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RESUMO

A falha imunolégica em pacientes portadores do Virus da Imunodeficiéncia Adquirida
(HIV) decorre da nao recuperacao de células T CD4+, mesmo nos individuos que
apresentam carga viral baixa. A morte celular exacerbada apresenta-se como um dos
principais mecanismos de falha, sendo a piroptose a principal via de morte observada
no processo de infeccdo pelo HIV-1. O objetivo do estudo foi avaliar a influéncia da
morte celular por piroptose na falha imunologica de individuos HIV-1 positivos
submetidos a terapia antirretroviral. Foram recrutados 248 pacientes. Variantes em
cinco genes da via da piroptose foram avaliadas por genotipagem utilizando sondas
Tagman. Variaveis clinicas, epidemiolégicas e laboratoriais dos individuos foram
consideradas para associacdo. A imunofenotipagem das células foi avaliada por
citometria de fluxo. Os resultados demonstraram que os polimorfismos rs10754558
(NLRP3), rs2043211 (CARDS), rs1143634 (IL1B) e rs6940 no gene IFI16 nao
demonstraram associacdo com a falha imunoldgica. O polimorfismo rs187238 (IL18)
demonstrou associacdo do alelo C (p<0,001) e do gendtipo CC (p= 0,009) com
protecdo ao desenvolvimento de falha imune na populagéo analisada. A contagem de
células T CD4+<350 céls/uL apresentou-se associada com o risco de falha imune
(p<0,001). A analise imunofenotipica ndo apresentou associacdo estatistica da
piroptose entre 0s grupos, tanto das células T CD4+ gerais quanto das células T CD4+
recém emigradas do timo. Porém, observou-se que 0 grupo caso possui um maior
nivel de morte por piroptose que nos individuos controles. Estes resultados podem
contribuir para um melhor entendimento dos mecanismos que podem levar a falha

imunoldgica, servindo de auxilio para pesquisas futuras.

Palavras-Chave: AIDS. Imunogenética. Morte celular. Falha terapéutica.



ABSTRACT

Immunological failure in patients with Acquired Immunodeficiency Virus (HIV) is due to
non-recovery of CD4+ T cells, even in individuals with low viral load. Exacerbated cell
death is one of the main mechanisms of failure, with pyroptosis being the main pathway
of death observed in the HIV-1 infection process. The aim of the study was to evaluate
the influence of pyroptosis cell death on the immunological failure of HIV-1 positive
subjects undergoing antiretroviral therapy. A total of 248 patients were recruited.
Variants in five genes of the pyroptosis pathway were evaluated by genotyping using
Tagman probes. Clinical, epidemiological and laboratory variables were considered for
association. Immunophenotyping of the cells was assessed by flow cytometry. The
results demonstrated that the polymorphisms rs10754558 (NLRP3), rs2043211
(CARDS), rs1143634 (IL1B) and rs6940 in the IFI16 gene showed no association with
the immunological failure. The polymorphism rs187238 (IL18) showed association of
the C allele (p<0.001) and the CC genotype (p=0.009) with protection against the
development of immune failure in the analyzed population. The CD4+ T cell count <350
cells/uyL was associated with the risk of immune failure (p <0.001). The
immunophenotypic analysis did not present statistical association of pyroptosis
between the groups, both of the general CD4+ T cells and of the newly emigrated
CD4+ T cells of the thymus. However, it was observed that the case group had a higher
level of pyroptose death than controls. These results may contribute to a better
understanding of the mechanisms that may lead to the immunological failure, serving

as an aid to future research.

Keywords: AIDS. Immunogenetics. Cell death. Therapeutic failure.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) desde o inicio da sua
epidemia apresenta indices significativos de morbimortalidade em todo o mundo,
necessitando, assim, de uma extrema atencao social, politica e econémica, por se
apresentar como um problema de saude publica.

Atualmente, apesar de numeros ligados a infeccdo sempre serem
epidémicos, muito se evoluiu, uma vez que as pesquisas envolvendo o HIV-1
possibilitaram um melhor entendimento dos mecanismos fisiopatolégicos do virus,
promovendo assim o desenvolvimento da terapia antirretroviral. O objetivo principal
da terapia é a diminuicdo da carga viral a niveis considerados indetectaveis, vindo
a contribuir para uma melhor expectativa de vida dos pacientes infectados. Mesmo
com a terapia antirretroviral, alguns aspectos envolvendo a falha terapéutica ainda
séo desconhecidos.

Um destes aspectos é o fato de que entre 15% a 30% dos pacientes, que
conseguem a reducdo da carga viral, ndo conseguem obter um ganho das células
T CD4+, constituindo o grupo dos individuos em falha imunoldgica. Este fato é
considerado contraditério, uma vez que com menos virus circulante, espera-se
menos células infectadas e, consequentemente, aumento da contagem dos
linfécitos. Apesar de ser considerada multifatorial, duas caracteristicas tém se
mostrado associadas a falha, sendo elas a reducdo na sintese de novas células e
a morte celular exacerbada.

Inicialmente, acreditava-se que a deplecdo de células T CD4+ durante o
processo de infeccéo pelo HIV-1 e a progresséo para a AIDS ocorria devido a um
efeito citopatico em consequéncia de uma infecgdo produtiva nas células. No

entanto, estudos in vitro mostraram que apenas 5% das células que morrem sdo
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permissivas a infeccao viral, e acabam gerando infec¢des abortivas, culminando na
morte por apoptose, sendo os demais 95% derivados de uma outra via de morte
celular, a piroptose.

A piroptose é uma forma de morte celular programada, altamente
inflamatoria, que ocorre mais frequentemente apds a infeccdo com patdgenos
intracelulares. Todo o mecanismo por tras desse tipo de morte é estreitamente
regulado por mecanismos genéticos que determinam a expressao de genes
relacionados com a ativacao e bloqueio da morte celular por piroptose.

Nesse contexto, a piroptose como possivel causa da falha imunoldgica
apresenta-se bastante justificavel, dada a sua importancia na destruicdo de células
T CD4+ durante o processo de infeccdo. Além disso, o fato de que a exacerbacao
da ativacdo desta via pode agudizar a destruicdo destas células, promovendo a
progressao dos individuos para a AIDS, faz com que a analise de polimorfismos
gue possam estar relacionados com esse aumento torne-se necessaria, dada a

influéncia genética no controle da morte celular.
1.1  OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral
Avaliar a influéncia da via de piroptose e sua possivel associacdo com a

falha imunoldgica em individuos vivendo com HIV-1 em terapia antirretroviral.

1.1.2 Objetivos Especificos

o Avaliar a influéncia dos indices clinicos e epidemiologicos dos individuos

vivendo com HIV-1 na ocorréncia da falha imunolégica;



19

o Avaliar a possivel associacdo dos polimorfismos nos genes NLRP3
(rs10754558), CARDS8 (rs2043211), IL1B (rs1143634), 1L18 (rs187238) e IFI16
(rs6940) na susceptibilidade a falha imunoldgica;

o Comparar niveis de piroptose em células mononucleares do sangue
periférico de individuos HIV-1 em falha e sucesso imunoldgico, indicando se ha

associacdo com a falha imunolégica;



20

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (AIDS)
2.1.1 Histoérico

Entre o final da década de 70 e o inicio dos anos 80, foi relatado pelo Centers
for Disease Control and Prevention (CDC) dos Estados Unidos que cinco individuos
jovens, previamente saudaveis, todos homossexuais, apresentavam pneumonia
causada por um agente comum, o Pneumocystis carinii. Associada a essa infeccao,
estavam outras comorbidades, como: o citomegalovirus, a candidiase
mucocutanea e o sarcoma de Kaposi. Ainda na mesma época, foram também
relatados casos de infec¢cbes em individuos que faziam uso de drogas injetaveis,
colocando em questionamento o que poderia estar causando estes quadros
clinicos. Em comum, ambos 0s grupos tinham uma severa depressdo do sistema
imune (CDC, 1982a; MASUR et al., 1981; WOROBEY et al., 2016).

Muito se especulava em torno do contato homossexual ainda como Unica
forma de contagio pelo desconhecido agente imunossupressor, porém, surgiram
entdo os primeiros relatos de hemofilicos e haitianos infectados, desfocando a
relacdo homoafetiva como Unica forma de infeccdo (CDC, 1982b, 1982c;
FORSTEIN, 2013).

Com o passar do tempo e a expansao de novos casos, individuos de paises
europeus também comecaram a desenvolver o quadro, apontando a disseminacéo
do agente pelo mundo. Consecutivamente, individuos heterossexuais, que
receberam transfusdes sanguineas e profissionais da saude que sofreram
acidentes ocupacionais também foram associados a infeccdo. Com a primeira

infeccdo de uma crianga, ap0s muitas especulacdes, chegou-se a conclusédo que
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havia possibilidade da transmisséo vertical (CDC, 1983; ROZENBAUM et al., 1982;
VILASECA et al., 1982)

O CDC decide, em 1982, nomear a desconhecida doenca, determinando o
termo Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), para se referir a depressao
do sistema imune associada a maior susceptibilidade de desenvolver infeccbes
oportunistas e outras doencas. Os anos seguintes foram de uma incessante busca
da comunidade cientifica, por respostas visando elucidar os mecanismos
envolvidos na AIDS, principalmente o agente etiolégico, a questdo mais intrigante
para os pesquisadores (CDC, 1982d).

O Instituto Pasteur, da Franca, saiu na frente nas pesquisas identificando um
virus que nomearam Lymphadenopathy-Associated Virus como sendo o causador
da AIDS. Por sua vez, o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos também
anunciou ter achado um provavel agente infectante, o Human T-lymphotropic
virus lll. Apés analises genéticas dos dois possiveis agentes etioldgicos, conclui-se
gue ambos eram geneticamente semelhantes, tratando-se do mesmo virus.
Posteriormente, em 1986, foi visto que se estava diante de um novo retrovirus,
ficando estabelecido pela Comissao Internacional para a Taxonomia dos Virus que
se chamaria Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1) (BARRE-SINOUSSI
et al., 1983; CASE, 1986; GALLO et al., 1984).

A explicagcéo de sua origem, a sua clonagem e a obtencao de sua informacéo
gendmica foram avanc¢os de suma importancia para que se chegasse a toda gama
de conhecimento atual sobre o HIV e o desenvolvimento da terapia antirretroviral
(BADER et al.,, 2006; BARRE-SINOUSSI; ROSS; DELFRAISSY, 2013; LOS

ANGELES TIME, 1996; PARSONS et al., 2006).
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Apoés o isolamento e a compreensdo dos mecanismos aos quais 0 Virus
estava envolvido, deu-se inicio a busca por drogas que o combatessem, sendo as
primeiras pesquisas repletas de tentativas sem éxito. Em 1987, disponibilizou-se o
primeiro farmaco utilizado no tratamento contra o HIV-1, a Zidovudina ou
Azitomidina (AZT), um Inibidor Nucleosidico da Transcriptase Reversa (INTR),
sendo utilizado por diversos anos em como Unica droga terapéutica no combate a
infeccdo. Além de INTRs, foram sendo desenvolvidos outros grupos de farmacos
ao longo do tempo, como os Inibidores de Protease (IPs) e Inibidores N&o-
Nucleosidicos da Transcriptase Reversa (INNTRs), porém todos utilizados em
esquema de monoterapia, 0 que trazia muitas limitacdes no tratamento, sendo a
principal delas o desenvolvimento de resisténcia genética do virus a mesma
(AIDSINFO, 1987; BARRE-SINOUSSI; ROSS; DELFRAISSY, 2013; MONTANER
et al., 1998).

Observou-se entdo que, quando as classes de antirretrovirais eram
combinadas, a supressao viral e o aumento no quantitativo de linfécitos T CD4+ (do
inglés thymus-derived lymphocytes e cluster of differentiation) eram significativos.
Assim, esquemas terapéuticos formados por mais de uma classe de medicamentos
antirretrovirais eram mais indicados, originando assim o0 conceito de terapia
antirretroviral altamente efetiva (HAART, do inglés, Highly Active Antiretroviral
Treatment). A doencga, que podia levar a morte, passou entdo a ser considerada
uma sindrome de carater crbnico, em que ha uma maior expectativa de
sobrevivéncia para os individuos, desde que recebam terapia antirretroviral (TARV)
e sigam todas as recomendacfes medicas, com uma adesdo ao tratamento
também satisfatoria (HIRSCH et al., 1998; PALELLA et al., 1998; POLIS et al.,

2001).
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Apesar dos avanc¢os na tentativa de encontrar mecanismos que debelem o
virus, a cura da AIDS continua sendo uma meta para 0s cientistas. Muitos
guestionamentos ainda estdo sem respostas, necessitando cada vez mais de
discussbes sobre o tema, para que a terapia antirretroviral seja cada vez mais
eficiente na reducdo da viremia, com o minimo de efeitos adversos possiveis
(BARRE-SINOUSSI; ROSS; DELFRAISSY, 2013; MALATINKOVA et al., 2015;

PALMISANO; VELLA, 2011).

