular que consiste
de trés subunidades: IL-2Ra (CD25), IL-2RB (CD122) e yc (CD132). A cadeia B

também faz parte do receptor da IL-15, enquanto que a cadeia yc é compartilhada por
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varios receptores de interleucinas que constitui a familia de citocinas de cadeia curta
classe | (Tabela 2). Ambas as subunidades (CD122 e CD132) apresentam uma
estrutura proteica de folha B, e juntas formam o receptor dimérico da IL-2, que
apresenta baixa afinidade com a interleucina (ARENAS-RAMIREZ; WOYTSCHAK;
BOYMAN, 2015; MALEK, 2008; ROCHMAN; SPOLSKI; LEONARD, 2009).

Das trés subunidades do receptor, apenas a cadeia a é exclusiva para o IL-2R.
A interacdo do CD25 com a IL-2 sozinha néo induz a transducéo de sinal, mas sua
interacdo com as outras subunidades aumenta a afinidade do receptor com a
interleucina-2 em aproximadamente 100 vezes. Apesar da capacidade reduzida em
detectar a IL-2, 0 CD122 e 0 CD132 sdo necessarios para que a sinalizacdo ocorra.
Sendo assim, as trés subunidades do IL-2R formam o receptor de alta afinidade (IL-
2Rapyc, Figura 9) com a IL-2 e, consequentemente, uma elevada capacidade de
sinalizacao celular (BOYMAN; KOLIOS; RAEBER, 2015; LIAO; LIN; LEONARD, 2013;
SPANGLER et al., 2015; WALDMANN, 2006).

Figura 9 — Regulagéo da expressédo de IL-2R. Linfécitos T naive expressam o complexo IL-2RByc, que
apresenta baixa afinidade com a IL-2. ApGs ativacéo do linfocito T por antigeno e coestimuladores, a
IL-2 estimula a expressdo da cadeia IL-2Ra (CD25), aumentando os niveis do complexo de alta
afinidade IL-2Rapyc
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Fonte: Adaptado de Abbas et al. (2018).

O CD25 é uma glicoproteina de membrana, praticamente ausente em células

T naive, e sua sintese é regulada pelo estimulo dos TCRs (receptores de células T) e
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pelo contato com a IL-2. ApGs ativacdo das células T pelas APCs, a producéo e
secrecdo da IL-2 estimula a expressdo de CD25 na superficie celular.
Consequentemente, os niveis do complexo trimérico IL-2RaByc nos linfocitos T séo
aumentados. Isso fornece um mecanismo de feedback positivo a resposta das células
T CD4+ ativadas, aumentando sua proliferacdo (Figura 9). Essa auto regulacéo
positiva do sistema IL2/IL2R desempenha um importante papel no controle da
intensidade e duracdo das respostas imune das células T (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2018b; BOYMAN; SPRENT, 2012; LIAO; LIN; LEONARD, 2013).

A transducéo de sinal mediada pelo complexo IL-2Rafyc ocorre por trés vias
principais: transdutor de sinal Janus quinase (JAK) e ativador de transcricdo (STAT);
fosfoinositideo 3-quinase (PI3K) e proteina quinase (AKT); ou proteina quinase
ativada por mitdgeno (MAPK, ou quinase regulada por sinal extracelular - ERK). Além
disso, o sinal depende também dos dominios citoplasméticos das cadeias CD122 e
CD132, e das enzimas da familia Janus quinase (JAK1 e JAK3), que sdo ativadas
para que as trés vias de transducao sejam iniciadas (Figura 10) (ARENAS-RAMIREZ;
WOYTSCHAK; BOYMAN, 2015).

A ligacéo da IL-2 as subunidades do seu receptor CD122 e CD132 (por
meio do CD25) causa uma heterodimerizacdo dos dominios citoplasmaticos dessas
subunidades e a ativacdo da JAK1l e JAK3, que se associam aos dominios
intracelulares das cadeias CD122 e CD132, respectivamente. Uma vez ativadas, as
quinases fosforilam os residuos principais de tirosinas da subunidade CD122, que
subsequentemente permite a associacdo e fosforilacdo das proteinas adaptadoras
Shc, Stat5 e PI3K. A Shc promove a ativacao da via MAPK, a Stat5 ativa as proteinas
da via STAT (principal mecanismo de regulacdo dos genes para funcionalidade das
células T), e a PI3K ativa a sua respectiva via (Figura 10). Assim, essas vias de
sinalizagdo celular regulam a expressdo do locus génico do CD25 nos linfécitos T
ativados, e consequentemente, o crescimento e proliferacdo dessas células
(ARENAS-RAMIREZ; WOYTSCHAK; BOYMAN, 2015; LIAO; LIN; LEONARD, 2013;
MALEK, 2008).
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Figura 10 — Ligacéo da IL-2 e vias de sinalizagédo do IL-2R. As intera¢Bes que a IL-2 pode ter com as
subunidades do seu receptor, que inclui CD25 (IL-2Ra), CD122 (IL-2RB) e o CD132 (IL-2Ryc). Além
disso, as trés vias de transdugéo de sinal (JAK-STAT, PI3K-AKT e MAPK) das células T a partir da
interacao interleucina-receptor.
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Fonte: Adaptado de Arenas-Ramirez et al. (2015).

2.4.3 Relagéo IL-2 e HIV/AIDS

Por regular a proliferacdo, desenvolvimento e sobrevivéncia dos linfocitos T, a
IL-2 é uma importante proteina na reconstituicdo imunologica dos individuos
infectados pelo HIV. Como se sabe, o HIV atua no organismo diminuindo os niveis
das células T CD4+, tornando o individuo imunodeprimido e mais vulneravel as
doencas oportunistas relacionadas a AIDS e morte. Mesmo em tratamento, muitos
pacientes HIV-positivos apresentam baixa producdo de IL-2, levando a uma
deficiéncia na proliferacao das células T CD4+ e, consequentemente, recuperacao
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imunoldgica reduzida. Além disso, tem sido reportado que reducdes na expressao do
CD25 também afetam a resposta imune de individuos HIV-positivos por influenciar a
atividade das células T CD4+ (CORBEAU; REYNES, 2011; DO et al., 2006; LOPEZ-
ABENTE; CORREA-ROCHA; PION, 2016; ZHANG et al., 2016b).

Ha alguns anos, uma versdo sintética da proteina IL-2 (chamada de
“‘proleucina”) foi produzida para ser utilizada em combinagdo com a terapia
antirretroviral. Essa “proleucina” tem sido administrada subcutaneamente em
pacientes HIV-positivos sob HAART com recuperacao imunolégica deficiente. Nesse
caso, a interleucina-2 sintética ndo substitui a terapia nem é utilizada como opc¢éo de
uma droga no esquema terapéutico. Ela € apenas usada como um adjuvante na
terapia anti-HIV para os pacientes que apresentam dificuldades de reconstituicdo
imune, como forma de melhorar o resultado terapéutico dos pacientes, e reduzir os
riscos de doencas oportunistas e morte. Apesar de ainda ser pouco difundida, o uso
da IL-2 no tratamento antirretroviral tem se mostrado eficiente nos pacientes HIV-
positivos sob terapia, aumentando sua contagem de células T CD4+ e evidenciando
a importancia da IL-2 na recuperacao imunologica desses individuos. Além disso,
estudos recentes tem demostrado que utilizacao da IL-2 na terapia anti-HIV também
levaram, de forma indireta, ao aumento na diferenciacdo das células T naive em
células T efetoras, e na expresséao de CD25 nos linfécitos T ativados (ABRAMS et al.,
2009; AIUTI; MEZZAROMA, 2006; GAFFEN; LIU, 2004; KLATZMANN; ABBAS, 2015;
ONWUMEH,; CI; KREDO, 2017).

244 0s genes IL2 e IL2Ra

A interleucina-2 é codificada pelo gene IL2, que esta localizado no braco longo
do cromossomo 4 (4927). Esse gene possui uma regido codificadora de 462 pares de
bases responséavel por produzir a proteina soltvel IL-2 com 153 aminoacidos. Além
disso, O gene IL2 é composto por cinco éxons e guatro introns, 0s quais produzem
dois transcritos variantes por splicing alternativo (Figura 11). Dessas, apenas a
variante SP1 codifica a proteina funcional, IL-2, com seus 153aa. O segundo transcrito
(SP2) produz nenhuma proteina por reter um intron na sua sequéncia final do RNA
mensageiro e sem uma regido codificante definida, como consequéncia, ndo ha
traducdo (GAFFEN; LIU, 2004; THE 1000 GENOMES PROJECT CONSORTIUM,
2015).
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Figura 11 — Localizagdo cromossdmica do gene IL2 e seus transcritos variantes.
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Fonte: Adaptado de GeneCards (<http://www.genecards.org> Acesso: 25 de maio de 2018).

Por outro lado, o gene IL2Ra (ou CD25), responsavel por codificar a
subunidade a do receptor IL-2R, localiza-se no braco curto do cromossomo 10
(10p15.1). Consistindo de oito éxons, sete introns e uma regido codificante de 819pb,
esse gene produz a proteina funcional CD25 de 272aa. A partir de processos de
splicing alternativos, o gene IL2Ra produz cinco transcritos variantes (Figura 12). A
variante SP1 é a Unica que produz a proteina IL-2Ra completa, com seus 272
aminoacidos. As variantes SP2, SP3 e SP4, codificam proteinas polipeptidicas
menores (263aa, 200aa e 109aa, respectivamente), que geralmente sdo sollveis e
com capacidade reduzida de ligacdo a IL-2. Ja o transcrito variante SP5, foi
recentemente descrito e ainda pouco se sabe sobre sua funcdo (DO et al., 2006;
MORRIS; WALDMANN, 2000; THE 1000 GENOMES PROJECT CONSORTIUM,
2015).

Figura 12 — Localiza¢do cromossdmica do gene /L2Ra e seus transcritos variantes.
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Fonte: Adaptado de GeneCards (<http://www.genecards.org> Acesso: 25 de maio de 2018).

2.4.4.1 Regulacgéo da expressao do IL2

Existem duas principais caracteristicas em relacéo ao padrao de expressao do

gene da IL-2 que tém sido bastante estudadas. Primeiro, a expresséao da IL-2 é quase


http://www.genecards.org/
http://www.genecards.org/
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que exclusivamente restrita a linhagem de células T, e segundo, ndo héa evidéncias de
producdo ativa da IL-2 em células T naive, necessitando de ativacdo atraveés dos TCRs
ou outros sinais de ativacao. A expresséao da IL-2 é controlada em varios niveis, sendo
a regulacao transcricional a mais estudada e descrita na literatura. Diversos elementos
regulatorios tém sido identificados na regido promotora do gene IL2, que fica a
aproximadamente 300pb a montante do sitio de inicio da transcricdo. Essa regido é
altamente conservada em humanos, e também entre humanos e camundongos (com
86% de identidade) (BUNTING; WANG; SHANNON, 2006; LIAO; LIN; LEONARD,
2013).