2.1.2 Epidemiologia

De acordo com a Junta das Nacdes Unidas para HIV-AIDS (UNAIDS), em
seu relatorio anual divulgado em 2017, com dados referentes ao ano de 2016, a
estimativa é de que existam 36,7 milhdes de casos de pessoas vivendo com HIV
em todo o mundo, onde foram relatados 1,8 milhdes de novas infeccées, e um total
de 1 milhdo de mortes por causas relacionadas a AIDS (UNAIDS, 2017a).

Embora os nimeros sejam considerados elevados dentro do contexto da
AIDS (Figura 1), a analise comparativa entre os anos de 2010 a 2016 aponta uma
reducao de aproximadamente 16% no numero de novas infec¢des, o que pode ser
considerado bastante significativo, dado o padréo epidémico da sindrome. Partindo
da reducdo no numero de o6bitos, o report da Organizacao Mundial de Saude traz
que entre os anos de 2005 e 2016, o numero de Obitos foi reduzido em 48%

(UNAIDS, 2017a; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).
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W >150.000 H 33.000 - 150.000 M 8.600 - 33.000
<8.600 Sem dados

Figura 1. Namero de pessoas vivendo com HIV, entre os anos de 1990 e 2016. Adaptado de
http://aidsinfo.unaids.org/ (Acesso em 25/05/2018)

A andlise global envolvendo os grupos de risco, em regides com epidemia
concentrada, mostra que entre a maior parte das novas infeccdes, figuram homens
gays e homens que fazem sexo com outros homens (12%), usuarios de drogas
injetaveis (8%) e profissionais do sexo (5%). Tais numeros, devem-se muito ao
estigma social sofrido por eles, havendo até paises que possuem leis que 0s
criminalizam, fazendo com que o0 acesso a prevencao seja limitado (UNAIDS,
2017a).

Ainda nesse aspecto, um dado que tem chamado bastante atencdo, a
transmissdo entre heterossexuais esta sendo responsavel pela maioria das
infeccbes pelo HIV-1 em todo o mundo, com uma diminuicdo nos considerados
grupos de risco, diferente do inicio da epidemia (SHAW; HUNTER, 2012; UNAIDS,
2017a).

Mulheres, entre 15 e 24 anos, tem se apresentado como um grupo,
crescente, de alto risco para novas infec¢gbes entre os anos de 2010 e 2015,

principalmente na Europa, nas Américas e no Oeste Mediterraneo. Quando
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comparados homens e mulheres da mesma faixa etaria, 0 nimero de novas
infeccdes foi 44% maior em mulheres que em homens. Apesar deste valor elevado,
a porcentagem de novos casos nesta mesma faixa etaria vem diminuindo
consideravelmente, chegando a 16% e 17% em individuos do sexo masculino e
feminino, respectivamente, entre os anos de 2010 e 2016 (UNAIDS, 2017a;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Na América Latina, estima-se que o numero de individuos infectados seja de
aproximadamente 1,8 milhdes. Ainda neste contexto, o relatério da UNAIDS por
regides do mundo traz que o niumero de novas infeccBes na América Latina chegou
a 97.000 e o numero de 6bitos a 36.000 tendo a AIDS como causa base.

O Brasil € o pais mais populoso da América Latina, sendo também o que
concentra mais casos de infec¢des pelo HIV-1, chegando a quase metade deles
(49%) (UNAIDS, 2015a, 2017a). Desde o inicio da epidemia, na década de 80, até
junho de 2017, foram notificados aproximadamente 882.000 casos de AIDS no
Brasil. De maneira geral, a crescente dos niameros epidemioldgicos do HIV-1 no
Brasil tem se mantido estavel, tendo uma média de 40 mil novos casos nos ultimos
cinco anos. No ano de 2016, o numero de novas infec¢cdes chegou a 48.000, a
incidéncia a cada 1.000 pessoas é de 0,24; o numero de Obitos foi de 14.000
(MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2017; UNAIDS, 2017a).

A distribuicdo por regides do pais, entre 1980 e junho de 2017, mostra que
ha uma concentracéo no caso dos numeros de AIDS no Sudeste (52,3%) e no Sul
(20,1%), seguidos da regiao Nordeste (15,4%), Centro-Oeste (6,1%) e Norte
(6,0%). A taxa de deteccdo de casos de AIDS no Brasil vem sofrendo um
considerado declinio. Em 10 anos (2006-2016) ocorreu uma diminuicdo de 5,1%

nos casos. De maneira geral, a regido Centro-Oeste pouco variou nesse mesmo
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periodo, enquanto as regides Sul e Sudeste vém apresentando uma queda, saindo
de 23,5 e 30,2 em 2006 para 17,3 e 25,3 casos/100 mil hab. em 2016. Em
contrapartida, as regides Norte e Nordeste vem apresentando um aumento, saindo
de 14,9 e 11,2, respectivamente, em 2006, para 24,8 e 15,2 casos por 100 mil hab,
respectivamente, em 2016 (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2017).

Quanto a taxa de mortalidade, tendo a AIDS como causa base, o0 pais,
particularmente as regides Sul e Sudeste, tiveram uma consideravel diminuicdo nos
altimos anos; enquanto as regides Nordeste e Centro-Oeste tiveram um aumento,
e a regido Norte se manteve constante nesse indice (Tabela 1) (MINISTERIO DA

SAUDE DO BRASIL, 2016).

Tabela 1. Indicadores epidemioldgicos da AIDS por regifes do Brasil.

: : Centro-
Indicadores Brasil Sudeste Sul Nordeste Norte
Oeste

Casos diagnosticados*  882.810 461.988 177.327 136.290 54.190 53.006
Taxa de deteccao* 18,5 17,3 25,3 15,2 24,8 16,7
Obitos* 316.088 188.340 55.681 41.065 14.749  16.250
Coeficiente de

5,2 5,0 6,7 4,2 7.1 4.4
Mortalidade

*Valores compreendem o periodo de 1980 a 2016
Fonte: Adaptado de Ministério da Saude (2017)

O Estado de Pernambuco ocupa o 7° lugar no ranking nacional de casos de
AIDS, de acordo com os registros do Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificagéo (SINAN), com 6.937 casos, entre os anos de 2007 e 2017. O numero
de oObitos, neste mesmo periodo, foi de 10.967, sendo o primeiro no ranking entre
os estados do Nordeste (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2016).

A cidade do Recife apresentou um aumento na taxa de detec¢cédo passando
de 34,5/100 mil habitantes em 2015, para 36,7/100 mil habitantes em 2016, ficando

em 8° lugar no ranking das capitais do pais. O coeficiente de mortalidade foi de
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11,1, o que também apresenta um aumento quando comparado a 2015 (9,5),
colocando-a em 13° lugar no ranking das capitais (Brasil/ Ministério da Saude
2015).

Apesar da oscilagdo entre os variados indices epidemioldgicos, e a
variabilidade deles quanto aos continentes, paises ou regifes, avancos vem se
apresentando nas estatisticas envolvendo a infeccdo pelo HIV-1. A UNAIDS
defende que, como 51% dos individuos com HIV sdo mulheres, existe uma
tendéncia, visto que mulheres possuem uma melhor adesdo a terapia, de um
declinio significativo nestes indices. Além disso, a elevada cobertura da terapia
antirretroviral em quase todo o mundo faz com que cada vez mais as novas
infeccbes sejam diminuidas (UNAIDS, 2017a).

Muito disso deve-se ao desenvolvimento de politicas publicas como a “Meta
90-90-90” que busca até 2020, a quase erradicacdo das infec¢cdes pelo HIV-1
(90%), baseada em trés pilares: o primeiro deles sendo o diagndéstico adequado e
preciso, em seguida que estas pessoas diagnosticadas estejam em terapia, e por
fim que a terapia esteja sendo eficaz, estando os individuos com niveis de carga
viral indetectaveis. A figura 2 traz o progresso da meta entre as regiées do mundo.
Nota-se que regides mais desenvolvidas, como o Oeste e Centro Europeus, junto
com a América do Norte apresentam um excelente desempenho, enquanto que
regides subdesenvolvidas e mais epidémicas como as regides do Oeste da Africa
e a Africa Central, apresentam-se aquém do que se esperava para a meta (UNAIDS

2015b; UNAIDS 2017D).
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Figura 2. Dados de cobertura da meta 90-90-90, por regido, no ano de 2016. Fonte: Adaptado de
(UNAIDS, 2017b).

O relatorio da UNAIDS traz numeros otimistas onde, das cidades escolhidas
como alvos imediatos para o estabelecimento da meta, 70% delas alcancaram o
primeiro pilar, 77% o segundo, e 82% o terceiro pilar do programa, quando
analisados em sua individualidade. Ainda assim, quando olhados mais a fundo,
alguns valores preocupam. A analise tendo como denominador o numero de
pessoas vivendo com HIV em relacéo aos outros dois aspectos avaliados, observa-
se que o0 numero cai para 53% e 44%, respectivamente, indicando este ultimo, que
a cada cinco individuos em terapia, trés apresentam-se sem supressdo da carga
viral (Tabela 2) (UNAIDS, 2017b).

Segundo o relatorio da UNAIDS, esta mudanca vem sendo conduzida por
uma maior compreensdo dos beneficios da supressao viral, de que ndo s6 o
tratamento protege as pessoas que vivem com HIV-1 de doencas relacionadas a
AIDS, mas também reduz o risco de transmissao do virus para outros. Assim, novas
estratégias vém sendo estudadas em cada um dos pilares, para que eles sejam

intensificados, e o objetivo alcangado (UNAIDS, 2015c, 2017b, 2017a).

Tabela 2. Dados atualizados da Meta 90-90-90 para o Brasil, Améria Latina e Mundo.
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Fonte: UNAIDS, 2017b.
*Valores considerando o nimero total de individuos infectados por localizagéo.

Total de : Nimero de
_ Individuos _ —
: Individuos : _ Individuos em individuos com
Localizagéo Diagnosticados : : :
Infectados %" Terapia (%)* carga viral baixa
0
(%)
Brasil 830.000 - 490.000 (60) 450.000 (54)
América Latina  1.800.000 1.458.000 (81) 1.044.00 (58) 828.000 (46)
Mundo 36.700.000  25.690.000 (70)  19.451.000 (53) 16.148.000 (44)

2.2 AGENTE ETIOLOGICO - HIV-1

2.2.1 Aspectos Filogenéticos

O HIV-1 é um retrovirus da Familia Retroviridae, Subfamilia Lentivirinae e do
Género Lentivirus, caracterizado por provocar deplecdo do sistema imune em
diversas espécies de mamiferos. Os Lentivirus se encontram junto a muitas outras
espécies que sao filogeneticamente equidistantes, distribuidas em cinco linhagens
gue infectam primatas (HAHN et al., 2000; HUTCHINSON, 2001; SALEMI; RIFE,
2016).

Acredita-se que através das atividades silvicolas desenvolvidas por
cacadores no Oeste da Africa, ao entrar em contato com sangue infectado de
chimpanzés (Pan troglodytes troglodytes), tenha dado inicio a todo o processo de
infeccdo. Segundo Gao et al., a cepa do virus da imunodeficiéncia simia que infecta
chimpanzés (SIVcpz) € a mais préxima ao HIV-1, reforgcando que esta seria a teoria
que melhor explica a origem do virus. A origem do HIV-2 é diferente do HIV-1,
advindo de um SIVcm presente na espécie de primatas mangabeys, natural do oeste
africano, onde se concentram até hoje os casos de infeccdo (GAO et al., 1999;

HEMELAAR, 2012; HUTCHINSON, 2001; SANTOS; SOARES, 2010).
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O HIV-1 difere do HIV-2 pela presenca do gene vpu, enquanto o HIV-2
carrega 0 gene vpx, além de alguns outros genes possuirem menos de 25% de
similaridade quando comparada a homologia entre eles. Ambas as espécies sédo
responsaveis pela infeccdo em humanos, sendo HIV-1 o mais virulento, e o
responsavel pela pandemia (NDUNG’U; WEISS, 2012; SHARP; HAHN, 2010) .

Filogeneticamente, o HIV-1 compreende quatro linhagens, classificadas em
M, N, O e P, sendo todas responsaveis por causar deplecdo do sistema imune
(Figura 3). A linhagem M (Major) é a mais frequente, estando dividida em nove
subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J e K), responséavel por quase a totalidade dos casos.
O subtipo B é o mais comum dos paises do Ocidente, levado por Haitianos na
década de 60. A O (Outlier) foi a segunda linhagem descoberta, responsavel por
uma baixa porcentagem dos casos de HIV-1, abrigando casos isolados apenas em
paises da Africa. E o grupo mais divergente, e evidéncias mostram que
possivelmente tenha surgido da SIV de gorilas selvagens (SIVgon. O grupo N (New)
abriga casos que ndo se enquadravam nos outros dois grupos, sendo descrito
apenas em um pais africano. A linhagem P, a mais recente, € responsavel por
apenas dois casos isolados em todo o mundo, sendo também sugerido sua origem
através do SlIVgor (D’ARC et al., 2015; GAO et al., 1999; LEOZ, 2018; SHARP;
HAHN, 2011; TONGO; DORFMAN; MARTIN, 2016).

A capacidade de viruléncia dos subtipos virais é constituida de diferencas
sutis. Sabe-se que todos os subtipos do grupo M, por exemplo, sdo capazes de
causar AIDS. Porém, tem sido visto que os subtipos D apresentam um maior risco
de progressao a AIDS quando comparado com o subtipo A presente na mesma
populacdo. Tem se observado também uma evolucdo desde o inicio da epidemia

pelo virus nas cepas que promovem a infeccdo, estando estas cada vez mais
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capacitadas em provocar deplecao de células T CD4+, sobretudo as do subtipo B

(HERBECK et al., 2012; NDUNG’U; WEISS, 2012).

HIV
|
HIV-1 Tipe HIV-2
M N O P Grupo ABCDEFGeH
A°B C D F G H J K CRF/URF Subtipos/RF
F1 F2
Sub-Subtipos

Al A2 A3 A4 AL

Figura 3. Esquematizagéo filogenética do HIV. (BRASIL/ MINISTERIO DA SAUDE, 2013a).

O HIV passa por constantes processos de recombinacdo genética no
momento em que mais de uma cepa infecta a mesma célula hospedeira, formando
as cepas recombinantes circulantes ou CRFs. Ademais, a expansiva variabilidade
genética do HIV deriva também da capacidade mutacional que a enzima viral
Transcriptase Reversa (TR) possui durante o ciclo do HIV. O conjunto de
mecanismos virais resulta na rapida geracéo de populacdes virais geneticamente
diversas em cada individuo infectado, podendo a taxa de variacdo entre as cepas
chegar a 10% em um mesmo individuo (HEMELAAR, 2013; LUFT; GILL; CHURCH,
2011; SMYTH; DAVENPORT; MAK, 2012).

Evidéncias apontam que isto ocorre para que as cepas virais adquiram uma
capacidade de evasao do sistema imune do hospedeiro, a partir de mutagdes em
sequéncias que codificam proteinas reconhecidas pelo complexo maior de
histocompatibilidade (MHC). Dessa forma, mesmo com a grande variagao de MHCs

na espécie humana, e com a ampla variagdo nos subtipos virais, observa-se uma
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clara selecao hospedeiro-patdgeno durante a transmissao do virus (HEMELAAR,
2013; HEMELAAR et al., 2011; KAWASHIMA et al., 2009; NDUNG'U; WEISS,
2012).

Vem sendo observado também que existe uma correlacdo entre os subtipos
virais e as vias de contaminacdo. Homens gays e homens que fazem sexo com
homens geralmente estdo associados ao subtipo viral B, o qual também tem sido
associado aos usuarios de drogas injetaveis. A transmissdo heterossexual esta
ligada a subtipos ndo-B e CRFs nas Américas, Europa e Australia, enquanto que
no Sul da Africa e na india, o subtipo C é o mais frequente. O subtipo C também
estd mais associado a mucosa vaginal feminina que outros subtipos, podendo da
mesma forma estar relacionado a transmissdo vertical e heterossexual. Apesar
destas correlacbes serem evidenciadas, estd claro que elas podem variar a
depender da prevaléncia demografica de cada grupo (HEMELAAR, 2013; LI et al.,
2015).

Um outro aspecto no qual a filogenia do HIV-1 é estudada, € o fato da
capacidade de as cepas influenciarem diretamente na terapia, sobretudo na
resisténcia a mesma. A grande maioria dos estudos que fazem andlise das
mutacfes de resisténcia as drogas (DMRs) tém sido voltadas ao subtipo viral B.
Porém, tem-se notado que em algumas regides, onde a epidemia esta concentrada
(como em paises africanos), a grande prevaléncia nos individuos infectados é de
cepas tipo ndo-B. Outras regibes do mundo, como a Europa Ocidental, tem perdido
a hegemonia das cepas B, com um aumento significativo de CRFs, o que faz com
que o desafio da terapia antirretroviral venha aumentando cada vez mais, se
distanciando do cenario da erradicagédo do virus (GATELL, 2011; PALMA et al.,

2007; SANTOS; SOARES, 2010).
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2.2.2 Aspectos Morfoldgicos

O HIV-1 (Figura 4) é um virus esférico, medindo cerca de 100nm de diametro
e envolvido por uma bicamada lipidica derivada da prépria membrana celular do
hospedeiro, constituindo o envelope viral (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2018;

HUTCHINSON, 2001).

Bicamada
lipidica

----- Transcriptase
Reversa

Protease
Integrase

Receptor de
quimiocina

Figura 4. Estrutura Morfologica do HIV. Adaptado de (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2018).

A superficie viral é formada de glicoproteinas, a gp120 e gp41, constituidas
de quatro dominios cada. Estas glicoproteinas interagem entre si de forma néo
covalente no processo de ancoragem, atuando no reconhecimento da célula a ser
infectada. Abaixo da bicamada lipidica, encontra-se a matriz p17, uma camada

proteica que auxilia na associacdo do complexo gpl120-gp41l e de fundamental
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importancia para a formacéo de novos virus (ENGELMAN; CHEREPANOV, 2013;
HUTCHINSON, 2001; PRAKASH et al., 2012).

A regidao central do virus € composta por uma estrutura cbnica proteica,
formada pela matriz p24, com a funcéo de abrigar o genoma do virus, o capsideo.
O material genético do HIV-1 alberga duas moléculas de RNA fita simples,
caracteristico a todos os retrovirus. Ainda formando o nucleo-capsideo,
encontramos outras duas proteinas, a p6 e a p7, estando esta Ultima associada a
estabilidade do RNA viral (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2018; ENGELMAN;
CHEREPANOV, 2013).

Por fim, também presentes no nucleo-capsideo, encontram-se as trés
enzimas fundamentais ao ciclo viral: Transcriptase Reversa (TR), Integrase (I) e

Protease (P) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2018; HUTCHINSON, 2001).

2.2.3 Aspectos Genéticos

O genoma do HIV-1 é composto por aproximadamente 9 mil pares de bases
(pb) de nucleotideos. Apresentam-se em toda a extensao cerca de nove genes, a
partir dos quais sdo sintetizadas 15 proteinas, podendo ser classificadas em
proteinas estruturais e proteinas nao-estruturais (Figura 5) (ABBAS; LICHTMAN,;
PILLAI, 2018; WATTS et al., 2009).

O gene gag é responsavel pela sintese de quatro das proteinas que auxiliam
na sustentacao e regulacao, (pl7, p24, p6, p7) e o gene env pelas glicoproteinas
da superficie do envelope (gp120 e gp41). Aléem destes, existem outros seis genes
acessorios (vif, tat, rev, vpr, nef, vpu) que atuam de forma direta no processo de
regulacéo, infeccéo e patogénese do HIV-1 (LEITNER et al., 2017; LI; DE CLERCQ,

2016).
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Figura 5. Estrutura Genética do HIV-1. Os genes responsaveis pela sintese das proteinas virais:
estruturais (gpl20 e gp4l; pl7 p24, p6 e p7), relacionadas com a replicacédo (TR, | e P) e
relacionadas com a regulacao (vif, rev, tat, vpr, vpu, nef). Nas extremidades 5’ e 3’, regibes longas
terminais (LTR) flanqueiam o genoma, atuando em sua regulagdo. Adaptado de (LEITNER et al.,
2017)

Dentre as matrizes abertas de leitura (ORF), a gag-pol é responsavel por
codificar uma cadeia polipeptidica que contém as trés enzimas (TR, | e P), estando
estas associadas, respectivamente, ao processo de transcri¢ao viral, integracéo do
material genético viral ao genoma do hospedeiro e processamento de proteinas do
virus (GANSER-PORNILLOS; YEAGER; SUNDQUIST, 2008; LEITNER et al.,
2017; WATTS et al., 2009).

Nas extremidades 5’ e 3’ encontram-se elementos estruturais do genoma do
HIV, denominadas regifes terminais de repeticdo (LTR), responsaveis por papeis
regulatorios fundamentais nos processos de iniciacdo e transcricdo, de modo a
induzir a integracdo do genoma viral no DNA do hospedeiro e a concluséo de seu

ciclo (LI; DE CLERCQ, 2016; WATTS et al., 2009).

2.2.4 Transmissao

A transmissao do HIV-1 tem inicio com a exposi¢cdo dos individuos através
de duas formas principais, as mucosas ou a inoculacdo percutanea. Apenas o
contato com fluidos potencialmente infectantes como sémen ou fluido pré-seminal,
secrecdo retal ou vaginal, sangue e leite materno sédo capazes de transmitir o0 virus.

Assim, as vias de entrada podem ser divididas em trés grandes grupos:. a
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transmissao sexual, a transmissao pela corrente sanguinea e a transmissao vertical
ou materno-fetal (MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014; SHAW; HUNTER, 2012).

A relacdo sexual sem protecao segue até os dias atuais sendo a principal via
de transmissdo. O mecanismo acontece devido a néo integridade das mucosas
genitais dos individuos, devido a microfissuras que podem ser geradas durante o
ato sexual. O contato homossexual apresenta-se, ainda, mais frequente que a
relacdo heterossexual em relacdo a transmissdo. Uma analise estimativa sobre o
tipo de relacdo sexual demonstrou que a relacdo anal receptiva € estimada em
aproximadamente 138 individuos infectados a cada 10.000 individuos, enquanto
gue individuos sexualmente insertivos estdo estimados em 11 a cada 10.000. Na
relacdo heterossexual, mulheres possuem duas vezes mais risco de se infectar que
homens (BAGGALEY; WHITE; BOILY, 2008; PATEL et al., 2014; ROMERO et al.,
[s.d.]).

Diversos fatores biolégicos também tém sido relacionados com a infeccéo
pelo HIV-1 pela via de transmissdo sexual, sendo a carga viral plasmatica, o mais
importante deles. Estudos tém demonstrado que niveis de 1.500 copias de RNA/mL
de plasma é suficiente para transmitir o virus. Vale ressaltar ainda que mesmo
individuos com carga viral indetectavel (<50 copias) ainda sado passiveis de
transmitir infec¢Bes, uma vez que os valores ndo estdo zerados. Outro fator é o
estagio da doenca, de modo que tanto 0s estagios iniciais quanto os ultimos
estagios estdo associados com um maior risco de infeccéo por via sexual, devido
a elevada carga viral. Além disso, muitas vezes nos estagios iniciais os individuos
nao tém ciéncia da infeccdo, continuando assim com a vida sexual ativa
desprotegida, tornando-o, além de vetor do virus, susceptivel a outras infec¢bes

(ABU-RADDAD, 2015; FOX; FIDLER, 2010; VERNAZZA et al., [s.d.]).
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As coinfec¢des do trato genital também se apresentam como um fator chave
na transmissdo viral. Ulceras do trato genital provocadas pela sifilis, gonorreia,
dentre outros, terminam por ser porta de entrada para o virus. Especificamente para
mulheres, infec¢cdes por candidiase vaginal, a menstruacdo e 0 uso de
contraceptivos orais, que acabam provocando corrimento vaginal, tém sido
associadas ao risco de transmissédo. No caso dos homens, a circuncisdo tem se
demonstrado um fator protetivo a transmissdo, uma vez que o contato com o sémen
é diminuido (CHUN et al., 2013; FOX; FIDLER, 2010; WAWER et al., 2009).

O sangue também é considerado potencialmente infectante. O acesso do
virus através desta via se dar, corriqueiramente, através do uso compartilhamento
de agulhas e seringas contaminadas, transfusfes sanguineas sem triagem prévia
para HIV-1, uso de drogas injetaveis e ferimentos com materiais perfurocortantes
contaminados. A cada 10.000 individuos expostos a estimativa de individuos
infectados é de 9.250 para a transfusdo sanguinea, 63 por compartilhamento de
agulhas por uso de drogas injetaveis e 23, seringas de injecdo percutanea. Na
maioria das vezes, um risco concomitante nestes individuos € o de infec¢des por
outros patdégenos (KARIUKI et al., 2017; PATEL et al., 2014).