Dentre os multiplos fatores envolvidos na transcricdo do gene IL2 estdo os de
regulacdo positiva: Fator nuclear de células T ativadas (NFAT), proteina ativadora 1
(AP-1), proteinas de ligacao octameros (Oct-1 e Oct-2), proteina especifica dedo de
zinco 1/reposta inicial de crescimento 1 (Sp1/Egr-1) e proteina de ligagdo GA (GABP);
de regulacdo negativa: proteina de ligacao/proteina moduladora ao elemento de
resposta CAMP (CREB/CREM), proteina dedo de zinco (Nil-2a), proteina de ligacdo a
sequéncia especial rica em AT (SATB1), proteina foxhead box P3 (Foxp3), Aiolos
(proteina dedo de zinco da familia Ikaros-3) e proteina de maturacdo induzida por
linfécitos B-1 (BLIMP-1); e o fator nuclear kappa B (NF-kB) composto por subunidades
(NFKB1 (p50), NFKB2 (p52), RelA (p65), RelB e c-Rel) que permite a esse complexo
proteico, através de interacdes entre suas subunidades, regular o gene IL2 de forma
negativa e positiva (Figura 13). Esses fatores de transcricdo sao induzidos ou
reprimidos pela sinalizacdo dos receptores TCR ou outros que atuam nas vias de
regulacéo da IL-2 (KIM; IMBERT; LEONARD, 2006; LIAO; LIN; LEONARD, 2013;
TENBROCK; TSOKOS, 2004).

Figura 13 — Localizacéo dos sitios de ligagdo e seus correspondentes fatores de transcricdo do gene
IL2.
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Fonte: Adaptado de Liao et al. (2013).
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Além disso, tem sido proposto também que modificacdes epigenéticas e
remodelagem da cromatina estejam envolvidos no controle transcricional do L2,
assim como fatores de regulacdo pos-transcricional. Interessantemente, tém sido
descritos na literatura microRNAs (miRNAS) que também modulam a expressao
génica da IL-2. Por exemplo, o miRNA146a, que é induzido pelos receptores TCR das
células T, pode diminuir a producdo do fator AP-1, e consequentemente, afetar a
expressdo da IL-2, enquanto que o miR9, também induzido pelos TCR, tem sido
associado com o aumento da producéo de IL-2 por suprimir a expressdo do PRDM1,
um fator de regulacdo negativa. Com isso, a expressdo do gene IL2 é regulada tanto
positivamente quanto negativamente (CRISPIN; TSOKOS, 2009; KIM; IMBERT;
LEONARD, 2006; TENBROCK; TSOKOS, 2004).

Acredita-se que todos os sitios de ligacao na regiao promotora do IL2 precisam
ser ocupados pelos fatores de regulagdo positiva para que ocorra uma transcri¢ao
génica em niveis 6timos (KIM; IMBERT; LEONARD, 2006).

2.4.4.2 Regulacao da expresséo do IL2Ra

A expressao da cadeia alfa do receptor da IL-2 (CD25 ou IL-2Ra) é fortemente
regulada a nivel transcricional, e independe das outras duas cadeias (IL2R( e IL2Ry)
do IL-2R, que inclusive contém poucos elementos de regulacao transcricional. O gene
IL2Ra é induzido néo s6 pelo reconhecimento de antigeno, mas também por mitégeno
e lectinas que mimetizam o estimulo antigénico, bem como outros estimulos. Dentre
esses, destacam-se as citocinas IL-1, IL-7, IL-15, TNF-a (fator de necrose tumoral-a),
TGF-B (fato de transformacéo do crescimento-f8), e principalmente a IL-2, que também
é estimulada por antigenos. Em menor escala, IFN-a (interferons-a) e IL-16, que sdo
produzidas em respostas imune as infeccdes virais, também podem estimular IL-2Ra
nos linfécitos T. Apos o estimulo, a expressdo do gene /L2Ra é induzido por
sinalizacao via TCRs, proteinas trans-ativadoras Tax 1 e 2 (proteinas virais presentes
nos HTLV-1 e 2, respectivamente) e pelo préprio IL-2R (KIM; IMBERT; LEONARD,
2006; READ et al., 2016; ROCHMAN; SPOLSKI; LEONARD, 2009).

Assim, como na expressao da IL-2, o IL-2Ra ndo é geralmente expresso em
células T naive, pois € necessaria a exposicdo dessas células a antigenos, que
consequentemente, ativam-nas e induz a producédo de IL-2Ra. Além disso, a

expressdo de IL-2Ra é diferencialmente regulada nos 6rgaos linfoides primarios e
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secundarios, e além dos linfocitos T, células NK, mondcitos e células B maduras
também podem expressar CD25 (AKDIS et al, 2011; ARENAS-RAMIREZ;
WOYTSCHAK; BOYMAN, 2015; BOYMAN; KOLIOS; RAEBER, 2015).

Até o momento ja foram identificados um total de seis regides regulatorias
positivas (PRRs) que, em conjunto, regulam o /L2Ra (um gene dependente de TATA
box) em resposta aos estimulos. Os fatores de transcricdo que se ligam as regides
PRRI, PRRII, PRRIIl, PRRV e PRRVI sdo estimulados por antigenos e/ou mitbgenos
via TCR ou CD28 (no caso da PRRVI), sendo que a regido PRRV contém também
elementos de resposta a estimulos de TGF-B via proteinas Taxl e 2. Ja as regides
PRRIIl e PRRIV medeiam respostas oriundas dos estimulos da IL-2 via receptor IL-
2R. Além dessas regides de regulacdo do gene IL2Ra, foram descritos dois elementos
regulatorios negativos, NRE-1 e NRE-2, que estdo localizados em uma regido de
aproximadamente 100pb do gene (-308 a -401). Assim, esses elementos controlam
a expressao do gene IL2Ra também de forma negativa e positiva, como evidenciado
no gene da IL-2. A Figura 14 ilustra as regides regulatorias e a ligacdo de seus
respectivos fatores de transcricdo (KIM; IMBERT; LEONARD, 2006; LIAO; LIN;
LEONARD, 2013; LU et al., 2005).

Figura 14 — Os elementos regulatérios e seus correspondentes fatores de transcricdo identificados no
gene IL2Ra. Em destaque estéo a localizagdo as regides regulatdrias positivas (PRRs) e os elementos
regulatérios negativos (NRES).
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2.4.4.3 Polimorfismos nos genes IL2 e IL2Ra

Apds o sequenciamento completo do gene da IL-2, muitos polimorfismos ja
foram identificados e estudados a nivel molecular. Entre eles podemos destacar os
polimorfismos de base Unica (SNPs): rs2069762 (-330 T>G) e rs2069763 (+114 G>T).
O SNP rs2069762 € uma alteracéo nucleotidica (timina para guanina, T>G) que ocorre
dentro da regido promotora do gene IL2, na posicéo -330. Essa variante genética tem
sido associada com altos niveis na producao de IL-2, devido ao aumento na expressao
de seu gene. Ja o polimorfismo rs2069763 € uma mudanca de nucleotideo (guanina
para timina, G>T) na posicdo 114 a partir do cédon de inicio da regido codificante,
localizado no primeiro éxon do gene IL2. Esse SNP é uma alteracdo silenciosa do
DNA no qual produz nenhuma mudanca na sequéncia de aminoacidos da proteina.
Ocorre uma alteracao no cédon de CTG para CTT, mas 0 aminoacido continua sendo
0 mesmo, Leucina (Figura 15). Contudo, acredita-se que o polimorfismo rs2069763
esteja em desequilibrio de ligagdo com o rs2069762, podendo formar, assim, um
haplétipo funcional GT. Porém, essa formacao haplotipica ainda € incerta (FUJITA et
al., 1983; HOFFMANN et al., 2001; JOHN et al., 1998; LIN et al., 2008; MATESANZ
et al., 2000).

Figura 15 — Polimorfismos do gene IL2. Esquema representando parte do gene da IL-2 com a
localizagéo dos SNPs rs2069762 (-330, T>G) e rs2069763 (+114, G>T).
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-330 +114 .
- Intron 1 _
Promotor Exon 1 Exon 2
Alelo 1 ... AGTTTTATGACA... ...GCATTTACTGC...
Alelo 2 ... AGTTTTAGGACA... ...GCATTTACTTC...

Fonte: Elaborada pelo autor.

Devido sua importancia na regulacdo dos linfécitos T CD4, e
consequentemente nas respostas imunoldégicas, o IL2Ra se tornou um forte candidato
nos estudos com doencas autoimunes. Como resultado, muitos polimorfismos do
gene /L2Ra vem sendo investigados em estudos funcionais e de associacao,
principalmente com o advento do GWAS (estudos de associacdo gendmica ampla).

Muitos desses polimorfismos formam blocos haplotipicos em regides de regulacéo
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génica do IL2Ra, e por essa razdo, Tag SNPs sdo os selecionados para os estudos
de associacao genética. Pode-se dizer que Tag SNP é um polimorfismo representativo
de um bloco haplotipico (uma regido génica com alto desequilibrio de ligacédo). Desses
polimorfismos ja descritos e bastante estudados na literatura, vale destacar o
rs7072793C>T (localizado na regido promotora) e dois Tag SNPs (rs3118470 T>C e
0 rs706778 T>C) que mapeiam o éxon 1 e a regidao 5’ do intron 1 no gene IL2Ra,
respectivamente (Figura 16). Além disso, esses polimorfismos estdo situados em
regides de ligacao a elementos regulatérios do IL2Ra, e assim, tem sido reportado por
influenciar a expresséo génica (BABRON et al., 2011; CHEN et al., 2017; FICHNA et
al., 2012; KAWASAKI et al., 2009; KIM; IMBERT; LEONARD, 2006; QU et al., 2007,
2009a; STAHL et al., 2010; TANG et al., 2015).

Figura 16 — llustracdo esquematica do gene IL2Ra mostrando a posicdo dos Tag SNPs rs7072793
(C>T), rs311470 (T>C) e o0 rs706778 (T>C). Os quadrados juntamente com a numeracao (1-8)

representam os éxons em sua respectiva ordem no gene. A regido codificante do /IL2Ra esta
representado pelos quadrados pretos.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Uma vez presentes em regides de regulacdo génica ou de sequéncias
codificadoras nos genes IL2 e IL2Ra, esses polimorfismos podem levar a alteracdes
nos niveis de expressao da IL-2 e de seu receptor IL-2Ra. Como resultado, esses
SNPs podem influenciar o nivel de ativacdo e proliferacdo de linfécitos T CD4+, e
assim, a reconstituicdo do sistema imune dos individuos HIV-positivos em ART (DO
et al., 2006; GOUDY et al., 2013; HAAS et al., 2006; LI et al., 2013; PENG et al., 2014;
SCHWARTZ et al., 2017; WEI et al., 2010).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 DESENHO DO ESTUDO E CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

O tipo de estudo realizado foi o de caso-controle, um estudo observacional,
onde se compara dois grupos amostrais. Em um, os individuos apresentam o status
clinico de interesse (caso), falha imunoldgica, e no outro os individuos né&o
apresentam (controle), sucesso imunolégico (GRIMES; SCHULZ, 2002).

Foram recrutados 248 pacientes HIV-positivos sob ART (entre 2011 e 2015, e
recoletados entre 2017 e 2018) residentes no estado de Pernambuco e atendidos no
Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP). Os critérios de
inclusdo foram: individuos de ambos os sexos com idade = 18 anos, submetidos a
tratamento antirretroviral por pelo menos um ano, sem histérico de uso de droga
injetaveis, com boa adesédo a terapia, e que apresentaram reducdo da carga viral a
niveis indetectaveis (<50 copias/mL) apés um ano de ART. Todos os pacientes
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido acompanhado por um
guestionario de abordagem clinica e sociodemografica (Anexo A e B) para participar
do estudo, autorizando a coleta amostral de sangue periférico. Além disso, outras
informacdes clinicas e laboratoriais também foram coletadas a partir de registros
médicos. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do IMIP (Anexo
C). O processamento laboratorial das amostras biologicas foi realizado no Laboratorio
de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), 6rgédo suplementar da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE).

3.2 CLASSIFICACAO DOS PACIENTES

Foram incluidos no grupo caso os individuos HIV-positivos que apresentaram
niveis de células T CD4+ abaixo de 30% em relacdo a contagem total de linfécitos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013) ou ganho abaixo de 200 células/pL (LI et al., 2011)
com base nos exames pré-tratamento apds um ano de ART, estando assim em falha
imunologica. Dessa forma, o grupo controle (definido como sucesso imunolégico) foi
composto pelos individuos que apresentarem reconstituicdo imunoldgica adequada

(niveis de LT-CD4+ = 30% ou ganho = 200 cels/pL apés um ano de tratamento).

3.3 SELECAO DOS POLIMORFISMOS
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A lista dos SNPs selecionados foi feita com base na literatura, a partir de
estudos de associacdo e caracteristicas funcionais, e em banco de dados como o

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/SNP) e o Projeto 1000 Genomas

(http://www.1000genomes.orq) com o auxilio de ferramentas de busca online e

softwares especializados, como o dbSNP e o 1000 Genomes Selection Browser,
respectivamente. Com base nisso, foram selecionados cinco polimorfismos:
rs2069762 (-330T>G, regido promotora, MAF = 0,27) e rs2069763 (+114G>T,
sinbnimo: Leu38, MAF = 0,30) no IL2; rs7072793 (C>T, regido promotora, MAF =
0,45), rs3118470 (T>C, intron 1, MAF = 0,32) e rs706778 (T>C, intron 1, MAF = 0,50)
no IL2Ra.

3.4 EXTRACAO DE DNA

Amostras de sangue periférico (8 mL) dos pacientes HIV-positivos foram
coletadas em tubos de EDTA. Com 500 pL desse sangue periférico amostral foi
realizada a extracdo de DNA com o protocolo mini salting out (MILLER; DYKES;
POLESKY, 1988), com modificagbes in house. O DNA gendmico extraido foi
armazenado a - 20°C em tubos Eppendorfs de 1,5 mL e identificados com cddigos

para manter em sigilo da identidade dos individuos.
3.5 GENOTIPAGEM

Para os polimorfismos rs2069762 e rs2069763 a genotipagem foi por PCR
convencional seguida de RFLP (do inglés Restriction Fragment Length
Polymorphism). As amplificacdes foram realizadas no termociclador Veriti (Applied
Biosystems), usando os seguintes primers: 5-ATTCACATGTTCAGTGTAGTTCT-3’
(forward) e 5-GTGATAGCTCTAATTCATGC-3’ (reverse) para o SNP rs2069762; 5'-
ATGTACAGGATGCAACTCCT-3' (forward) e 5'- TGGTGAGTTTGGGATTCTTG -3'
(reverse) para rs2069763. As PCRs foram conduzidas em volume de 25uL contendo:
2L de DNA gendmico (50ng/uL); 2,5uL de buffer PCR 10x; 1,0uL de dNTPS (2 mM);
0,4uL do primer forward (10uM); 0,4uL do primer reverse (10uM); 0,2uL da Taq
polimerase (5U/uL, Uniscience Co.) e 18,5uL de agua Milli-Q. As reacgdes tiveram 0s
seguintes protocolos: desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos
(desnaturacéo a 94°C por 30 s, anelamento a 56°C (rs2069762) e 54°C (rs2069763)
por 45 s, e extensdo a 72°C por 50 s), e extensao final a 72°C por 7 min.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/SNP
http://www.1000genomes.org/
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Apébs confirmacgdo da amplificacdo por eletroforese em gel de agarose 2%, 0s
produtos de PCR foram entdo submetidos a digestdo em volume final de 10puL
contendo: 3U da enzima de restricao (Bfal ou Mwol, New England BioLabs), 5uL do
produto de PCR e 10X CutSmart Buffer. A reacdes de digestado foram a 37°C por 60
min com inativagéo a 80°C por 20 min (Bfal) para o polimorfismo rs2069762, e a 60°C
por 15 min (Mwol) para o rs2069763. Em seguida, os fragmentos de DNA clivados
foram visualizados em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio sob luz

ultravioleta. A Tabela 3 resume os padrdes de bandas gerados.

Tabela 3 — Padrbes de bandas da genotipagem dos polimorfismos do gene IL2.

Polimorfismos (IL2) Enzima de Restricdo Genotipos
TT: 131pb
rs2069762
Bfal TG: 131pb + 110pb + 21pb
(-330, T>G)

GG: 110pb + 21pb
GG: 151pb + 111pb

Mwol GT: 262pb + 151pb + 111pb
TT: 262pb

rs2069763
(+114, G>T

Fonte: Elaborada pelo autor.

A enzima de restricdo Bfal, utilizada para genotipagem do polimorfismo
rs2069762 (-330 T>G), cliva o sitio contendo o alelo variante G. Ou seja, 0 SNP cria
um sitio de restricdo (C "TAG) (JOHN et al., 1998) para a enzima Bfal, permitindo que

a mesma corte a respectiva regido do DNA (Figura 17).

Figura 17 — PadrBes de bandas de DNA gerados pela enzima de restricdo Bfal para o polimorfismo
rs2069762 (-330 T>G). Coluna L: marcador molecular (Ladder de 50pb); colunas 1, 3, 4 e 6 evidenciam
0 gendtipo -330 TT (homozigoto ancestral); colunas 6 e 7 mostram o genétipo -330 TG (heterozigoto);
e as colunas 2 e 5 evidenciam o gendtipo -330 GG (homozigoto variante).
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Fonte: Elaborada pelo autor.



49

Ja a enzima de restricdo Mwol foi utilizada para o polimorfismo rs2069763
(+114 G>T). Neste caso, a mudanca de nucleotideo resulta na perda de sensibilidade
da enzima Mwol, que ndo consegue clivar o sitio modificado (sitio ancestral: AACTG
— permite a clivagem, Figura 18) (MATESANZ et al., 2000).

Figura 18 — Padrfes de bandas de DNA gerados pela enzima de restricdo Mwol para o polimorfismo
rs2069763 (+114 G>T). Coluna L: marcador molecular (Ladder de 50pb); colunas 2, 4 e 5 e 6

evidenciam o gendtipo +114 GG (homozigoto ancestral); colunas 1, 3 e 7 mostram o genétipo +114 GT
heterozigoto); e a coluna 8 evidencia o genoétipo +114 TT (homozigoto variante).
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Para os SNPs do gene IL2Ra (rs7072793, rs3118470 e rs706778), a
genotipagem foi por meio da tecnologia de sondas TagMan na plataforma de PCR em
tempo real ABI 7500 (Applied Biosystems), seguindo o protocolo: desnaturacéao inicial
a 95°C por 10 min, seguida por 50 ciclos de amplificacéo (desnaturacdo a 95°C por

30 s e anelamento/extensao a 60°C por 1:30 min), e extenséo final a 60°C a 10 min.
3.6 ISOLAMENTO DE PBMC

A partir de 4 mL de sangue amostral, as células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) foram isoladas por Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare), lavadas
duas vezes com solucdo PBS 1x (salina tamponada com fosfato) e ressuspensas em
tampéo FACS (3% BSA; 0,01% NaNs — Azida de Sodio; PBS 1 x). Em seguida, antes
da marcagao para citometria, foi realizada a contagem de células em Camera de
Neubauer (1). A contagem de células das amostras de sangue periférico apresentou

uma média de 4.5 x 10 céls/mL.

Numero de células x 10.000 ( )

Concentragdo (cels/mL) =
¢ ( / ) Numero de quadrantes x dilui¢do
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O numero total de leucécitos vidveis foi determinado pelo teste de exclusao
com Azul de Trypan (0,4%), utilizando o fator de diluicdo 1:10. A viabilidade celular foi
>90% (95 £ 5% das células sdo mononucleadas (PHILLIPS, 1973)).

3.7 IMUNOFENOTIPAGEM

Para imunofenotipagem dos linfécitos T CD4 por citometria de fluxo, foram
separadas 300-500 mil células por painel de marcacdo. Esses painéis possuiam o0s
marcadores especificos para deteccdo das populacdes de linfocitos T CD4 recém
emigrados do timo e naive. Sendo assim, as PBMCs foram expostas aos marcadores
e incubadas por 30 min em temperatura ambiente protegidas da luz. Depois de
devidamente marcadas, as células foram lavadas com tampao FACS e fixadas em
PBS-Formol 1% para posteriormente serem analisadas no citbmetro BD Accuri C6
(BD Biosciences) e no software FCS Express 6 Plus, versdo 6.05. Foi possivel
detectar os niveis de linfécitos T CD4 naive (CD4+ CD45RA+ CD62L+)
(GOLUBOVSKAYA; WU, 2016) e as células T CD4 recém-emigrados do timo (CD4+
CD31+) (ZAKHOUR et al., 2016). Os anticorpos monoclonais imunofluorescentes
APC-CD4, BB515-CD4, PE-CD31, PerCP-Cy5.5-CD45RA e APC-CD62L foram

adquiridos da BD Biosciences.
3.8 ANALISES ESTATISTICAS

As frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos genotipados foram
obtidas por contagem direta. A conformidade ao Equilibrio de Hardy-Weinberg foi
verificada por meio do teste de X2.

Nas analises univariadas foi utilizado o teste exato de Fisher para verificar a
associacao das variaveis genéticas e clinicas com a ocorréncia de falha imunolégica.
No entanto, para as variaveis continuas, que ndo apresentaram distribuicdo normal
de acordo com o teste de Shapiro-Wilk, foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Wilcoxon-Mann-Whitney. Foi aplicado o teste t para as variaveis continuas em
normalidade. O teste de Cochran-Armitage foi utilizado para avaliar a tendéncia na
distribuicdo dos pacientes HIV-positivos em relacdo a contagem de linfécitos T CD4+
pré-tratamento.

Além disso, para os genes IL2 e IL2Ra foi calculado o desequilibrio de ligacao

(LD), por meio dos coeficientes D’ (variacédo entre -1 e 1) e r? (variacdo entre 0 e 1)
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usando o programa Haploview versdo 4.2 (Broad Institute of Harvard and MIT
Cambridge), para verificar a formacéao de haplotipos entre os SNPs de cada gene.

As variaveis de importancia clinica ou cujos testes obtiveram um p-value menor
do que 0,20 foram pré-selecionadas para inclusdo nas analises multivariadas de
regressao logistica. Os modelos de regresséo logistica foram realizados para explicar
a ocorréncia da falha imunolégica, considerando os fatores genéticos e as variaveis
clinicas. As analises estatisticas foram realizadas no programa R, versao 3.4.0 (R
Development Core Team). O grau de significancia (a) para os testes foi 0,05, com
intervalo de confianca de 95%.