Diversos estudos tém demonstrado que a contaminacao pelo HIV-1 pela
corrente sanguinea se associa com mais de 70 tipos de outros agentes infecciosos.
Dentre estes, destacam-se outros dois tipos de virus, o da Hepatite B e C, formando
os bloodbone viroses (BBVs). Dada a severidade da coinfec¢do destes virus, que
atuam provocando desordens cronicas e fatais, centros de atendimento a
soropositivos sdo frequentemente instruidos a realizacdo da sorologia para estas
enfermidades, numa tentativa de diagnosticar e tratar o quanto antes, ja que é

bastante claro que a presenca de BBVs promovem uma progressao mais rapida
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para a AIDS (CHANG et al., 2013; MENEZES BRUNETTA et al., 2013; TESSEMA
et al., 2010).

A transmissado vertical, evento em que a mae passa o virus para o filho
durante a gestacéao constitui a principal forma de infeccéo pelo HIV-1 em criancas,
podendo ser em trés momentos: a gravidez, o parto, ou amamentacao. Estima-se
gue aproximadamente existam 2.260 individuos acometidos com a infec¢ao a cada
10.000 expostos. Alguns fatores individuais tem se mostrado como de maior risco
para a transmissao vertical, tais quais a idade da genitora, a contagem de células
T CD4+, e a carga viral materna durante a gravidez (CHARURAT et al., 2009;
FORBES et al., 2012; PATEL et al., 2014).

Uma caracteristica observada em uma parte consideravel dos casos de
transmissao vertical, € de que a mae ndo sabe que possui 0 virus, e acaba por
descobrir durante o pré-natal. Porém, caso haja boa adesdo as recomendacdes
terapéuticas para mulheres gravidas, o risco de transmissdo pode ser reduzido a
1%, realidade ja presente em alguns paises europeus e estados americanos, e que
vem sendo aplicado a regiées de maior concentracdo da epidemia, como o Norte
da Africa (FORBES et al., 2012; HAMPANDA, 2013).

Apesar de considerados satisfatérios os indices acerca da transmisséo
materno-fetal, muito ainda precisa de avancos. A indicacdo de que a amamentacao
seja parada faz com que maes sofram um estigma social ainda nos dias de hoje,
fazendo com que nao haja adesédo das recomendacdes clinicas. Aliado a isso, 0
diagnéstico falho das mulheres gravidas e a ma adeséo ao tratamento faz com que
haja uma barreira no combate a transmissdo vertical (MORENO; REA; FILIPE,

2006; RUBIO, 2013).
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2.2.5 Ciclo do HIV-1

Uma vez em contato direto com mucosas e/ou tecidos lesados, o virus
adentra o tecido, onde encontra células residentes (macréfagos, células dendriticas
e linfécitos T CD4+), dando inicio ao processo de replicacéo. Tal processo é dividido
em sete etapas: adsorcao/ entrada, desnudamento, transcricdo reversa, integracao
do provirus, sintese proteica, morfogénese e brotamento (Figura 6) (CARTER;
EHRLICH, 2008; FANALES-BELASIO, 2010; HAASE, 2005).

A infeccéo pelo HIV-1 tem inicio com a ligac&o das glicoproteinas presentes
no envelope, a gpl20 e a gp4l, as quais sado proteinas de superficie e
transmembrana, respectivamente. A gpl20 é composta por 5 dominios
conservados e cinco dominios variantes, que tem por funcado promover a ligacéo a
molécula de CD4+ presente na superficie do linfocito, expondo o dominio v3, que
€ altamente conservado e que fornece a capacidade de ligacdo a receptores de
guimiocinas, sendo os mais conhecidos 0 CXCR4 e o CCRb5. Esses co-receptores
ativados promovem, entdo, uma alteracdo conformacional no complexo gp120-
gp41, expondo na gp4l uma regido chamada peptideo de fusdo, promovendo a
ligacdo do envelope viral com a membrana celular (Figura 7). Uma vez fusionados,
ocorre o desnudamento do capsideo viral, com liberacdo do material genético e das
enzimas necessarias a replicacao viral no citoplasma da célula (GRINGHUIS et al.,

2010; KAPLAN et al., 2016; PRAKASH et al., 2012).
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genoma do hospedeiro. Em seguida as proteinas virais sdo formadas, dando as estruturas que
compde o virus, havendo posterior liberagdo da nova particula viral. Adaptado de (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2018).

Por acdo da TR, o RNA viral € entdo convertido em DNA dupla fita. Devido
a falta de mecanismos de reparagéo da TR, muitas mutagdes virais podem vir a ser
inseridas nesse processo (FENG et al., 2014; HUTCHINSON, 2001; WANG et al.,

2012).
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mudancas conformacionais essenciais nas glicoproteinas gp120 e gp41 do envelope, culminando
na fusdo do virus com a membrana do hospedeiro. Adaptado de (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2018).

Uma vez a transcricao reversa realizada, o DNA segue entdo para o nucleo,
onde ocorre a integracdo ao genoma do hospedeiro, gracas a atividade da
Integrase, formando o DNA proviral. O ponto de partida para a replicacdo do
material viral é a ligacdo dos LTRs na extremidade 5 do DNA proviral por fatores
de transcricdo derivados do préprio hospedeiro, como o0 Spl e o NF-kB.
Primariamente sdo produzidas proteinas nao-estruturais, que irdo atuar em
processos regulatdrios; continua-se entao a producéo dos transcritos chegando ao
RNA gendmico e as proteinas estruturais, que seguirdo para dar origem as novas
particulas virais (CAMPBELL; HOPE, 2015; HUTCHINSON, 2001; LIU et al., 2010;
MOHAMMADI et al., 2013).

Os transcritos produzidos seguem do nucleo para o citoplasma onde sao
traduzidos em cadeias polipeptidicas. Duas moléculas de transcritos de RNA se
juntam a um complexo nucleoproteina, onde estdo contidas as enzimas virais,
necessarias para proximas infecgbes, e proteinas estruturais nucleares. O

capsideo entdo formado se aproxima da superficie celular, onde se associa com a
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membrana plasmatica, formando um novo envelope e gerando o brotamento de
novas particulas virais (FANALES-BELASIO, 2010; HINZ et al., 2010; PEREZ-
CABALLERO et al., 2009).

Ja no espaco extracelular ocorre a clivagem de cadeias polipeptidicas pela
protease viral, sendo este passo necessario para a formacéo de novas particulas
capazes de promover infeccdo (FANALES-BELASIO, 2010; FREED, 2015; WILEN

et al., 2012).

2.2.6 Patogénese

A patogenia do HIV-1 depende de muitos fatores, sendo determinantes para
0 sucesso da infeccao variantes tanto do hospedeiro, quanto do virus, destacando-
se o tropismo viral e as propriedades dos co-receptores de superficie CCR5 (R5)
e 0 CXCR4 (X4) (BARRE-SINOUSSI; ROSS; DELFRAISSY, 2013; SWANSTROM;
COFFIN, 2012).

O HIV-1 apresenta trés tipos de tropismo diferentes, sendo responsaveis por
definir os tipos de células a serem infectadas. O tropismo M é responsavel pela
infeccdo de mondcitos, macrofagos e linfécitos circulantes, estando
frequentemente associado ao R5 e presente nas fases iniciais da doenca. Ja
tropismo T € o0 responsavel por infectar precursores linfoides, utilizando
principalmente co-receptores X4, presentes nas fases finais da infec¢ao e estando
relacionado com uma rapida progressao. Por fim, o tropismo M-T acontece quando
ambos os grupos celulares podem estar infectados, sendo também utilizados os
dois co-receptores (FRASER et al., 2014; NAIF, 2013; SAGAR, 2014).

As células recém infectadas comecam a migrar para linfonodos locais, onde

se dar inicio ao processo de disseminacéo, com a expansao da replicacdo viral. A
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fase aguda se caracteriza por alta subita da carga viral plasmatica, com uma
significativa diminuicdo de linfocitos circulantes. Nesta fase, muitas pessoas
possuem sintomas caracteristicos como: febre, dor de garganta, linfoadenopatia,
dores musculares, que por muitas vezes serem considerados sintomas brandos.
Séo facilmente confundidos com outras infec¢des virais, ndo sendo realizados
testes de triagem para o HIV. Um curioso fato neste periodo é que, apesar da
destruicdo e células T serem restritas ao trato gastrointestinal nas primeiras
semanas, geralmente ndo se encontram sintomas associados a ele (LACKNER;
LEDERMAN; RODRIGUEZ, 2012; MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014; WEISS,
2008).

Cerca de trés meses ap0s o inicio da infeccdo, com o desenvolvimento da
resposta imune, anticorpos contra o virus podem ser encontrados no plasma dos
individuos infectados, provocando uma leve estabilizacdo nos niveis de carga viral.
Os niveis de anticorpos sao considerados baixos, impedindo assim a deteccao por
testes como ELISA ou immunoblotting, sendo o diagndstico realizado por detec¢éo
de niveis de RNA no plasma. Ademais, as altas taxas de mutacdo do virus fazem
com gue, haja escape do reconhecimento dos anticorpos, fazendo com que se
estabeleca uma infeccdo crbnica e o individuo entre no estagio de laténcia
(FANALES-BELASIO, 2010; HOEHN et al., 2015; LACKNER; LEDERMAN;
RODRIGUEZ, 2012).

Uma vez as células infectadas deslocadas para os demais 6rgéos, da-se
inicio a fase cronica da infec¢do, sendo assintomatica e podendo se estender por
anos. Nota-se, nesta fase, uma baixa taxa de replicacéo viral, alternada por picos
de viremia, desde a niveis indetectaveis pelos kits comercias, no caso dos

denominados controladores de elite, até valores altissimos, de 100.000 copias por
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mL de plasma. As taxas de linfécitos T CD4+ sofrem uma diminui¢cao progressiva
durante esta fase, tanto circulantes quanto em linfonodos. Mesmo com a diminuicéo
de células de defesa, o sistema imune ainda consegue reagir contra determinados
patdgenos, porém de maneira menos eficiente. Acredita-se que o tempo médio
entre a infeccdo primaria e o desenvolvimento da AIDS seja cerca de 10 anos,
sendo variavel de acordo com cada caso (Figura 8) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2018; LACKNER; LEDERMAN; RODRIGUEZ, 2012; MAARTENS; CELUM;

LEWIN, 2014).
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Figura 8. Progresséo clinica da infecgdo pelo HIV-1. Adaptado de (MAARTENS; CELUM; LEWIN,
2014).

A AIDS é o estagio final de uma infeccdo de carater progressivo, em que a
taxa de linfécitos T CD4+ esta abaixo de 200 células/yuL de sangue, devido a um
exacerbado efeito citopatico nos linfécitos. Nesta fase, o sistema imune do individuo

se encontra extremamente debilitado, tornando-o susceptivel a diversas infec¢des



45

oportunistas como por Pneumocystis sp., micobactéria, citomegalovirus,
Toxoplasma gondii, além de neoplasias, como Sarcoma de Kaposi e linfoma néo-
Hodgkin. Devido a sua severidade, uma vez os individuos infectados néo
recebendo o tratamento com antirretrovirais de forma adequada, podem vir a 6bito

(LACKNER; LEDERMAN; RODRIGUEZ, 2012; VIDYA VIJAYAN et al., 2017).

2.3 ANTIRRETROVIRAIS

2.3.1 Terapia Antirretroviral (TARV)

Segundo orientacBes da ONU adotadas pelo Ministério da Saude brasileiro,
a TARV deve ser iniciada logo apos o diagnostico, evitando reducdes significativas
na contagem de linfocitos T CD4+, principalmente nos grupos de risco (criancas e
mulheres gravidas). Tais orientacdes objetivaram otimizar o tratamento,
promovendo assim importantes reducdes em coeficientes de morbidade e
mortalidade resultantes da infeccdo pelo HIV-1 (PINTO et al., 2007; VELLA et al.,
2012; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

No mercado mundial, mais de 30 tipos de farmacos séo disponiveis para
serem utilizados na terapia anti-HIV, tendo como alvo principal a diminuicdo da
carga viral, com um consequente aumento da taxa de células T CD4+, uma vez que
menos ceélulas estdo sendo infectadas. Os medicamentos séo distribuidos em seis
classes diferentes, de acordo com o papel inibitério que exercem no ciclo viral
(Figura 9), sendo elas (ARTS et al., 2012; PALMISANO; VELLA, 2011):

* Inibidores de entrada (antagonistas de CCRb5): ligam-se a sitios especificos
do co-receptor CCR5, impedindo a entrada da particula viral na célula.
* Inibidores de Fuséo (IF): ligam-se a proteina de membrana celular gp41,

impedindo a fus&o do virus na membrana da célula hospedeira.
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» Inibidores Nucleosideos da Transcricdo Reversa (INTR): sdo analogos de
nucleosideos ou nucleotideos que interrompem a sintese do material
genético do virus.

* Inibidores Nao-Nucleosideos da Transcricdo 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: impedem a integracdo do DNA viral ao genoma do
hospedeiro.

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

processamento correto das proteinas, abolindo sua infectividade.