O poder estatistico das analises para detectar uma associacao ao nivel de
significancia de 0,05 foi calculado com o G*Power, versdo 3.1 (Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf). Assumindo uma OR <1 ou >1, o poder das analises do estudo
foi > 90%.
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4 RESULTADOS
4.1 VARIAVEIS SOCIODEMOGRAFICAS E CLINICAS

Apoés classificacdo dos 248 pacientes (107 homens e 141 mulheres) HIV-
positivos sob ART com base na contagem de células T CD4+, 122 individuos (45
homens e 77 mulheres) compuseram o grupo controle (sucesso imunoldgico) e 126
(62 homens e 64 mulheres) o grupo caso (falha imunoldgica). Apesar da frequéncia
de mulheres ter sido maior no grupo controle, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa quanto a proporcdo dos sexos nos grupos estudados (OR=1,65; IC-
95%=0,97-2,84; p=0,06), contudo, mostrou-se uma tendéncia. Devido a isso, a
variavel sexo foi incluida na analise de regressao logistica. A Tabela 4 sumariza as

caracteristicas sociodemograficas da populagcédo de estudo.

Tabela 4 — Dados sociodemograficas da populacdo de estudo.

Variavel Caso n=126 (%) Controle n=122 (%)
Masculino 62 (49,2) 45 (36,9)
Sexo (n=248/248)* o
Feminino 64 (50,8) 77 (63,1)
Branca 29 (23,0) 36 (29,5)
] Parda 59 (46,8) 53 (43,5)
Etnia (n=248/248)
Negra 37 (29,4) 33 (27,0)
Indigena 1(0,8) 0 (0,0)
Sim 4(8,2) 11 (22,4)
Fumante (n=98/248)
Néao 45 (91,8) 38 (77,6)
- Sim 11 (22,4) 19 (38,8)
Etilismo (n=98/248) .
Nao 38 (77,6) 30 (61,2)

*Variavel pré-selecionada para compor o modelo de regressao logistica.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Em relacdo as andlises univariadas com os dados clinicos, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos analisados para
as variaveis: idade e peso no inicio do tratamento, esquemas terapéuticos com AZT
ou IP/r, troca de esquema durante o tratamento, tempo para inicio da terapia apos
diagnostico e coinfecgdes (sifilis, hepatites B e C, citomegalovirus e toxoplasmose).
Isso mostra que os dois grupos estudados apresentaram perfis clinicos pré-tratamento
semelhantes (Tabelas 5 e 6).

Porém, individuos que iniciaram ART com a contagem de linfocitos T CD4+

<500 células/pL apresentaram risco de falha imunolégica quase seis vezes maior em
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comparacao a individuos que iniciaram o tratamento com contagens de LT CD4+ 2500
células/pL (OR=5,95; IC-95%=2,38-17,04; p<0,001; Tabela 5).

Tabela 5 — Testes de associacdo com as variaveis clinicas (teste Exato de Fisher, exceto para peso,
idade e tempo de inicio da terapia).

; Caso Controle
Variavel p-value
n=126 (%) n=122 (%)

Peso no inicio do tratamento (11Q)
(n=239/248)**

Tempo para inicio da terapia,
semanas (11Q) (n=202/248)**
Idade no inicio do
tratamento (11Q) (n=238/248)**

61,5 (55-70,5) 64 (54-75) 0,29

12 (4-74) 32 (6-108) 0,05*

32(29-39)  32(28-36) 0,21

Sim 34 (34,0) 44 (45,8)
Esquema com IP/r (n=196/248) . 0,11*
N&o (uso de INNTR) 66 (66,0) 52 (54,2)

Sim 88 (88,9) 82 (85,4)
Esquema com AZT (n=195/248) . 0,52*
Nao (uso de TDF) 11 (11,1) 14 (14,6)

Sim 12 (10,7) 4 (4,0)

Troca de esquema (nN=212/248) 0,07*
Nao 100 (89,3) 96 (96,0)
Contagem de células T CD4+ pré- <500 cels/uL 100 (93,5) 69 (70,4) 0.001
<0, *
tratamento (n=205/248) 2500 cels/pL 7(6,5) 29 (29,6)

*Variaveis pré-selecionadas para compor o modelo de regresséao logistica.
**Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (teste de Shapiro-Wilk: p<0,001). lIQ = intervalo interquartis.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 6 — Testes de associacdo com as coinfec¢des ao longo da terapia (teste Exato de Fisher).

) ) . Caso Controle
Sorologias — Status de coinfeccfes p-value
n=126 (%) n=122 (%)

o Positvo 13 (16,9) 10 (13,3)
Sifilis (teste VDRL) (n=152/248) _ 0,65
Negativo 64 (83,1) 65 (86,7)

Positivo 10 (62,5) 15 (75,0)
Toxoplasmose IgG (n=36/248) Negati 6 (37.5) 5 (25.0) 0,48
egativo , ,

Positivo 14 (87,5) 19 (100,0)
CMV IgG (n=35/248) ) 0,20
Negativo 2 (12,5) 0 (0,0)

) Positivo 0 (0,0) 2 (5,4)
Hepatite C (n=87/248) ) 0,18
Negativo 50 (100,0) 35 (94,6)

) Imune** (“Positivo”) 32 (53,3) 40 (69,0)
Hepatite B (n=118/248) . ) 0,09*
Suscetivel (Negativo) 28 (46,7) 18 ((31,0)

*Variaveis pré-selecionadas para compor o modelo de regresséo logistica.
**Imune por infeccdo natural ou vacinacdo — “presenga de anticorpos”.
CMV = citomegalovirus; VDRL = Venereal Disease Research Laboratory.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Além disso, foi observado uma tendéncia estatisticamente significativa entre a
contagem baixa pré-tratamento de células T CD4+ e a falha imunoldgica de acordo
com o teste de Cochran-Armitage (X?=21,136; p<0,001), onde quanto menor a
contagem de células T CD4 pré-tratamento maior a probabilidade de o individuo
apresentar falha imunolégica. Cerca de 40% dos pacientes do grupo caso
apresentaram contagem muito baixa de linfocitos T CD4+ (<200 céls/uL), enquanto
gue no grupo controle foram 20% (Figura 17). Assim, contagem baixa de linfocitos T
CD4+ no inicio da terapia mostrou-se ser um fator de risco para falha imunologica nos
individuos HIV-positivos.

Figura 19 — Comparacéo da contagem de células T CD4+ pré-tratamento entre 0s grupos. A proporgéo
de pacientes de cada grupo (caso e controle) estratificados em relagdo a contagem de linfécitos T CD4+
(cels/pL). Pode-se observar uma tendéncia em relacdo a contagem de linfocitos T CD4+ pré-

tratamento, quanto menor os niveis dessas células no inicio da terapia maior a probabilidade de falha
imunoldgica (teste de Cochran-Armitage, p<0,001).
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Fonte: elaborada pelo autor.

4.2 VARIAVEIS GENETICAS
4.2.1 Polimorfismos do gene IL2

As distribuicbes genotipicas do gene IL2 se apresentaram em conformidade
com o equilibrio de Hardy-Weinberg em ambos os grupos estudados.

Dos individuos genotipados para o polimorfismo rs2069762, apenas trés foram
homozigotos para o alelo variante e 43 heterozigotos. Com isso, as frequéncias do

alelo G foram 20,8% (grupo caso) e 29,4% (grupo controle). Apesar do alelo variante
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se mostrar levemente mais frequente no grupo controle, ndo houve uma diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos estudados para o SNP rs2069762
(p=0,18) (Tabela 7).

Quanto ao polimorfismo rs2069763 foram observados 15 individuos
homozigotos para o alelo T e 71 heterozigotos. Sendo assim, sua frequéncia alélica
no grupo caso foi de 29,8% e 25,5% no grupo controle. Nao foi observado nenhuma
diferenca estatisticamente significativa para o SNP rs2069763 (p=0,41).

Assim, nenhuma associacao estatistica com a falha imunoldgica foi encontrada
nas analises univariadas para os polimorfismos do gene da IL2 (-330 T>G e o0 +114
G>T). O mesmo foi observado em relagcdo aos genoétipos na populacao de estudo para
ambos os SNPs (Tabela 7).

Tabela 7 - Distribuicao das frequéncias alélicas e genotipicas do gene IL2 nos grupos estudados e
teste de associacdo com ocorréncia de falha imunoldgica a ART nos individuos HIV-positivos.

Frequéncias Associacao Genética
IL2 (SNPs) Caso Controle OR
n=126 (%) n =122 (%) [1C-95%] p-value
Alelos
T 84 (79,2) 65 (70,6) 0,63 0.18*
G 22 (20,8) 27 (29,4) [0,31 -1,27]
Genotipos
rs2069762* T 31(58,5) 22 (47.8) Referéncia
(99/248) TG 22 (41,5) 21 (45,7) 0,75[0,31-1,81] 0,08*
GG 0(0,0) 3(6,5) 0,00 [0,00 — 1,89]
Modelo Dominante
TT 31 (58,5) 22 (47,8) 0,65 0.3
TG + GG 22 (41,5) 24 (52,2) [0,27 — 1,55] '
Alelos
G 125 (70,2) 140 (74,5) 1,23 0.41
T 53 (29,8) 48 (25,5) [0,76 — 2,01]
Genotipos
rs2069763 GG 45 (50,6) 52 (55,3) Referéncia
(183/248) GT 35 (39,3) 36 (38,3) 1.12[0,58-2,17] 0,41
TT 9 (10,1) 6 (6,4) 1,72 [0,50 - 6,38]
Modelo Dominante
GG 45 (50,6) 52 (55,3) 1,21 0.56
GT+TT 44 (49,4) 42 (44,7) [0,65 — 2,26] '

*Polimorfismo incluido nas andlises de regresséo logistica.
IC = Intervalo de confian¢a; OR = Raz&o de chances (do inglés, Odds Ratio).
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.2 Polimorfismos do gene IL2Ra (CD25)
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N&o houve diferencas estatisticamente significativas das frequéncias alélicas
ou genotipicas dos polimorfismos rs7072793 (C>T), rs3118470 (T>C) e rs706778
(T>C) entre os grupos estudados. Mostrando que esses SNPs do gene /IL2Ra néo
foram associados com a falha imunolégica. Todas as frequéncias observadas do
gene IL2Ra estiveram de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg. As frequéncias
alélicas e genotipicas para todos os l6cus, bem como as medidas de associacédo (OR,

IC de 95%) e seus p-values correspondentes estdo sumarizados na Tabela 8.

Tabela 8 — Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas do gene IL2Ra nos grupos estudados e
teste de associacdo com ocorréncia de falha imunoldgica a ART nos individuos HIV-positivos.

Frequéncias Associacao Genética
IL2Ra (SNPs)
Caso Controle OR
n=126(%) n =122 (%) [1C-95%] p-value
Alelos
C 73 (37,2) 72 (36,7) 0,98 10
T 123 (62,8) 124 (63,3) [0,64 — 1,51]
Genatipos
rs7072793 cC 14 (14,3) 13 (13,3) Referéncia
(196/248) CT 45 (45,9) 46 (46,9) 0,91[0,35 - 2,35] 10
TT 39 (39,8) 39(39,8) 0,93[0,35-2,44] ’
Modelo Dominante
cC 14 (14,3) 13 (13,3) 1,09 10
CT+TT 84 (85,7) 85 (86,7) [0,44 — 2,68]
Alelos
T 171 (80,7) 162 (76,4) 0,78 0.34
C 41 (19,3) 50 (23,6) [0,47 — 1,27]
Gendtipos
rs3118470* TT 69 (65,1) 65 (61,3) Referéncia
(212/248) TC 33(31,1) 32(30,2) 0,97 [0,52 — 184] 0,24*
cc 4 (3,8) 9 (8,5) 0,42 [0,09 — 1,60]
Modelo Dominante
TT 69 (65,1) 65 (61,3) 0,85 0.67
TC+CC 37 (34,9) 41 (38,7) [0,47 — 1,54]
Alelos
T 65 (42,8) 62 (44,3) 1,06 081
C 87 (57,2) 78 (55,7) [0,65 — 1,74]
Gendtipos
rs706778* TT 10 (13,2) 14 (20,0) Referéncia
(146/248) TC 45 (59,2) 34 (48,6) 1,84[0,67-526]  0,24*
cc 21 (27,6) 22 (31,4) 1,33[0,44 - 4,16]
Modelo Dominante
TT 10 (13,2) 14 (20,0) 1,96 018"

TC+CC 66 (86,8) 47 (80,0) [0,74 — 5,38]
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*Polimorfismo incluido nas analises de regressao logistica.
IC = Intervalo de confianca; OR = Razéo de chances (do inglés, Odds Ratio).
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.3 Haplétipos dos genes IL2 e IL2Ra

O coeficiente r> de LD para os dois polimorfismos do gene IL2 (rs206962-
rs2068763) foi de 0,14, indicando um desequilibrio de ligagdo muito baixo entre esses
SNPs. Para os trés polimorfismos do gene /L2Ra, as medidas de LD mostraram
valores para D’ de 0,77 (bloco com os trés SNPs: rs7072793-rs3118470-rs706778),
0,93 (rs706778-rs3118470) e 0,78 (rs3118470-rs707678). Contudo, os valores do
coeficiente r? foram: 0,42; 0,37 e 0,27, respectivamente, evidenciando apenas um
desequilibrio de ligacdo fraco ou parcial para formacdo de haplotipos entre esses
polimorfismos na populacéo de estudo (Figura 20).

Figura 20 — llustracdo esquemaética da formacao de haplotipos entre os SNPs dos I6cus IL2 e IL2Ra.
Nos quadrados séo evidenciados os valores de r? para desequilibrio de ligagéo entre os polimorfismos
estudados. O degrade de cores entre branco e preto exibe a medida de r?, onde os quadrados mais
escuros indicam alto desequilibrio de ligagéo.

IL2Ra
[ I ]
IL2 :

rs706778
rs3118470
rs7072793

rs2069763
rs2069762

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3 ANALISE DE REGRESSAO LOGISTICA

Embora algumas variaveis clinicas nado tenham sido associadas com a falha
imunoldgica, elas foram incluidas no modelo de regressao logistica juntamente com
alguns polimorfismos dos genes IL2 e IL2Ra, devido as suas importancias clinicas.

Além disso, a variavel contagem de células CD4+ pré-tratamento (<500 células/pL)



58

também foi incluida na andlise por ter se mostrado previamente associada com a
ocorréncia de falha imunoldgica.

Os resultados da regresséao logistica mantiveram a associacao significativa da
contagem de células T CD4+ pré-tratamento (<500 céls/pL), com um risco seis vezes
maior para ocorréncia de falha imunolégica (OR=6,526; p=0,009). Ademais, nesse
modelo de regressdo logistica a variavel sexo passou a ser estatisticamente
associada com a falha imunolégica. Com base no modelo, o sexo masculino mostrou-
se associado com risco mais de duas vezes maior para falha em relacdo ao sexo
feminino (OR=2,502; p=0,027; Tabela 9).

Tabela 9 — Varidveis incluidas no modelo de regresséo logistica para explicar a ocorréncia de falha
imunolégica.

Variaveis Estimativa(B) OR IC de 95% p-value
rs2069762 (IL2) TT -0,423 0,655 0,216 — 1,989 0,456
rs2069762 (IL2) TG -0,395 0,673 0,175-2,597 0,566
rs2069762 (IL2) GG -5,544 0,004 0,0003-0,052 0,987
rs3118470 (IL2Ra) TT 0,739 2,094 0,634-6,919 0,226
rs3118470 (IL2Ra) TC -0,556 0,574 0,210-1,571 0,914
rs3118470 (IL2Ra) CC -0,677 0,508 0,029 - 8,962 0,963
rs706778 (IL2Ra) TT 0,179 1,196 0,243 -5,889 0,825
rs706778 (IL2Ra) TC 0,366 1,442 0,332 -6,269 0,625
rs706778 (IL2Ra) CC -0,031 0,969 0,160 - 5,863 0,973
Sexo masculino 0,917 2,502 1,109 - 5,643 0,027
Tempo de inicio da terapia ap6s diagndstico 0,003 1,003 0,990 -1,017 0,619
Esquema ART com AZT 1,048 2,851 0,592-13,735 0,192
Esquemas ART com IP/r -0,697 0,498 0,231-1,075 0,076
Contagem de células T CD4+ <500 cels/uL 1,876 6,526 1,611-26,446 0,009
(Intercept) -2,572 - - 0,052

IC = intervalo de confianga; IP/r = inibidor de protease com ritonavir; OR = Odds Ratio.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Assim como nas analises univariadas de associa¢ao genética, 0os genaotipos dos
polimorfismos rs2069762 (IL2+114 G>T), rs3118470 (IL2Ra T>C) e rs706778 (IL2Ra
T>C) ndo foram associados com a ocorréncia de falha imunoldgica nas analises
multivariadas.

A validacao interna do modelo (ou seja, a medicdo de quao bem o modelo

explica os dados) indicou que a analise apresentou boa aderéncia (Z=0,534; p=0,593),
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significando que o modelo de regresséao logistica foi adequado para fazer previsdes

de ocorréncia de falha imunolégica com base nas varidveis incluidas.
4.4 PRODUGAO DE LINFOCITOS T CD4+

Devido a indisponibilidade de amostras de todos os individuos do estudo,
apenas 57 pacientes HIV-positivos em ART (29 do grupo caso e 28 do grupo controle)
foram incluidos nas analises de imunofenotipagem por citometria de fluxo.

A producéo timica dos pacientes em terapia foi analisada pelas células T CD4+
recém emigradas do timo usando a porcentagem do marcador CD31 (CD4+ CD31+)
e pelos linfocitos T CD4+ naive através dos marcadores CD45RA e CD62L
(CD4+>CD45RA+CD62L+).

Na imunofenotipagem dos linfocitos T CD4+ recém emigradas do timo foi
possivel observar que a porcentagem de CD31+ mostrou-se significativamente menor
no grupo caso que no controle (p<0,001; Figura 21). O mesmo foi observado na
andlise dos linfocitos T CD4+ naive (CD45RA+CD62L+) que foi também
estatisticamente menor nos pacientes do grupo caso (p=0,044). Ou seja, esses
resultados evidenciam que a producéo de linfécitos T CD4+ pelo timo mostrou-se
consideravelmente menor nos individuos em falha imunolégica do que aqueles em
sucesso imunolégico.

Figura 21 — Producéo de linfécitos T CD4+ em relacdo a expressao do CD31+ (A) e dos marcadores

CD45RA+ e CD62L+ (B) nos grupos de sucesso (controle) e falha (caso) imunolédgica. Valores de
média, desvio padrdo e p-value (teste t) sdo mostrados nos graficos.
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A fim de evitar o viés da idade e do sexo na analise, pois sdo fatores que podem
influenciar na producéo de linfécitos T CD4+, foi necessario realizar uma corre¢cdo com
estas variaveis atraves de estatistica univariada (Tabela 10). Com base nessa analise,
houve uma diferenca estatisticamente significante quanto ao sexo nos grupos
estudados (p=0,03), onde as mulheres foram mais frequentes no grupo controle que
no caso. Dessa forma, o sexo mostrou-se ser um fator de confusdo na analise de
expressao dos marcadores de producéo timica CD31+ e CD45RA+CD62L+.

Tabela 10 — Testes univariados para os fatores de confusdo da andlise de producéo timica dos
pacientes HIV-positivos em ART.

Variavel Caso n=29 (%) Controle n=28 (%) p-value
Masculino 17 (58,6) 8 (28,6)
Sexo o 0,03*
Feminino 12 (41,4) 20 (71,4)
Idade (Média + DP) 42 + 8,86 40 + 9,02 0,20**

*Teste Exato de Fisher. **Teste t (teste de Shapiro-Wilk: p=0,278). DP = Desvio padrao.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Devido a isso, foi realizado uma analise multivariada por regresséo logistica
com sexo, CD31% e CD45RA CD62L% para confirmacao da influéncia desses fatores
da recuperacao imunoldgica. A expressao do CD31 manteve-se mais frequente nos
individuos do grupo de sucesso que no de falha imunoldgica, com uma diferenca
estatisticamente significativa (f=-0,094; p=0,004). O mesmo foi observado também
para o sexo masculino que se mostrou como um fator de risco (3=1,494; p=0,024), e
evidenciando uma maior producdo timica em mulheres e nos pacientes HIV-positivos
em sucesso Iimunolégico a terapia antirretroviral. Contudo, a expresséo
CD45RA+CD62L+ perdeu associacdo no modelo da regresséo logistica, mantendo-
se apenas como uma tendéncia (f=-0,033; p=0,083). A validacao interna do modelo

indicou boa aderéncia na analise (z=1,108; p=0,268).
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5 DISCUSSAO

Desde a introducdo da ART na pratica clinica, a qualidade de vida e
sobrevivéncia dos pacientes HIV-positivos melhorou consideravelmente (PINZONE et
al.,, 2012; WHO, 2016). Contudo, apesar da eficiéncia da terapia, um numero
significante de individuos apresenta reconstituicdo insuficiente de linfécitos T CD4+
mesmo conseguindo suprimir a carga viral a niveis indetectaveis (CORBEAU;
REYNES, 2011; OKOYE; PICKER, 2013; TINCATI et al., 2018). Tendo isso em vista,
0 presente estudo avaliou a influéncia de polimorfismos nos genes IL2 e IL2Ra,
codificadores de proteinas envolvidas nas vias de proliferacdo dos linfécitos T CD4,
na recuperacdo imunoldgica dos pacientes HIV-positivos sob ART. Além disso,
verificou os niveis de producéo e migracéo das células T CD4 nesses individuos.