A maioria das drogas antirretrovirais sdo administradas por via oral e
absorvidas via intestinal. Para que cheguem aos tecidos em concentracdes séricas
e desenvolvam a eficacia pretendida, além de evitarem efeitos tdxicos ao
organismo, os farmacos precisam entdo passar por processos de absorcao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME). Nestes processos, muitas variantes
podem influenciar no objetivo final, como a integridade das enzimas necessarias
nestas reacdes, fatores genéticos, propriedades virais, interacdo medicamentosa,
e comorbidades associadas (ROMANO et al., 2013; TSENG; SEET; PHILLIPS,
2014).

De acordo com orientacdes clinicas, atualmente prescrevem-se trés drogas
em combinacdo. Como primeiro esquema terapéutico, duas delas, séo
obrigatoriamente INTRs, e uma terceira das demais classes farmacologicas usadas
na TARV. Os esquemas séao baseados em caracteristicas que obedecem a critérios
de eficacia e tolerancia, de modo a se obter uma firme aderéncia ao tratamento.

Em casos em que héa falha no primeiro esquema, aconselha-se a troca deste para
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novos regimes, buscando assim uma melhora clinica e efeitos colaterais menos
expressivos que as estratégias anteriores (BARTLETT et al., 2001, 2006; BRASIL/

MINISTERIO DA SAUDE, 2013b; VELLA et al., 2012).
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Figura 9. Mecanismo de a¢do das drogas TARV. Destacam-se 0s pontos aos quais cada classe de
farmaco se liga respectivamente durante o ciclo viral, impedindo assim a entrada do virus, a
transcricéo e integracéo dele na célula hospedeira, bem como sua maturacao, evitando a formacéo
de novas particulas virais. Adaptado de (BARRE-SINOUSSI; ROSS; DELFRAISSY, 2013).

No Brasil, desde o ano de 1996, pessoas vivendo com HIV/AIDS (PVHA)
tem acesso gratuito a TARV, sendo pioneiro, dentre os paises em desenvolvimento.
Atualmente, 22 farmacos s&o disponibilizados pelo Sistema Unico de Satde (SUS)
no tratamento contra o virus, em 38 apresentacfes farmacéuticas (tabela 3).
Aproximadamente metade das pessoas infectadas fazem uso da terapia, o que tem
refletido diretamente na reducéo dos indices epidemiolégicos no pais (UNAIDS,

2014, 2017a).



Tabela 3. Medicamentos fornecidos pelo SUS aos pacientes soropositivos.
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15
16
17
18
19
20
21
22

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

34
35
36
37
38

Abacavir
Abacavir
Atazanavir

Atazanavir

Darunavir

Darunavir

Darunavir

Dolutegravir

Efavirenz

Efavirenz

Efavirenz

Enfuvirtida

Entricitabina + Tenofovir
Estavudina

Etravirina

Etravirina
Fosamprenavir
Lamivudina

Lamivudina + Zidovudina
Lamivudina

Lopinavir + Ritonavir
Lopinavir + Ritonavir

Lopinavir/ritonavir
Maraviroque
Nevirapina
Nevirapina
Raltegravir
Raltegravir

Ritonavir

Ritonavir

Tenofovir

Tenofovir + Efavirenz

Tenofovir + Lamivudina +
Efavirenz
Tipranavir

Tipranavir

Zidovudina
Zidovudina
Zidovudina

(ABC)
(ABC)
(ATV)
(ATV)
(DRV)
(DRV)
(DRV)
(DTG)
(EF2)
(EF2)
(EF2)
(T20)

(d4T)

(ETR)

(ETR)

(FPV)

(3TC)

(AZT) + (3TC)
(3TC)

(LPVIr)
(LPVIr)

(LPVIr)

(MVC)

(NVP)

(NVP)

(RAL)

(RAL)

(RTV)

(RTV)

(TDF)

(TDF) + (EF2)

(TDF) + (3TC) +
(EFZ)
(TPV)

(TPV)
(AZT)
(AZT)
(AZT)

300mg
solugéo oral
200mg
300mg
75mg
150mg
600mg
50mg
200mg
600mg
solucéo oral
200mg + 300mg

poé para solugéo
oral
100mg

200mg
50mg/mL
150mg
150 + 300mg
solucéo oral
100mg + 25mg

80mg/mL +
20mg/mL - solugéo
oral
200mg + 50mg

150mg
200mg
suspenséo oral
100mg
400mg
100mg
80mg/mL
300mg
300mg + 300mg

300mg + 300mg +
600mg
100mg/mL

250mg

100mg
solugdo injetavel

xarope
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Comprimido revestido
Frasco
Cépsula gelatinosa dura
Cépsula gelatinosa dura
Comprimido revestido
Comprimido revestido
Comprimido revestido
Comprimido revestido
Cépsula gelatinosa dura
Comprimido revestido
Frasco
Frasco-ampola
Comprimido revestido
Frasco

Comprimido revestido
Comprimido revestido
Frasco
Comprimido revestido
Comprimido revestido
Frasco
Comprimido revestido
Frasco

Comprimido revestido
Comprimido revestido
Comprimido simples
Frasco
Comprimido mastigavel
Comprimido revestido
Comprimido revestido
Frasco
Comprimido revestido
Comprimido revestido
Comprimido revestido

Frasco
Cépsula gelatinosa mole
Céapsula gelatinosa dura

Frasco-ampola

Frasco

Fonte: Adaptado de http://www.aids.gov.br/pt-br/publico-geral/o-que-e-hiv/tratamento-para-o-hiv
(Acesso em 22/05/2018).
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O Ministério da Saude no seu relatério nacional de medicamentos
(RENAME), lancado em 2017, trouxe o Dolutegravir, um Inibidor de Integrase, como
mais uma droga no combate a infeccado pelo HIV-1. Em contrapartida, algumas
outras drogas foram excluidas do quadro de medicamentos fornecidos, como o
fosamprenavir e a didanosina, além da apresentacdo termolabil do ritonavir,
garantindo medicamentos que apenas possuam uma melhor eficacia, seguranca e
comodidade posologica, de modo a evitar maiores efeitos colaterais.

Um outro aspecto também observado no Brasil, bem recente, € a profilaxia
pos-exposicao (PrPE), que tem reduzido bastante o numero de infec¢bes. O
medicamento utilizado é denominado Truvada, sendo uma combinacdo de dois
medicamentos, o Tenofovir e a Entricitabina .O principal objetivo desta profilaxia, €
permitir que pessoas que convivem diretamente com individuos infectados possam
manter relacdes, sem que haja infeccdo pelo virus, principalmente nos
denominados grupos de risco como homossexuais, mulheres trans, profissionais
do sexo e casais sorodiscordantes (MINISTERIO DA SAUDE/BRASIL, 2017).

Mesmo com uma grande quantidade de farmacos disponiveis no controle da
viremia, tratamentos voltados para a recuperacdo imunoldgica ainda s&o
desafiadores as pesquisas. Assim, novas abordagens, a exemplo da
farmacogenética, vem sendo fundamentais para uma melhor compreensédo dos
mecanismos atuantes no insucesso imunolégico, e a obtencdo de formas para se
chegar ao sucesso terapéutico, de modo a reduzir os indices de morbimortalidade
da doenca (PINZONE et al., 2012; SEMPA et al., 2013).

Essa nova abordagem visa a analise de alteracdes em genes especificos
que atuam na dinamica do processo patogénico, desde o desenvolvimento ao

tratamento. Diversas patologias vém utilizando a farmacogenética como alvo
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terapéutico, como o cancer, as doencas cardiovasculares e a infeccéo pelo HIV-1.
Como exemplo, no uso da terapia antirretroviral atualmente, para que o paciente
passe a utilizar o Abacavir se faz necessaria a genotipagem para o complexo maior
de histocompatibilidade HLA-B*5701, visto que 5 a 8% dos pacientes apresentam
uma forte reacao de hipersensibilidade a este medicamento durante as 6 primeiras
semanas de tratamento (ACETI et al.,, 2015; HERTZ; RAE, 2014; JOHNSON;
CAVALLARI, 2013; MALLAL et al., 2008; TANGAMORNSUKSAN et al., 2015).

Na terapia antirretroviral, a partir da farmacogenética, testes para avaliar a
eficacia e toxicidade tém sido aplicados. A possibilidade da terapia personalizada
tem sido uma saida para os contras que a terapia oferece, sobretudo os
expressivos efeitos colaterais, e que, muitas vezes, torna-se motivo de abandono
dos pacientes com a subsequente falha terapéutica (MICHAUD et al., 2012; OWEN

et al., 2006).

2.3.2 Sucesso e Falha terapéuticos

Considera-se sucesso terapéutico quando se tem uma boa resposta a
critérios virolégicos, imunoldgicos e clinicos. Embora a definicdo de falha englobe
todas essas variaveis, 0 parametro virolégico segue como padrdo ouro na
caracterizacdo da terapia, uma vez que a reducdo da carga viral € o principal
objetivo da TARV (MINISTERIO DA SAUDE/BRASIL, 2014; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013).

Define-se como sucesso virologico a supressdao da replicacdo viral,
resultando em baixos niveis de carga viral plasmatica (comumente <50 copias/mL
de plasma, nivel inferior de deteccéo de muitos exames de carga viral disponiveis),

com uma consideravel recuperacdo das taxas de ceélulas T CD4+ (sucesso
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imunologico), estendendo-a por longos periodos sem sintomatologia clinica
associada a AIDS. Quando este padrdo ndo € observado, denomina-se falha
terapéutica (BRASIL/ MINISTERIO DA SAUDE, 2013a; PRABHAKAR et al., 2011).

A falha viroldgica precede a terapéutica e a clinica. A falha viroldgica ocorre
guando nao ha supresséo da carga viral, com valores excedendo 1000 copias por
mL de plasma em duas analises consecutivas apos seis meses de terapia, segundo
diretrizes da OMS. No Brasil, o limite para considerar o individuo em falha virolégica
€ de >50 copias de RNA viral por mL de plasma. Outras situacdes semelhantes que
se adequam a auséncia da supressao viral sdo individuos que ndo demonstram o
quadro terapéutico esperado apds a mudanca do primeiro esquema, bem como
agueles que respondiam ao tratamento, e apds um certo periodo, voltam a
apresentar aumento da viremia, quadro denominado rebote. A falha virologica é
fundamental para que se decidam o0s proximos passos nos esquemas de
tratamento (BRASIL/ MINISTERIO DA SAUDE, 2013b; HASSAN et al., 2014;
MINISTERIO DA SAUDE/BRASIL, 2014; VALLABHANENI et al., 2013).

A falha clinica ocorre quando os individuos, apds seis meses de terapia
antirretroviral, apresentam sintomas que caracterizam a evolucéo para a sindrome.
Este processo esta diretamente relacionado com o0 mecanismo de falha
imunolégica (FI), uma vez que alguns sintomas decorrem da deplecéo de células
T. Apesar de se acreditar que baixa na carga viral esta diretamente associada ao
ganho de células T CD4+, uma parcela dos individuos em terapia antirretroviral,
cerca de 15 a 30%, ndo obtém o sucesso imunoldgico, mesmo obtendo o virologico
(BRASIL/ MINISTERIO DA SAUDE, 2013b; CORBEAU; REYNES, 2011; WORLD

HEALTH ORGANIZATION, 2013).
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O insucesso dos esquemas terapéuticos possui carater multifatorial, em que
se destacam variantes como: a ma adesao do paciente aos farmacos, que quase
sempre se apresenta associada aos efeitos colaterais, bem como resisténcia da
cepa viral infectante, e caracteristicas genéticas do hospedeiro (BRASIL/
MINISTERIO DA SAUDE, 2013b; KURITZKES et al., 2008).

Especificamente na falha imunologica, diversos fatores tém sido relatados
na literatura, porém, muito ainda nesse aspecto é uma incognita, tornando
necessario, assim, um aprofundamento, na tentativa de elucidar este mecanismo,
uma vez que apresenta-se como principal parametro na progressao para a AIDS

(GAARDBO et al., 2012; PRABHAKAR et al., 2011).
2.3.3 Falha Imunolégica

Sao considerados em falha imunologica (FI) individuos que, de maneira
geral, apés um ano de TARV, apresentam uma baixa recuperacao na taxa de
linfécitos T CD4+. Diversas classificacdes podem ser consideradas para a falha
imune. Segundo o Ministério da Saude brasileiro, sdo considerados em Fl,
pacientes que apos um ano de terapia apresentam um nivel de recuperacao abaixo
de 30% do valor inicial. Segundo a OMS, séo considerados individuos em falha
imunoldgica, aqueles que apds o inicio da terapia, os niveis de T CD4+ voltam a
baseline ou que mantém os niveis de abaixo de 100 células/pL por
aproximadamente seis meses. Na literatura, diversos estudos apontam valores
inferiores a 200 células/uL e/ou 350 células/pL para caracterizagcdo dos nao
respondedores imunolégicos (INRs) (BRASIL/ MINISTERIO DA SAUDE, 2013a;
GAARDBO et al, 2012; PRABHAKAR et al, 2011; WORLD HEALTH

ORGANIZATION, 2013).
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Os linfécitos T sé@o as principais células que medeiam a resposta imune.
Existem diversos tipos de células T, de acordo com o CD (do inglés, cluster of
differentiation) que expressam. As células T CD4+ sdo conhecidas por atuar como
auxiliares ou helper durante os processos infecciosos, tanto na resposta imune
inata quanto na adaptativa. Sua ativacdo ocorre a partir da interacdo do receptor
de célula T (TCR) e a molécula CD4 (atuando como co-receptor) com o MHC tipo
Il presente nas células apresentadoras de antigenos (APCs). De acordo com o tipo
de patdgeno envolvido, diversas respostas imunes sdo geradas, destacando-se as
respostas Thl, Th2 e Th1l7 (LUCKHEERAM et al., 2012; STRUTT; MCKINSTRY;
SWAIN, 2011).