Levando em consideracdo os dados sociodemograficos, o sexo foi associado
com a falha imunoldgica na andlise de regressado logistica, neste caso o0 sexo
masculino mostrou-se ter maior risco de recupera¢do imunolégica insuficiente quando
em terapia antirretroviral. O mesmo foi observado nas analises de linfécitos T CD4
recém emigrados do timo, onde os individuos do sexo masculino apresentaram menor
porcentagem de CD31, um marcador de funcdo timica, mostrando assim uma menor
producdo timica sob ART. Apesar de alguns estudos demostrarem resultados
controversos (LI et al., 2011; MOORE et al.,, 2001), acredita-se que 0 sexo possa
influenciar no resultado terapéutico quanto a reconstituicdo do sistema imune
(CASTILHO; MELEKHIN; STERLING, 2014; PIDO-LOPEZ; IMAMI; ASPINALL, 2001).
Hunt et al. (2003) observaram em seus estudos que mulheres sob ART obtinham mais
linfécitos T CD4+ que homens, e de uma forma mais rapida, sugerindo que o sexo
feminino poderia ser um fator de protecao contra a falha imunolégica. As razbes para
isso ainda ndo estdo claras. Acredita-se que mulheres tendem a ter uma melhor
resposta timica a terapia em comparacéo aos homens, levando a uma maior producao
de células T naive, melhor resposta imune e taxas de mortalidade reduzida (PIDO-
LOPEZ; IMAMI; ASPINALL, 2001; TEIXEIRA et al., 2001). Além disso, tem sido
observado que individuos do sexo feminino tem uma melhor imunidade adaptativa por
apresentarem maior contagem de linfocitos T CD4 e maiores taxas de proliferacdo das
células T (KLEIN; FLANAGAN, 2016). Outra explicacdo plausivel poderia ser o efeito
antiapoptotico dos esteroides femininos nos linfécitos T CD4+ como evidenciado em

outras células do sistema imune, os linfocitos B e neutréfilos (GRIMALDI et al., 2002;
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MOLLOY et al.,, 2003). Mais estudos ainda sdo necessarios para uma melhor
compreensao de como o sexo influencia na resposta imunolégica dos pacientes HIV-
positivos a terapia antirretroviral.

Com relacdo as variaveis clinicas, nossos resultados evidenciaram a
associacdo da contagem baixa (<500 céls/uL) de células T CD4+ no inicio da terapia
com a ocorréncia de falha imunolégica em ambas as andlises (univariada e
multivariada por regressao logistica), assim como encontrado em outros trabalhos
(AIUTI; MEZZAROMA, 2006; HUNT et al., 2003; JEVTOVIC et al., 2005; KELLEY et
al., 2009; Ll et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2001). Foi devido a esses tipos de estudos,
que em 2015, a WHO passou a recomendar o inicio da ART assim que os individuos
sao diagnosticados com HIV/AIDS, independentemente da sua contagem de células
T CD4 (WHO, 2015). Essa estratégia de intervencao ficou conhecida como “test and
treat” (testar e tratar), que objetiva eliminar o HIV de circulacdo, uma vez que reduz a
taxa de propagacdo do virus para outras pessoas, além de diminuir as taxas de
progressao da doenca e melhorar os resultados terapéuticos dos pacientes em ART.
O test-and-treat foi primeiramente sugerido por Granich e colaboradores em 2009,
propondo aos paises mundiais, através de um modelo matematico, rastrear os
individuos infectados pelo HIV na populacéo e promover seu tratamento precoce. Um
beneficio tanto para o individuo HIV-positivo quanto para a populacdo geral
(GRANICH et al., 2009; NAH et al., 2017).

Além disso, foi observado uma tendéncia estatisticamente significativa dos
individuos HIV-positivos com baixa contagem de células T CD4+ pré-tratamento
estarem em maior nUmero no grupo caso que no grupo controle. Ou seja, quanto
menor a contagem de linfécitos T CD4+ no inicio da terapia, maior a probabilidade de
o individuo ter falha imunoldgica. Da mesma forma foi observado nos estudos de
Kelley et al. (2009), que evidenciaram uma correlagdo negativa na recuperagédo do
sistema imune nos pacientes em ART. Eles observaram que quanto menor o nivel de
células T CD4+ pré-terapia maior sera o tempo de recuperacao imunologica, podendo
variar de 6 meses até 7 anos. Em outro trabalho, pesquisadores demostraram que a
recuperacdo imune € menos evidente em pacientes que iniciam ART com
imunodeficiéncia severa (ISGRO et al., 2000).

Essa baixa taxa de recuperacdo imunologica parece ser oriundo de um

processo induzido pela infecgdo do HIV-1 que limita a producgéo de linfécitos T pelo
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timo, devido a exaustéo timica, e aumenta a destruicdo de células T na circulacédo, e
quando em terapia os individuos ndo conseguem apresentar reconstituicao
imunologica adequada (CORBEAU; REYNES, 2011; GAARDBO et al., 2012; OKOYE;
PICKER, 2013; TEIXEIRA et al., 2001). Isso pode ser confirmado nas analises de
producdo timica por imunofenotipagem, onde os individuos em falha imunolégica
apresentaram uma menor fungdo timica comparados aos pacientes em sucesso
imunologico, como demostrado pela baixa porcentagem de células T CD4 recém
emigradas do timo (CD31%). Esses resultados sugerem que a producéo de linfocitos
T CD4+ pelo timo pode ser um importante mecanismo de recuperacdo imunoldgica
dos pacientes HIV-positivos em ART, assim como observado também em outros
estudos (KOLTE, 2013; LI et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2001). Segundo Li et al.
(2011), a exaustdo timica é o principal mecanismo de falha na reconstituicao
imunoldgica durante a terapia antirretroviral.

Apesar de néo ter sido encontrado associagdo entre as coinfecgcfes e a
ocorréncia de falha imunologica, provavelmente devido ao tamanho amostral para
essas variaveis, muitos estudos tém reportado que a presenca de coinfec¢cdes com
outros virus durante a terapia pode retardar a recuperacao imunolégica (BATTEGAY
et al., 2006; JEVTOVIC et al., 2005; KELLEY et al., 2009; MANZARDO et al., 2015).

Quanto as variaveis genéticas, foram analisados cinco polimorfismos:
rs2069762 (-330 T>G) e rs2069763 (+114 G>T) no gene IL2, rs7072793 (C>T),
rs706778 (T>C) e rs3118470 (T>C) no IL2Ra, selecionados de acordo com critérios
funcionais. O polimorfismo rs2069762 € uma alteracdo nucleotidica que ocorre dentro
da regido promotora do gene IL2 e tem sido associado com os altos niveis plasmatico
da interleucina-2 (AMIRZARGAR et al., 2008; HOFFMANN et al., 2001). Segundo
Hoffmann et al. (2001), o polimorfismo na posicao -330 interfere na ligacdo de algum
elemento silenciador do gene IL2, e como consequéncia 0 gene é constantemente
expresso resultando no aumento da producdo de IL-2. Contudo, nenhum fator de
transcricdo até o momento foi descrito na regido -330 do gene. O mesmo tem se
observado para SNP rs2069763, que apesar de ser uma alteracdo silenciosa, e
consequentemente, produzir nenhuma mudanca de aminoacido na cadeia
polipeptidica da interleucina-2, tem sido também associado em alguns estudos com o
aumento da expressao de IL-2 no individuo (LIN et al., 2008; PENG et al., 2014). Com

isso, esses polimorfismos tém sido reportado como fatores de risco para varias
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doencas autoimunes, tais como llpus eritematoso sistémico, artrite reumatoide e
artrite cronica juvenil, e canceres (HARSINI et al., 2016; LIN et al., 2008; MADDAH et
al., 2016; PARK et al., 2011; WEI et al., 2010; ZHANG et al., 2016a), e como fatores
de protecéo para algumas doencas infecciosas, como exemplo hepatites B e C (GAO
et al.,, 2009; PENG et al., 2014). No presente trabalho, ndo houve associacdo dos
alelos nem genotipos do gene IL2 com a falha imunolégica na populacéo de estudo.

Esses estudos que reportaram associacdo do rs2069763 (T) com essas
doencas citadas anteriormente sempre ligavam esse polimorfismo ao SNP rs2069762
(G) da regiao promotora do IL2, sugerindo a formacéo de haplétipos entre eles, onde
0 1s2069763 refletia nesses estudos o papel funcional do polimorfismo rs2069762. O
mesmo também foi observado em outros trabalhos de associacdo, que tem reportado
a formacdo do haplotipo GT entre esses SNPs, rs2069762 (G) e rs2069763 (T)
(HARSINI et al., 2016; LIN et al., 2008; MADDAH et al., 2016). Contudo, esses estudos
foram conduzidos em populacdes asiaticas, que apresentam um background genético
diferente da populacdo brasileira. E isso possa ter refletido nos resultados desse
estudo, onde néo foi observado formacéo haplotipica entre esses polimorfismos de
acordo com o coeficiente r?, mostrando que esses SNPs nessa populagdo analisada
ndo se apresentam como haplétipos.

Alguns estudos tém evidenciado a associacdo dos polimorfismos rs7072793,
rs3118470 e o rs706778 (IL2Ra) com a alteracdo na expressao do receptor IL-2Ra
(CD25). Segundo Li et al. (2013) individuos com o alelo rs7072793-T apresentam
maiores expressdoes de CD25 devido ao aumento da atividade do promotor,
comparado com os que apresentam rs7072793-C. Acredita-se que a transicao alélica
de C para T do polimorfismo dentro da regido promotora do IL2Ra ocasiona uma nova
combinacéo no fator de transcricdo GATA-1, aumentando a atividade transcricional
do gene, e consequentemente, levando a uma maior producédo do receptor CD25
(CHEN et al., 2017; Ll et al., 2013; QU et al., 2009a). Com isso, teriamos um aumento
na proliferacdo das células T CD4, resultando em uma melhor reconstituicdo
imunoldgica nos pacientes em ART. Porém, nossos resultados ndo demostraram um
papel desse polimorfismo na recuperacao imunoldgica a terapia anti-HIV.

Os outros dois polimorfismos do gene IL2Ra (rs3118470 e 0 rs706778) tem sido
associados com a menor expressao génica, levando a diminuicdo na producdo da

proteina CD25, e consequentemente, influenciando na sinalizacéo e funcéo da IL-2
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nas células T CD4 ativados (OLIVEIRA et al., 2015; QU et al., 2007; SCHWARTZ et
al., 2017; STAHL et al., 2010; TANG et al., 2015). Esses polimorfismos mapeiam o
primeiro éxon e a regido 5’ do primeiro intron do gene IL2Ra, situados em regides de
ligacdo a elementos de regulacdo génica. Além disso, eles sdo Tag SNPs de outros
polimorfismos que possam também influenciar a expressao do gene (FICHNA et al.,
2012; QU et al., 2009a, 2009b). Existem pelo menos seis regides regulatorias positivas
e duas negativas que foram identificadas na regulagéo da expresséo do /L2Ra, que
localizam-se desde a regido promotora até o intron 1 do gene (KAWASAKI et al., 2009;
KIM; IMBERT; LEONARD, 2006). De acordo com Kawasaki et al. (2009), os
polimorfismos rs3118470T>C e rs706778T>C encontram-se em regides importantes
de ligacao a esses elementos reguladores. Sendo assim, é possivel que esses SNPs
possam estar envolvidos na regulacdo transcricional do /L2Ra, podendo afetar na
producdo do CD25 e conduzindo a uma proliferacéo reduzida dos linfocitos T CD4+.
Como consequéncia, os individuos poderiam apresentar uma recuperacao
imunologica insuficiente a terapia antirretroviral. Contudo, o presente estudo nao
evidenciou um papel desses Tag SNPs na falha imunolégica da ART.

Ademais, ndo foi observado na populagéo estudada formacédo haplotipica entre
os polimorfismos do gene IL2Ra (rs7072793, rs3118470 e rs706778). Nesta analise
foi utilizado como base o coeficiente r? de LD por ser uma medida consideravelmente
mais robusta para analise haplotipica que o D’, que é um coeficiente pouco
recomendado para estudos de associacdo devido sua limitacdo para analises com
tamanho amostral pequeno e baixa frequéncia alélica (DU; CLUTTER; LOHUIS, 2007;
HEDRICK; KUMAR, 2001; MUELLER, 2004). Com isso, devido os valores de r?> serem
baixos, esses polimorfismos ndo poderiam ser Tag SNPs um do outro por néo
fornecerem a mesma informacdo. Ou seja, para fins de mapeamento génico ou
associagao torna-se necessario a utilizacdo de ambos os polimorfismos no estudo.

Existem diversos fatores envolvidos na reconstituicdo imunolégica dos
pacientes HIV-positivos em ART (CORBEAU; REYNES, 2011; OKOYE; PICKER,
2013; PINZONE et al., 2012). No presente estudo, foi possivel observar que os
polimorfismos analisados nos genes da via de ativagcao e proliferacao dos linfocitos T
CD4 (IL2/IL2Ra) nao foram fatores determinantes para a recuperacao imunoldgica na
populacdo estudada pois a producdo timica mostrou-se influenciar mais na

reconstituicdo imune dos pacientes em terapia anti-HIV. Ainda assim, ndo se pode
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excluir os mecanismos genéticos envolvidos na recuperacdo imunoldgica desses
pacientes. Podem haver outras alteragdes genéticas, como polimorfismos em outros
genes, ou outras variacfes nos mesmos genes estudados, que possam influenciar na
reconstituicdo imunologica dos individuos HIV-positivos em ART, ou até mesmo, na
producéo dos linfécitos T CD4, visto que foram observadas diferencas no fenétipo
desses individuos.

Em resumo, o0s presentes resultados mostram que, das variaveis
sociodemogréficas e clinicas analisadas, apenas 0 sexo masculino e o inicio da ART
com contagem de células T CD4+ <500 céls/ul estiveram associados com a maior
probabilidade de falha imunoldgica. Além disso, a producao timica (linfécitos naive e
recém emigrados do timo) foi um importante mecanismo de reconstituicdo imunoldgica
dos pacientes em terapia, que foi influenciada também pelo sexo. E provavel que
esses fatores afetem a producado e proliferacdo dos linfécitos T CD4+ e, com isso,
influenciem na resposta imunolégica dos pacientes HIV-positivos em terapia

antirretroviral.
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6 CONCLUSOES

Dos aspectos sociodemograficos e clinicos, o sexo masculino e o inicio da ART
com contagem de células T CD4+ <500 céls/pl mostraram-se influenciar na
recuperacgdo imunoldgica dos pacientes em terapia anti-HIV, sendo fatores de
risco para falha imunolégica.

A producgédo de linfocitos T CD4 pelo timo (linfécitos T CD4 naive e recém
emigrados do timo) foi um mecanismo importante para reconstituigdo imune,
onde a funcdo timica mostrou-se ser maior nos individuos do grupo sucesso
imunologico do que nos do grupo falha imunologica.

N&o houve evidéncia na populacdo estudada de que os polimorfismos nos
genes IL2 e IL2Ra possuam influéncia na resposta imunoldgica dos individuos
infectados pelo HIV em ART.

O presente estudo também apresentou algumas limitacdes, tais com tamanho

amostral nas analises de imunofenotipagem e informacdes incompletas dos

prontuarios médicos. Apesar das limitagdes, o estudo permitiu entender melhor alguns

dos fatores e mecanismos envolvidos na recuperagao imunoldgica dos pacientes HIV-

positivos submetidos ao tratamento antirretroviral. Contudo, mais estudos ainda sao

necessarios para que os mecanismos envolvidos na resposta imune a ART possam

ser elucidados.
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ANEXO A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Fatores Genéticos Humanos Envolvidos no Curso da Infeccdo
pelo HIV: Transmissao Vertical, Imunidade e Resposta a Terapia Antirretroviral

Pesquisador responsavel Comité de Etica em Pesquisa

Antonio Victor Campos Coelho

Local de trabalho: Laboratério de Ruados Coelhos, 300, Boa Vista, Recife,
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) PE.

Av. Prof. Moraes Rego, 1235, Cidade Diretoria de Pesquisa, Prédio Orlando
Universitaria, Recife, PE. CEP: 50670- Onofre, 1° Andar.

901. Telefone: 2101-2542

antonio.victor@ufpe.br Funcionamento: 22 a 6° feira, 7h as
11h30/13h30 as 16h.
Médico supervisor da pesquisa Telefone:2122-4756

Luiz Claudio Arraes de Alencar (IMIP) comitedeetica@imip.org.br
lularraes@hotmail.com

Convidamos vocé a participar de uma pesquisa que estamos realizando sobre
diferencas genéticas envolvidas no comportamento do HIV no organismo. Algumas
pessoas combatem melhor o virus que outras durante a infec¢do; outras respondem
melhor a terapia com os antirretrovirais. Além disso, algumas criancas adquirem o
virus durante o parto ou amamentacao (transmissao vertical), enquanto outras nao.
Estamos fazendo essa pesquisa para tentar descobrir se diferencas genéticas
expliqguem essa diferenca entre as pessoas convivendo com o HIV e pretendemos
recrutar 400 voluntarios ao todo. Essa pesquisa é importante porque podera contribuir
para que no futuro os médicos melhorem os tratamentos contra o HIV. Além disso,
vocé podera solicitar aos pesquisadores que comuniquem os resultados a vocé e a
seu médico para que ele avalie se vocé obteria beneficios com as descobertas.

Com sua autorizacdo, gostariamos de realizarmos entre uma e cinco coletas
de pequenas quantidades do seu sangue (no maximo 8 mL por coleta), colhidas
durante os exames de rotina de acompanhamento da infec¢éo pelo HIV. Caso sejam
necessarias mais de uma coleta, elas serdo feitas a cada trés ou quatro meses, de
acordo com a rotina de suas consultas. Solicitamos também a sua autoriza¢do para
utilizar dados do prontuéario, como idade que iniciou 0 acompanhamento médico e 0s
resultados dos seus ultimos exames de rotina para avaliar o controle do HIV. Como a
Genética esta em constante evolugdo, é possivel que novas pesquisas além desta

sejam realizadas com suas informacdes e material bioldgico armazenados. Caso isso
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ocorra, 0s pesquisadores entrardo em contato com o comité de ética e com vocé para
solicitar nova autorizacao.

Informamos que o material contribuido por vocé sera armazenado no
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), que fica na Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE). Seu material ndo serd enviado a outros pesquisadores
brasileiros ou estrangeiros, permanecendo apenas no LIKA. O enderecgo do LIKA e as
formas de contato com os pesquisadores estdo no comeco desse documento.
Informamos que 0s riscos que vocé corre ao participar da pesquisa sdo apenas
sintomas provocados pela coleta do sangue como: vermelhiddo e dor no brago no
local da coleta e enjoo. Além disso, todas as suas informacgfes pessoais estarao
seguras. Nenhuma pessoa fora da pesquisa tera acesso a elas.

A participacdo na pesquisa é totalmente voluntaria. Nao havera nenhum gasto pela
sua participacao, ndo recebendo cobranca com o que serd realizado. Vocé também
ndo receberd nenhum pagamento ou beneficio financeiro pela sua participagdo. Da
mesma forma, ndo havera nenhum prejuizo a vocé caso ndo queira participar ou
desistir de participar desta pesquisa.

Caso vocé se sinta prejudicado (a) pelo andamento da pesquisa, asseguramos que
vocé recebera todas as assisténcias cabiveis neste hospital, incluindo o direito de
solicitar indenizacdo aos pesquisadores por eventuais danos. Caso vocé possua
alguma duavida acerca dos objetivos do estudo, por favor, entre em contato com 0s
responsaveis pela pesquisa. Além disso, se voceé tiver alguma consideracdo ou davida
sobre esta pesquisa, também pode entrar em contato com o comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do IMIP (CEP-IMIP), que objetiva defender os
interesses dos participantes, respeitando seus direitos e contribuir para o
desenvolvimento da pesquisa desde que atenda as condutas éticas.

Eu,

(nome completo) compreendi as informacfes repassadas e autorizo que seja

realizada a avaliagcdo genética da amostra de sangue coletada, e concordo que 0s
dados obtidos sejam utilizados para pesquisa. Declaro que fui informado (a) pela
equipe do pesquisador Sergio Crovella sobre os objetivos da pesquisa e estou
consciente de que:

1. Concordei em participar da pesquisa sem nenhum tipo de presséo;
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Posso a qualguer momento entrar em contato por telefone com o pesquisador
se tiver qualquer duvida sobre os procedimentos, riscos e beneficios da
pesquisa;

Posso a qualguer momento desistir de participar da pesquisa, sem que iSSo
prejudique meu atendimento no hospital;

O pesquisador podera ter acesso ao meu prontuario e que minhas informacgdes
pessoais serdo mantidas em sigilo;

Recebi uma copia deste documento.

Assinatura do Voluntario

Assinatura da Testemunha Assinatura da Testemunha

Assinatura do Pesquisador Responsével

NuUmero do prontuério Cdédigo de amostra

Incluséo no Brago (Transmisséo vertical do HIV) C do estudo?

SIM( ) NAO ()

Se SIM, aplicar o termo de assentimento para a coleta do (a) filho (a) da paciente.




83

ANEXO B — QUESTIONARIOS E FORMULARIOS DE ACOMPANHAMENTO

FORMULARIO A - RECRUTAMENTO: COLETA DE DADOS CLINICOS

1. Dados pessoais (apenas para identificacdo,

NAO seréo divulgados)

Nome do Paciente
Data de Nascimento Naturalidade Cidade de residéncia Sexo
M() | F()
2. Informacdes clinicas e epidemiolégicas
Etnia (segundo classificacdo do IBGE) Escolaridade (anos) Renda mensal (reais)
() Branca () Indigena
() Negra () Amarela
() Parda () Ignorado
Peso (kg) Altura (m)
Fumo Etilismo
SIM( ) SIM( )
Se SIM, quantos cigarros por dia? Se SIM, quantas un. por semana?
NAO ( ) NAO ()
Se NAO, parou de fumar? Se NAO, parou de beber?
SIM( ) NAO( ) SIM( ) NAO( )
Comorbidades pré-existentes
Desordem Psiquiétricas SIM( ) NAO ( ) IGNORADO ( )
Doenca autoimune SIM( ) NAO ( ) IGNORADO ( )
Doenga cardiovascular SIM( ) NAO ( ) IGNORADO ( )
Diabetes SIM( ) NAO ( ) IGNORADO ( )
Doenca renal SIM( ) NAO ( ) IGNORADO ( )
Doenca de figado SIM( ) NAO () IGNORADO ( )
Osteoporose SIM( ) NAO ( ) IGNORADO ( )
Se SIM, houve fratura? SIM( ) NAO () IGNORADO ( )

Local da fratura:

3. Infeccéo pelo HIV

Modo de transmisséo (marcar todos que se apliquem)

(_ ) Transmisséo vertical

() Relacéo sexual heterossexual

() Relacéo sexual homossexual

(_ ) Transfusao sanguinea

(_ ) Durante tratamento para hemofilia

(_ ) Acidente com material biolégico

(_ ) Uso de drogas injetaveis

() IGNORADO

Idade de Inicio da vida sexual

Data de diagnéstico de infecgdo pelo HIV

Possui parceiro(a) fixo(a)?

SIM( )

NAO (SOLTEIRO(A)) ( )

MULTIPLOS PARCEIROS(AS)
()

O paciente é usuario de
drogas?