Uma vez ativadas, estas células atuam a partir da secre¢éo de citocinas e
qguimiocinas, que sdo moléculas inflamatorias que atuam na emissao de sinais
durante o desencadeamento da resposta imune, promovendo a migracdo de
células para o sitio de infeccdo, a maior expressao de moléculas de adeséo na
superficie endotelial, o controle temporal da resposta imune, dentre outras funcées
(ALMEIDA et al., 2016; LUCKHEERAM et al., 2012; OESTREICH; WEINMANN,
2012).

A deplecdo das células T CD4+ tem inicio com a infeccdo e posterior
destruicdo de células residentes nos sitios de entrada do virus; a deplecdo segue
com a infeccdo de células do sangue periférico, até alcancar as células dos
reservatorios, sobretudo as células T de memoaria. Estima-se que cerca de 1 bilhdo
de particulas virais sdo formadas diariamente, acentuando a destruicdo das células
com o curso da infeccdo. Dessa forma, a diminuicdo destas células durante o
processo de infeccéo pelo HIV-1 acaba acarretando no individuo uma deplecéao do

sistema imune bastante severa, o que justifica a busca pelo entendimento dos
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mecanismos acerca dos néo respondedores imunoldgicos (GAARDBO et al., 2012,
MISHRA et al., 2009; SANT; MCMICHAEL, 2012).

Fatores como idade avancada, baixo nivel de células T CD4+ antes da
TARV, replicacdo persistente do HIV-1 em tecidos linfoides, fase progressiva da
doenca, coinfeccbes, mecanismos intrinsecos ao virus, disfungéo timica e medular,
ativacdo imune e polimorfismos genéticos tém sido associados a deplecdo do
sistema imune nos casos de infeccao pelo HIV-1. Logo, observa-se que o carater
imunologico é variavel a cada individuo, onde a auséncia da producédo de novas
células T CD4+ e a incessante destruicdo sdo pontos chaves em um quadro
multifatorial (AIUTI; MEZZAROMA, 2006; BRASIL/ MINISTERIO DA SAUDE,
2013b; CORBEAU; REYNES, 2011; PINZONE et al., 2012).

No contexto da morte celular, inicialmente, acreditava-se que a deplecéo de
células T CD4+ ocorria devido a um efeito citopético da célula pela via da apoptose,
em consequéncia de uma infeccdo produtiva das mesmas. Adicionalmente,
mecanismos intrinsecos poderiam estar associados com essa destruicdo, como
proteinas nao estruturais do virus, fatores de transcricéo e citocinas do hospedeiro.
Atualmente, sabe-se que outras vias de morte celular possuem um papel
fundamental na deplecéo das células T CD4+, refletindo diretamente na dinamica
da falha imunoldgica dos individuos em terapia (DOITSH; GREENE, 2016;
FEVRIER; DORGHAM; REBOLLO, 2011; GANDH]I et al., 1998; HERBEUVAL et al.,

2008).
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2.4 MORTE CELULAR

2.4.1 Vias de Morte Celular

A morte celular possui um papel crucial na regulacdo de diversos
mecanismos biologicos, desde a embriogénese até 0s processos imunoldgicos,
promovendo assim a homeostase dos organismos. Acredita-se que cerca de 50
bilhdes de células sofram morte celular programada diariamente, sendo este um
mecanismo completamente eficaz e silencioso, até mesmo em tecidos em que se
observa uma alta taxa de morte, como o timo (TAIT; ICHIM; GREEN, 2014; YANG
et al., 2015).

Comumente, a morte celular pode ser dividida em duas formas, a passiva,
gue decorre de um dano maior que independe da célula, e a ativa, quando a célula
estimula a sua propria morte. Descrevem-se trés subtipos de morte celular: a morte
celular acidental (ACD), ativada por agentes quimicos, fisicos ou mecanicos, sendo
esta uma forma descontrolada de morte; a morte celular regulada (RCD), que
depende da codificacdo de uma maquinaria genética, estando associada a
medicamentos e intervencdes genéticas; a morte celular programada (PCD), que
atua a partir do estimulo de RCDs que ocorrem a partir da morte programada ou na
manutencdo da homeostase tecidual (GALLUZZI et al., 2014; KROEMER et al.,
2009).

Inicialmente, acreditava-se que a morte celular derivava de duas vias: a
programada que era apenas decorrente da apoptose e caspase dependente, e a
necrose, como forma ndo dependente de caspase. A medida que os estudos
avancaram, outras vias de morte celular foram sendo identificadas, como: a

autofagia, a piroptose (formas de morte celular programada), e as associadas a
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necrose, COMo: a oncose, uma morte que precede a necrose, e a hecroptose, uma
via de regulacéo da necrose, caracterizada pela ligacao a receptores, dentre outros
(Figura 10). Ademais, alguns pesquisadores defendem o termo necrose associado

a célula ou tecido ja morto (FINK et al., 2005; TRUMP et al., 1997; YANG et al.,

2015).
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Figura 10. Vias de morte celular. Adaptado de (FINK et al., 2005)
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Uma vez a apoptose como primeiro modelo de morte celular relatado na
década de 40, os aspectos morfolégicos foram primariamente descritos para esta
via. Assim, as primeiras caracteristicas descritas foram: encolhimento
citoplasmatico, condensacdo da cromatina (inicialmente proximo da membrana
nuclear, seguido por todo o ndcleo, processo chamado picnose), fragmentacdo do
nacleo (cariorrexe), pequenas modificacdes nas organelas e a presenca dos corpos
apoptoticos (DUPREZ et al., 2009; KROEMER et al., 2009; TAIT; ICHIM; GREEN,
2014; YANG et al., 2015).

Notou-se que alguns tipos de morte apresentavam caracteristicas diferentes,
como a morte autofagica, que apresenta uma extensiva vacuolizacdo
citoplasmatica, e a necrose, que apresenta a tumefacdo do citoplasma e das
organelas, além de aspectos peculiares quanto a condensacdo da cromatina e a
dilatacdo da membrana nuclear. Apesar destas caracteristicas serem, geralmente,
consideradas especificas, de acordo com o subtipo da morte (se ACD, RCD ou
PCD), podem ser alteradas ou se apresentarem conjuntas(BATTISTELLI et al.,
2011; EIDET et al., 2014; KROEMER et al., 2009).

Um outro aspecto observado, é que as células ndo seguem diretamente para
a morte propriamente dita. Alguns tipos de morte conseguem ser reversiveis,
enquanto ndo se chega ao “point-of-no-return” da via. Porém, algumas
caracteristicas sao cruciais para indicar que a célula deve morrer, sendo elas a
perda da integridade da membrana plasmatica, a célula em sua totalidade sofrer
fragmentacgao, formando os ja citados corpos apoptéticos e/ou o “cadaver” da célula
a ser fagocitado por células adjacentes (ELMORE, 2007a; GALLUZZI et al., 2014,

KROEMER et al., 2009).
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Embora a morte de algumas células seja devido ao impacto do dano na
mesma, a grande maioria das células do organismo sédo dependentes de cascatas
bioquimicas de sinalizacédo, que culminam nas alteracbes morfoldgicas que levam
a morte. Como caracteristicas comuns a qualquer tipo de morte, sempre sera
necessario um receptor de morte (DR) e uma proteina efetora dentro da via. Além
disso, cada via € ativada por antigenos diferentes, podendo ser padrbes
moleculares associados a danos (DAMPSs) ou padrbes moleculares associados a
patogenos (PAMPSs) (ASHIDA et al., 2011; GREEN; LLAMBI, 2015).

Dada a complexidade destas cascatas, cada passo € estritamente regulado
por uma gama de outras proteinas, uma vez que tanto a diminuicdo quanto o
aumento da morte celular pode promover a quebra da homeostase, estando
associada com diversos processos patolégicos, como: cancer, doencas
autoimunes, processos neurodegenerativos, desordens hematoldgicas e a
resposta imunoldgica frente a infeccdes bacterianas e virais (AGOSTINI; TUCCI,
MELINO, 2011; ASHKENAZI; SALVESEN, 2014).

Nos processos infecciosos, a morte celular constite na forma mais efetiva de
combate a patdégenos pela imunidade inata. Nas infec¢fes virais, devido ao fato
destes organismos ndo possuirem maquinaria propria para se desenvolverem, o
final do ciclo acarreta na morte celular por provocarem alteragdes na membrana
plasmatica da célula hospedeira, lise celular e inducdo de morte celular
programada. E curioso, porém, que quando em estagio de laténcia, nenhum dano
€ observado nas células (DANTHI, 2016; KAMINSKYY; ZHIVOTOVSKY, 2010).

Caracteristicas que tangem tanto ao hospedeiro quanto aos virus sao
cruciais no curso da infeccéo. Os interferons séo citocinas que possuem atividade

antiviral, antitumoral, e imunomodulatéria, sendo uma das formas que tenta
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combater o virus, bem como as granzimas presentes em células NK e linfécitos T
CD8+. Alguns virus, apesar de dependerem da célula para se replicar, trazem
consigo algumas formas de combater a resposta do hospedeiro, como proteinas
que impedem a acao antiviral mediada por interferon e que inibem a apoptose
(KAMINSKYY; ZHIVOTOVSKY, 2010; MCLEAN et al., 2008).

Durante muito tempo acreditou-se que a deplecdo de células T CD4+
provocada pelo HIV-1 era caracteristica exclusiva da morte por apoptose.
Atualmente, sabe-se que, dada a bagagem proteica que o virus pode interagir e
secretar, outras vias de morte celular podem ser utilizadas, como: a necrose, a
morte autofagica e a piroptose (MCLEAN et al., 2008; PICERNO et al., 2010).

Estudos in vitro tem demonstrado que a apoptose atua apenas como
coadjuvante na deplecao das células T CD4+. Os resultados observados por Doitsh
e seu grupo demonstraram que a principal via de morte celular associada com a
AIDS é de responsabilidade, em sua maioria, de um outro tipo de morte celular

programada, a piroptose (DOITSH et al., 2014; MONROE et al., 2014).

2.4.2 Piroptose: uma via de morte celular altamente inflamatéria

A piroptose é uma morte celular programada altamente inflamatoria, utilizada
pela imunidade inata no combate a patdgenos intracelulares. O termo “piro” remete
a fogo, revelando a natureza inflamatoria da via, e “ptose” significa cair, utilizado
para se referir a outras vias de morte celular (BOUCHER; CHEN; SCHRODER,
2016; JORGENSEN; MIAO, 2015).

Os primeiros relatos desta via datam de 1992, onde ensaios utilizando
macrofagos infectados com bactérias do género Shigella demonstraram

caracteristicas semelhantes a apoptose. Posteriormente, testes com outros
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patogenos observaram caracteristicas como poros na membrana, inchaco e influxo
de célcio, aspectos observados na necrose. Apenas em 2001, Cookson e Brennan
utilizaram o termo piroptose para descrever a morte que mesclava tracos
apoptoticos e necroticos (BOUCHER; CHEN; SCHRODER, 2016; COOKSON,;
BRENNAN, 2001).

A principal caracteristica distintiva da piroptose é a ativacdo da caspase-1,
por isso também é conhecida como via caspase-1 dependente ou via canbnica. As
caspases (do inglés cysteine-aspartic-acid-proteases) sdo proteases baseadas em
cisteinas que clivam outras proteinas a partir de um residuo de acido aspartico.
Baseado nas suas funcdes fisiologicas, as caspases podem ser divididas em dois
grupos: as que estdo relacionadas com a iniciacdo e a execucao da apoptose (a
exemplo das caspases-2, -3, -6, -7, -8 e -10) e as que conseguem desencadear a
inflamacé&o, como a caspase-1, -4 e -5 em humanos, e a caspase-11 em ratos,
estas trés ultimas constituem a via da piroptose independente de caspase-1 ou via
ndo canbdnica (BERGSBAKEN; FINK; COOKSON, 2009; MAN; KARKI;
KANNEGANTI, 2017).

A ativacdo da caspase-1 se da através do inflamassoma, um complexo
multiproteico de sinalizacdo montado em resposta a detec¢éo de perturbacdes da
célula ou infec¢des por patdgenos intracelulares. Diversos tipos de inflamassoma
podem ativar a caspase-1, sendo bem caracterizadas trés familias de proteinas: as
nod-like receptors (NLRs), sendo bem descritos os inflamassomas NLRC4 e
NLRP3, os AIM2-like receptors (ALRs), sendo o AIM2 o inflamassoma mais
estudado desse tipo, e o tripartite motif family (TRIM). Estruturalmente, o complexo
inflamassoma varia de acordo com cada subtipo (Figura 11). Os NLRs geralmente

sao subdividos em dois grupos, de acordo com o dominio que expressam. Podendo
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ser um dominio de pirina (PYD), comumente denominado NLRPs, enquanto que
outros possuem o dominio de ativacdo e recrutamento de caspase (CARD).
Existem ainda outras estruturas formadas apenas pelo PYD, como é o caso do
AIM2. Para que haja a ativacdo da caspase, nos casos de inflamassoma em que
nao se tem a ligacdo do CARD, existe um adaptador, denominado ASC, (do inglés,
apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase activation and
recruitment domain) responsavel por essa funcdo (KESAVARDHANA,;

KANNEGANTI, 2017; MIAO, 2011).

Dominio Chave i i
CARD
® PYD
B NOD NLRP3 NLRC4
2 LRR
B Caspase AlM2 I
B HIN200
o
R P
ASC. v
i CASP1
CASP1
pmrpzu !
/ : ]
pro-IL-1p 1‘. Ny 1
pro-IL-18 | Piroptose '
! L]
¥ Y
IL-1p \ -
IL-18 S

Figura 11. Dindmica de ativacdo da caspase. Adaptado de (MIAO, 2011).

AIM2: do inglés, Absent in melanoma 2; ASC: do inglés, apoptosis-associated speck-like protein
containing a caspase activation and recruitment domain; CARD: dominio de recrutamento e ativagao
de caspase; CASP1: Caspase 1; IL-18: Interleucina 1 beta; IL-18: Interleucina 18; LRR: dominio de
repeticdo rico em leucina; NLRP3: do inglés, NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3;
NLRC4: do inglés, NOD-like receptor Family containing 4; NOD: do inglés, Nucleotide-binding
Oligomerization Domain-like Receptors; PYD: dominio de pirina;

Uma vez a caspase ativada, sua atividade catalitica esta diretamente

associada com a clivagem de proteinas que estdo na sua forma inativa. Assim,
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tanto a via dependente quanto a via independente de caspase-1 tém em comum a
ativacdo de duas citocinas proinflamatorias, a pro-IL-18 e a pro-IL-18, dando inicio
a piroptose. Uma vez clivadas e convertidas, a IL-18 € dotadade uma alta
capacidade de desenvolver inflamacao, vasodilatacdo e extravasamento de células
do sistema imune, bem como atuar na modulacdo da resposta imune adaptativa,
enquanto a IL-18 promove a producao de IFN-y pela resposta Th1, células NKe T
citotoxicas, estimula a resposta Th2 e a inflamacéo local. Assim, as citocinas
ativadas pela caspase-1 sao liberadas durante a piroptose pelos poros formados
na membrana, apesar de outros mecanismos serem sugeridos, como a exocitose
de lisossomos e a saida de microvesiculas (BERGSBAKEN; FINK; COOKSON,
2009; MIAO, 2011).

Outra clivagem realizada pela caspase-1 € a da gasdermina D, uma familia
de proteinas que foram recentemente descritas como executoras da via da
piroptose. A clivagem da regido N-terminal na proteina promove a inducdo da
piroptose’ a partir da formacéo de poros na membrana, quebrando sua integridade.
Ainda ndo se sabe como, mas estudos apontam que a clivagem da regiao C-
terminal bloqueia a morte celular através de um mecanismo de auto inibicdo
(KOVACS; MIAO, 2017; MAN; KARKI; KANNEGANTI, 2017).

A via ndo can6nica da piroptose utiliza as caspases-11 e -12 e é bem descrita
em modelos murinos. Em humanos, a caspase-11 é dividida em caspase-4 e -5, e
sua ativacdo, mediada IFN-y, na presenca de lipopolissacarideos (LPS) no citosol.
Junto a isso, ocorre a liberacédo de IL-13 e IL-18 a partir da interacdo da caspase-
11 com o NLRP3, ASC e caspase-1, mecanismo ainda ndo muito bem esclarecido.
Em humanos, a caspase-4 foiassociada com a piroptose de células epiteliais e

queratindcitos, enquanto que a caspase-5 foi descrita em mondcitos da medula
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0ssea, sugerindo uma variacao na resposta imune célula-dependente. Assim como
na caspase-11, a caspase-5 também precisa de IFN-y para ser ativada. A figura 12
demonstra as vias de ativacdo da piroptose pelas vias candnica e ndo-canbnica

(JORGENSEN; MIAO, 2015; RATHINAM et al., 2012).
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Figura 12. Ativacdo, desencadeamento e execucdo da piroptose. Adaptado de (MAN; KARKI;
KANNEGANTI, 2017).

Sabe-se que cada padrao de reconhecimento de patégeno desencadeia a
ativacdo de um tipo de inflamassoma diferente. Por exemplo, o NLRP3 ativa tanto
DAMPs quanto PAMPs na via canbnica e (LPS) na via ndo canbnica; o AIM2 esta
associado a presenca de &cido nucleico no citoplasma; O NLRP1b associa-se com
a resposta contra o Toxoplasma gondii; O NLRC4 é ativado na presenca de trés
conteudos antigénicos da Salmonella Typhimurium. Logo, diversos sensores
antigénicos dependentes sdo responsaveis por um objetivo comum, a ativacao da

piroptose (BOUCHER; CHEN; SCHRODER, 2016; JORGENSEN; MIAO, 2015).
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Na morte celular por piroptose em casos de infec¢des virais, dois modelos
de inflamassoma sdo destacados, o NLRP3 e o AIM2. Apesar do NLRP3 estar
associado a diversos PAMPs, na defesa contra virus, pode ser ativado a partir da
deteccdo do material genético do virus. Estudos tém demonstrado que o RNA viral
€ capaz de ativa-lo na infeccéo pelo Influenza A e HIV-1, bem como a via do AIM2,
que é ativada a partir do reconhecimento de DNA dupla fita no citosol (ALLEN et
al., 2009; AMSLER; MALOULI; DEFILIPPIS, 2013; GRAM; FRENKEL; RESSING,

2012).

2.4.3 Papel da piroptose nainfeccao pelo HIV-1

Durante muitos anos, acreditou-se que a grande parcela da deplecdo do
sistema imune na infeccéo pelo HIV era devido a morte celular por apoptose, das
chamadas células permissivas. Neste processo, as células permitem a entrada do
HIV-1 e apo6s o ciclo viral concluido, a célula ativa a apoptose via caspase-3,
promovendo sua autodestruicdo. Como resultado, se tem a morte das células
CD4+, juntamentecom a producdo de novas particulas virais (ELMORE, 2007b;
MHAWEJ et al., 2009).

Ensaios, utilizando cultura de tecido linfoide humano agregados,
demonstraram que a infeccéo pelo HIV-1 produzia uma perda massiva de células
T CD4+, porém ndo através de células permissivas, mas sim de células
denominadas abortivas, na proporcdo de 5% e 95%, respectivamente.
Adicionalmente, a morte celular acontecia de maneira dependente de caspase-1,
nao de caspase-3, como na apoptose (DOITSH et al., 2010).

Atualmente, sabe-se que este mecanismo de células abortivas se da através da

atenuacao do processo de transcricdo reversa no ciclo viral, onde o acumulo de
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transcritos de DNA incompletos promove a ativacao de sensores celulares, como o
IFI16, que atua na ativacdo de interferon e outras moléculas mediadoras da
resposta imune inata. Posteriormente, ocorre a formacdo do inflamassoma
(semelhante ao AIM2), desenvolvendo assim toda a interacdo e ativacdo de

proteinas que culmina na morte celular por piroptose (Figura 13).
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Figura 13. Mecanismo das células permissivas e ndo-permissivas a infec¢édo pelo HIV-1. Adaptado
de (DOITSH; GREENE, 2016).

Como caracteristicas deste processo, sdo formados poros na membrana
promovendo liberacdo de conteudo celular, bem como liberacdo de citocinas para
recrutamento de novas células e desenvolvimento de inflamacao. Assim sendo, a
diferenca entre apoptose e piroptose pode afetar, consideravelmente, a patogénese
viral, sobretudo o estado inflamatério e a ativacao imune nos individuos infectados
(DELL'OSTE et al., 2015; DOITSH et al., 2014; MONROE et al., 2014).

Apesar de diversos estudos associarem apenas a montagem do

inflamassoma IFI16 na via da piroptose mediada pela infeccdo do HIV-1, a
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interacdo com o NLRP3 tem sido postulada a partir da capacidade que o RNA viral
tem de interagir com os TLRs 7 e 8 em diferentes tipos celulares. Estudos utilizando
monaocitos apontaram que a producao de IL-1p necessita da ativagao de caspase-
1, e que NLRP3 é necessario para a maturacao da IL-1B. Outro estudo com células
T CD4+, que expressavam o co-receptor CCR5, demonstrou que estas produziam
pré-1L-1B e outros componentes da formagéao de NLRP3, sugerindo que NLRP3 é
uma das vias de ativacao da piroptose durante o processo de infeccéo pelo HIV-1
(BRUCHARD et al., 2015; GUO et al.,, 2014; HERNANDEZ; LATZ; URCUQUI-
INCHIMA, 2014).

A piroptose constitui uma das principais vias de defesa em diversos
organismos celulares, porém, na infeccado pelo HIV-1, aparentemente, isto nao
ocorre. Acredita-se que a piroptose se apresenta como um ciclo patogénico vicioso,
em que sao liberados estimulos inflamatorios, recrutando mais células nos sitios de
infeccdo, promovendo mais morte celular. Dessa forma, diz-se que a ativacao da
via da piroptose acaba por ser uma forma de ativacdo imunoldgica crénica nos
tecidos linfoides, contribuindo assim para o desenvolvimento da AIDS (Figura 14)
(DOITSH et al., 2014; DOITSH; GREENE, 2016; GAIHA; BRASS, 2014).

Apesar da carga viral ser mensurada no sangue, o principal sitio de
replicacdo do HIV-1 se da nos tecidos linfoides, de modo que, na auséncia de
patégenos, células T naives (ou virgens) podem permanecer por horas dentro dos
tecidos linfoides antes de migrar para a corrente sanguinea. Uma vez que nos
tecidos linfoides as células T estdo em contato direto, a liberacdo de citocinas e a
ativacao ceélula-célula faz com que a quantidade de morte nestes tecidos seja maior,

guando comparado com as células T do sangue, que podem permanecer num
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estagio de células permissivas, gerando uma infeccdo produtiva (DOITSH;

GREENE, 2016; MUNOZ-ARIAS et al., 2015).
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Figura 14. Mecanismo geral da piroptose na problematica do HIV-1. Ativagao da piroptose no tecido
linfoide e persisténcia da inflamacéo independente de da replicagéo viral, promovendo um estagio
cronico de inflamacao e ativagao imunoldgica. Adaptado de (DOITSH et al., 2014).

Ainda no aspecto da interacdo entre células durante a infec¢ao pelo HIV-1,
a interacdo célula-célula compde uma abordagem significativa. Estudos
observaram que as células permissivas ao virus se apresentam como unidades de
morte para as células abortivas nos tecidos linfoides, demonstrando assim que
estas ndo constituem vias independentes, mas sim uma cascata entrelacada de
morte por piroptose, através de um mecanismo denominado sinapse virologica
entre estas células (DOITSH et al., 2014; GALLOWAY et al., 2015).

A sinapse virolégica é constituida através do recrutamento de moléculas de
adesao, como: o LFA-1 (do inglés, integrin leukocyte function-association antigen
1) e seu ligante, a molécula de adeséo intracelular tipo 1 (ICAM-1), garantindo a
estabilidade da interagdo célula-célula, promovendo a disseminacdo da infeccdo

viral. Curiosamente, enquanto ocorre a estreita relacdo entre estas células, ocorre
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concomitante a ativacao da infec¢do abortiva, mediando assim a inflamacéo e a
progressdo na destruicdo através da piroptose (DOITSH; GREENE, 2016;
GALLOWAY et al., 2015).