SIM () Qual?

NAO ( )




84

Se a paciente for mulher, ela esté atualmente gravida?

SIM( ) Més de gestacao: | NAO ()
O(a) paciente tem filhos?

N° Idade Sexo Tipo de parto Status de HIV
1 M( ) F() normal () cesariana (_ ) POS( ) NEG()
2 M( ) F() normal ( )cesariana( ) | POS( ) NEG ()
3 M( ) F() normal () cesariana () POS( ) NEG()
4 M( ) F() normal ( )cesariana( ) | POS( ) NEG ()
5 M( ) F() normal ( )cesariana( ) | POS( ) NEG()

4. Perspectivas do paciente acerca do acompanhamento médico

O paciente concorda com a seguinte frase: “Posso ter uma vida normal se for acompanhado(a)

pelo médico e seguir suas orientagdes”?
SIM( ) | NAO ()
Como o paciente considera as consultas médicas?
Muito importantes Importantes Indiferente Pouca importancia Sem importancia
Q) Q) Q) () Q)
O gque o paciente acha do atendimento no hospital?
Bom () | Regular () | Ruim ()
Com relagdo as consultas, o quéo frequentemente o paciente falta a elas?
Muitas vezes Algumas vezes Ocasionalmente Raramente Nunca
() () () () ()
Considerando as condic¢des financeiras, de transporte, de trabalho, dentre outras, do paciente,
como ele(ela) diria o quéo facil é chegar no hospital?
Muito facil () | Facil () | Normal( ) | Dificil( ) | Muito dificil ()

Considerando as visitas anteriores ao hospital, o(a) paciente estaria disposto(a) a continuar o
tratamento no hospital, ou seja, voltaria nas préximas consultas?

SIM( ) | NAO ( )

5. Coinfec¢des, infecgdes oportunistas e doencas definidoras de AIDS (ver no prontuario)

Datas
Sorologia para Hepatite B? POS () NEG () IGN( )
Sorologia para Hepatite C? POS () NEG () IGN( )
Se SIM, tratamento para Hepatite C? SIM( ) NAO () IGN ()

Qual esquema?

Datas
Tuberculose? POS () NEG () IGN( )
Se SIM, estado da infeccéo: ATIVA () LATENTE () IGN ()
Esta em tratamento? SIM( ) NAO ( ) IGN ()

Qual esquema?

Doencas definidora de AIDS?

() Candidiase oral () Candidiase do eséfago
(_ ) Febre ou diarreia por 1 més ou mais (_ ) Deméncia pela AIDS
() Herpes simples por 1 més ou mais () Herpes zoster
() Infeccdo pelo CMV (_ ) Perda de peso acentuada
() Pneumonia () Toxoplasmose
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NOME CODIGO | PAGINA

1. Informacgdes clinicas e epidemiolégicas
1.1 Peso e altura

Datas Peso (kg) Altura (m)
1
2
3
4
1.2 Fumo e etilismo

Datas Fumo Etilismo
1 SIM( ) NAO( ) SIM( ) NAO( )
2 SIM( ) NAO( ) SIM( ) NAO( )
3 SIM( ) NAO( ) SIM( ) NAO( )
4 SIM( ) NAO( ) SIM( ) NAO( )

Se SIM, indigue quantas unidades sdo consumidas:

Datas . . Etilismo (unidades por
Fumo (cigarros por dia)
semana)
1
2
3
4
1.3.1 Comorbidades. Se houver mudanca de status, indicar a data
Comorbidade Status Datas

Desordem Psiquiatricas

Doenca autoimune

Doenca cardiovascular

Diabetes

Doenca renal

Doenca de figado

Osteoporose

2. Infecgé@o pelo HIV
2.1 Parceiros sexuais

Possui parceiro(a) fixo(a)?

SIM( )

| NAO (SOLTEIRO(A)) ( ) | MULTIPLOS PARCEIROS(AS) ()

2.2 Gravidez e HIV

Datas Se a paciente for mulher, ela esta atualmente gravida?

1 SIM( ) Més de gestaco: NAO ()

2 SIM( ) Més de gestaco: NAO ()

3 SIM( ) Més de gestacéo: NAO ()

4 SIM( ) Més de gestaco: NAO ()

Se alguma resposta for SIM durante o periodo de acompanhamento, qual o estado Data de

sorolégico da(s) crianca(s)? Nascimento

Filhol | SexoM( ) F( ) | POSITIVO () | NEGATIVO () | IGNORADO ( )

Filho2 | SexoM( )F( ) | POSITIVO () | NEGATIVO () | IGNORADO ( )

Filho3 | SexoM( ) F( ) | POSITIVO () | NEGATIVO () | IGNORADO ( )

Filho4 | SexoM( ) F( ) | POSITIVO () | NEGATIVO () | IGNORADO ( )
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3. Se iniciou tratamento antirretroviral, indique a seguir, bem como eventuais efeitos adversos aos

medicamentos

Esquema

Data de inicio

FORMULARIO C — ACOMPANHAMENTO DE EXAMES

NOME CODIGO | PAGINA
4. Coinfeccgbes, infecgbes oportunistas e doencgas definidoras de AIDS
4.1 Sorologia de hepatites virais
Sorologia para Hepatite B Datas
POSITIVO () NEGATIVO () IGNORADO () 1
POSITIVO () NEGATIVO () IGNORADO () 2
POSITIVO () NEGATIVO () IGNORADO () 3
POSITIVO () NEGATIVO () IGNORADO () 4
Sorologia para Hepatite C Datas
POSITIVO () NEGATIVO () IGNORADO () 1
POSITIVO () NEGATIVO () IGNORADO () 2
POSITIVO () NEGATIVO () IGNORADO () 3
POSITIVO () NEGATIVO () IGNORADO () 4
Se POSITIVO, estd em tratamento contra a hepatite C?
SIM( ) | NAO () | IGNORADO ()
o Adeséo e
Esquema Data de inicio Data de troca da
(%) troca
1
2
3
4
4.2 Infecgdo por Tuberculose
Infeccao por tuberculose Datas
POSITIVO () NEGATIVO () IGNORADO () 1
POSITIVO () NEGATIVO () IGNORADO () 2
POSITIVO () NEGATIVO () IGNORADO () 3
POSITIVO ( ) NEGATIVO () IGNORADO ( ) 4
Se POSITIVO, esté tratamento contra a tuberculose?
SIM( ) | NAO () | IGNORADO ()
o Adeséo Slctie
Esquema Data de inicio Data de troca da
&) troca
1
2
3

4.3 Doencas definidoras de AIDS (Se houver mudanca de status, indicar a data)
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Doenca Status Data
Candidiase oral
Febre ou diarreia por 1 més ou
mais
Herpes simples por 1 més ou mais
Infeccao pelo CMV
Pneumonia
Candidiase do esbfago
Deméncia pela AIDS
Perda de peso acentuada
Toxoplasmose
5. Acompanhamento de carga viral e contagem de linfécitos
Ne DATA CV | LOGw(CV) | CD4+ C(?/S* CD8+ C(E;g* CD45+
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
6. Medicéo de adeséo ao tratamento anti-HIV CODIGO DE AMOSTRA:
Prescricdo | Esquemal | Esquema2 | Esquema3 | Esquema4 | Esquema5 | Esquema 6
NO
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
7. Controle de esquemas e trocas
o Adeséo enve
Esquema Data de inicio Data de troca da
(&4 troca

OB [WIN|F-
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Dados pessoais
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91

Artigos completos publicados em periddicos

1. Silva-Carvalho, Wlisses Henrique Veloso; DE MOURA, RONALD RODRIGUES;
COELHO, ANTONIO VICTOR CAMPOS; CROVELLA, SERGIO; GUIMARAES,
RAFAEL LIMA.

Frequency of the CCR5-delta32 allele in Brazilian populations: A systematic literature
review and meta-analysis. Infection, Genetics and Evolution (Print)., v.43, p.101 - 107,
2016.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. MESQUITA, M. S.; SILVA,J.E. A.; CRUZ,H. L. A.; SILVA,H.H. S. A.; CARVALHO-
SILVA, W. H. V.; PONTILLO, A.;: CROVELLA, S.; SILVA, J. A.; GARCIA, P. S.

A 3'UTR SNP IN NLRP3 GENE IS ASSOCIATED WITH SUSCEPTIBILITY TO
SYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS In: XX| Enconto de Genética do Nordeste -
XXI ENGENE, 2016, Recife. Anais do XX| ENGENE 2016., 2016.

2. SANTOS, J. L. A.; CARVALHO-SILVA, W. H. V.; MESQUITA, M. S.; COELHO, A.
V. C.; GUIMARAES, R. L.

ANALISE DE ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO SDF - 1 3A COM A
SUSCEPTIBILIDADE A INFECQAO PELO HIV - 1: UMA META - ANALISE GLOBAL
In: XXI Encontro de Genética do Nordeste - XXI ENGENE, 2016, Recife. Anais do
XXI ENGENE 2016., 2016.

3. CARVALHO-SILVA, W. H. V.; SANTOS, J. L. A.; ARAGAO, M. A. L.; SILVA, H. H.
S. A.; SILVA, J. E. A.; COELHO, A. V. C.; GUIMARAES, R. L.

ASSOCIATION STUDY OF CCR5 DELTA32 POLYMORPHISM WITH THE
SUSCEPTIBILITY TO HIV - 1 INFECTION IN POPULATIONS FROM STATE OF
PERNAMBUCO In: XXI Enconto de Genética do Nordeste - XXI ENGENE, 2016,
Recife. Anais do XX|I ENGENE 2016., 2016.

4. SILVA, H. H. S. A.; ARAGAO, M. A. L.; MOURA, R. R.; BRANDAO, L. A. C.;
CROVELLA, S.; CARVALHO-SILVA, W. H. V.

FINDING NEW PRIMARY RESISTANCE MUTATIONS OF HIV INTEGRASE GENE
ON NAIVE PATIENTS In: XXI Enconto de Genética do Nordeste - XXI ENGENE, 2016,
Recife. Anais do XXI ENGENE 2016., 2016.

5. ARAGAO, M. A. L.; MOURA, R. R.; KAMADA, A. J.; SILVA, H. H. S. A.; OLIVEIRA,
T. C.; CARVALHO-SILVA, W. H. V.; BRANDAO, L. A. C.; CROVELLA, S.
MITOCHONDRIAL DNA ANALYSIS AND INFERENCE OF MATERNAL ANCESTRY
IN ADMIXED INDIVIDUALS FROM PERNAMBUCO, BRAZIL In: XXI Enconto de
Genética do Nordeste - XXI ENGENE, 2016, Recife. Anais do XXI ENGENE 2016.,
2016.

6. SILVA, J.E. A,; LIMA, C. A. D.; SANTOS, P. D. A.; MESQUITA, M. S.; CARVALHO-
SILVA, W. H. V.; ARAUJO, M. H. Q.; RUSHANSKY, E.; CROVELLA, S.; SILVA, J. A;;
GARCIA, P. S.

MYD88 SNP RS6853 IS NOT ASSOCIATED WITH RHEUMATOID ARTHRITIS
SUSCEPTIBILITY AND TNF &#945; LEVELS In: XXI Enconto de Genética do
Nordeste - XXI ENGENE, 2016, Recife.Anais do XX| ENGENE 2016., 2016.
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