Dado todo o contexto da piroptose na infeccéo pelo HIV-1, e como as vias
de morte desempenham um papel crucial na modulacao da resposta imunologica,
a investigacado de como variaveis genéticas podem influenciar no desenvolvimento
e exacerbacdo desta, via torna-se uma abordagem relevante. Dessa forma, a
analise de polimorfismos em genes da via da piroptose € justificavel, propiciando a
execucao de estudos com o intuito de esclarecer aspectos tanto tedricos quanto
clinicos na falha imunolégica dos individuos que fazem uso de terapia

antirretroviral.

2.4.4 Genes e proteinas da via da piroptose

2.4.4.1 NLRP3

A proteina NLRP3, do inglés, NOD-like receptor family, pyrin domain
containing 3, é sintetizada a partir do gene NLRP3, localizado no braco longo do
cromossomo 1 (g44), sendo descritos pelos bancos de dados entre 10 e 11 éxons
(9 e 10 introns, respectivamente), no qual sdo produzidos 8 transcritos splicing

variantes (Figura 15).
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Figura 15. Localizacéo e estrutura do gene NLRP3. Adaptado de (http://www.genecards.org,
acesso em 22 de maio de 2018).

Estruturalmente, o inflamassoma NLRP3 é formado por um dominio central
de ligacdo a nucleotideo (NOD), um dominio de repeticao rico em leucina na regiao
C-terminal, e o dominio N-terminal constituido por pirina. Devido a essa estrutura,
a regido N-terminal precisa interagir com o ASC para determinar a ativacdo das
caspases e posterior piroptose. O modelo do inflamassoma formado a partir do
NLRP3 é um dos modelos mais bem caracterizados e amplamente expressos,
sendo observado em mondcitos, macrofagos, células dendriticas, astrocitos,
linfécitos, neutréfilos, dentre outros tipos celulares, além de ser também o
inflamassoma com maior capacidade de ligacdo a PAMPs e DAMPs dentre os
demais (BRUCHARD et al., 2015; ELLIOTT; SUTTERWALA, 2015; SONG et al.,
2015).

Sao descritos como potenciais ativadores do NLRP3 parede celular de
microorganismos, acidos nucleicos, toxinas formadoras de poros, poluentes
ambientais cristalinos (silica, amianto ou alimen) e ainda sinais de perigo

enddgenos (ATP e acido Urico). Devido a esta vasta capacidade de iniciadores,
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mecanismos exatos aos quais cada um esta diretamente ligado ainda sé&o
desconhecidos (PARAMEL; SIRSJO; FRANSEN, 2015).

A ativacdo do NLRP3 pode ser dividida em dois passos, sendo o primeiro
deles, a ligacdo de PAMPs e DAMPs aos receptores de membrana do tipo toll like
(TLRs). Esta primeira interacdo promove na célula uma cascata de sinalizacdo que
ativa o fator nuclear kappa B (NF-kB), que por sua vez regula a transcricdo de
componentes ligados ao inflamassoma, como o NLRP3, pro-IL-1B e pré-1L-18. O
segundo passo € a oligomerizacdo do NLRP3, com a formacéo do inflamassoma,
interacdo com o ASC e a ativacdo da caspase, seguindo com todo o curso da
piroptose. Nesse aspecto, outros modelos tém sido postulados, sendo o primeiro
deles baseado no ATP como agonista do NLRP3, o segundo considerando que
espécies reativas de Oxigénio (ROS) como responsaveis pela ativacao, e o terceiro
relacionado a danos ou disfuncdo mitocondrial (GUO; CALLAWAY; TING, 2015;
SONG et al., 2015).

Devido a importancia do NLRP3 em processos inflamatorios, cronicos e
infecciosos, diversos polimorfismos tém sido avaliados na tentativa de avaliar a
susceptibilidade dos individuos as diversas patologias. Assim, polimorfismos tanto
que atuam na estrutura da proteina quanto que regulem a expressao dos genes
tém sido descritos. O polimorfismo (rs10754558 C>G) no gene NLRP3 (regiao
3'UTR) tem sido estudado em processos infecciosos (infecgcéo pelo HIV-1, HTLV-
1) (KAMADA et al.,, 2014; PONTILLO et al.,, 2010), processos neoplasicos
(mesotelioma) (PONTILLO et al., 2012c), bem como doencas hematologicas
(sindrome mielodisplasica) (MIAN et al., 2015), inflamatérias (doenca celiaca e a
doenca arterial coronariana) (PONTILLO et al., 2011; ZHOU et al.,, 2016) e

autoimunes (SHAW et al., 2011).
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Funcionalmente, este polimorfismo tem sido descrito como sitio de ligacéao
para diversos micro-RNAS, podendo ter consequéncias na expressao génica. O

banco de PoliMRTS Database 3.0 (http://compbio.uthsc.edu/miRSNP/search.php

acessado em 11 de setembro de 2017) traz 6 possibilidades de miRNA que podem
se ligar na posicdo do SNP (miR-146a-5p, miR-146b-5p, miR-589-5p, miR-7153-

5p, miR-549a e miR-3529-3p).

2.4.4.2 CARDS

O gene CARDS esta localizado no brago longo do cromossomo 19 (q13.33),
constituido de cerca de 20 éxons, e sendo descritos mais de 12 transcritos splicing
variantes (Figura 16), sendo principalmente expresso em células mononucleares
do sangue periférico, tecidos linfoides e bago. Destas isoformas geradas, cinco tem
sido bem descritas, estando alguns associadas a funcdes discordantes, como a
isoforma de 48kDa, que interage diretamente com a caspase-1, enquanto a de
54kDa estd associada com a supressdo da ativacdo caspase-1 dependente
(RAZMARA et al., 2002; TANGI et al., 2012).

Estruturalmente, o CARD8 é uma proteina da familia CARD, sendo
composto por uma regido N-terminal com um dominio denominado FIIND (do
inglés, N-terminal domain function to find) e um dominio CARD na regido C-
terminal. Duas formas de interacdo para a ativacdo da caspase-1 sdo descritas,
sendo inicialmente postulada a partir da interagdo homofilica CARD-CARD como
regulador negativo da ativacdo da caspase-1. A segunda se da a partir da interacao
do dominio FIIND do CARD8 com o NOD do NLRP3; outros modelos de interacao
ainda séo sugeridos, sendo ainda a forma de interacdo considerada uma incognita

(ITO; HARA; KUBOTA, 2014; VON KAMPEN et al., 2010).
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Figura 16. Localizacdo e estrutura do gene CARDS8. Adaptado de (http://www.genecards.org,
acesso em 22 de maio de 2018).

Estudos tém demonstrado que a proteina de ativagdo e recrutamento de
caspases tipo 8 denominada CARD8 atua como regulador negativo do
inflamassoma NLRP3 de duas formas. Na primeira, a proteina CARDS8 se liga
estruturalmente no NOD e PRR do NLRP3, e interage também com o ASC, fazendo
com que, atue como regulador negativo do NF-k3, ndo ocorrendo ativagdo de
caspase-1. A outra forma se da através da inibicdo especifica do NOD, sobretudo
o NOD2, impedindo a oligomerizacdo e consequente ativacdo do inflamassoma
(ITO; HARA; KUBOTA, 2014; ROBERTS et al., 2010; VON KAMPEN et al., 2010).

O polimorfismo rs2043211 ocasiona uma alteracdo de A>T na sequéncia do
gene CARDS, promovendo uma troca de um residuo de cisteina na posicédo 10 do
éxon 5 para um stop codon, produzindo, assim, uma proteina truncada, ou seja,
com perda de funcéo (KO et al., 2009). Assim como no NLRP3, alguns estudos tém
associado o SNP rs2043211 com diversas doencas (BAl et al., 2014; JENKO et al.,

2016; KIM et al., 2016; Yl et al., 2015).
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A interleucina IL-18 € uma citocina pré-inflamatéria da familia das IL-1,
responsavel por atuar contra infecgdes e injurias no processo de defesa patdogeno-
hospedeiro. Dada sua potente e multivariada funcdo na modulacdo do sistema
imunologico, esta se apresenta como a principal interleucina desta familia, sendo
alvo principal de inameros estudos. O gene IL1B (Figura 17) esta localizado na
regido 2q14.1, sendo composto por 8 éxons e 7 introns. Esta citocina é produzida
e secretada numa forma inativa de 31kDa, antes de ser clivada (chegando a 17
kDa) e ativada (DAING et al., 2017; HAZUDA et al., 1991; SOBKOWIAK et al., 2017,

TAYLOR et al., 2002).
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Figura 17. Localizacéo e estrutura do gene IL1B. Adaptado de (http://www.genecards.orq,
acesso em 22 de maio de 2018).

A secrec¢do da IL-1B se d4, em sua grande maioria, através de mondcitos
ativados, sendo bastante amplo seu mecanismo de a¢ao e papel que desempenha
no processo da resposta imune, sobretudo no processo de ativacdo de diversos
tipos celulares, dentre eles linfécitos T e B, neutrofilos, células do sistema imune
imaturas, além de atuar na producao de proteinas de fase aguda nos hepatocitos,

e secrecdo de proteases e prostaglandinas pelos fibroblastos e células epiteliais
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(AFONINA et al.,, 2015; HAZUDA et al., 1991; LOPEZ-CASTEJON; BROUGH,
2011).

Dado seu importante destaque modulacdo do sistema imune, a IL-13 tem
sido alvo de diversos estudos correlacionados com distirbios presentes neste
sistema, sobretudo estudos de associacdo em variantes no gene IL1B com doencas
cronicas (CAMPA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2014; QIAN et al., 2010),
autoimunes (BORZANI et al., 2010; DOMINGUEZ-PEREZ et al.,, 2017) e
infecciosas (AHIR et al., 2013; KASZTELEWICZ et al.,, 2017; PONTILLO et al.,
2012b).

Uma alteracéo sinbnima (Phel05Phe) no éxon cinco (+3954) do gene IL1B,
uma troca de G>A, tem sido destacado nos estudos de associacdo. Este
polimorfismo apresenta-se como um possivel sitio de regulacdo no processo de
splicing. Além disso, também apresenta-se como tagSNP, estando em
desequilibrio de ligacdo com o polimorfismo rs1071676, localizado na regidao 3’UTR
do mesmo gene, sendo um possivel sitio de ligacdo para microRNAs, como o

mMiRNA-30 (OLIVEIRA et al., 2014; SOBKOWIAK et al., 2017).

2444118

O gene IL18, localizado na regido 11g22.2-g22.3, é responsavel pela
codificacdo a citocina IL-18, sendo formado por 7 éxons e 6 introns, possuindo 5
transcritos alternativos (Figura 18). Inicialmente, esta citocina foi descrita como um
fator indutor de IFNy, sendo uma interleucina proé-inflamatoria produzida na forma
de pro-IL-18, contendo uma estrutura de 24kDa, posteriormente clivada pela
Caspase-1 na sua estrutura ativa de 17.2kDa (BACK et al., 2014; MYUNG et al.,

2015; NOVICK et al., 2013).
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Figura 18. Localizacdo e estrutura do gene IL18. Adaptado de (http://www.genecards.org,
acesso em 22 de maio de 2018).

Estudos demonstraram que o primeiro passo na regulacdo da producao de
IL-18 se d& a nivel transcricional. Em estudos com camundongos, duas regifes
promotoras foram caracterizadas uma na regido 5 flanqueadora e outra no intron
1, sendo responsavel por produzir niveis basais do mMRNA (SUGAMA et al., 2000;
TONE et al., 1997).

Diversos tipos celulares s&o descritos como secretores de IL-18, como
linfécitos T e B, mondcitos e macréfagos, células epiteliais e alguns tipos de células
tumorais. Funcionalmente, esta citocina desempenha diversos papeis na defesa
hospedeiro-patdgeno, sobretudo pela sua capacidade interativa com as
interleucinas IL-12 e IL-15. Estudos tém demonstrado que, na auséncia destas
citocinas, a IL-18 ndo apresenta mecanismos muito bem concretos. Esta citocina
desempenha papeis tanto na imunidade inata quanto na adaptativa. Por exemplo,
pode atuar como um potente estimulador de IFNy, aumentando a atividade
citotoxica de ceélulas NK, e estimulando tanto a resposta Thl, quanto a resposta
Th2, através de sinergismo com outras interleucinas, como a IL-2 (MEDINA et al.,
2014; NAKANISHI; YOSHIMOTO; OKAMURA, 2001; NOVICK et al., 2013).

Polimorfismos na regidao promotora do IL18 tém sido associados com

processos patologicos. O SNP rs187238, localizado na posicao -137 ndo-traduzida
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do gene, apresenta-se como um dos principais SNPs descritos para 0 mesmo. A
presenca do alelo C (G>C) neste SNP confere uma alteracdo no sitio de ligacao do
fator de transcricdo H4TF, podendo, assim, tornar a expressao do transcrito
diminuida (BACK et al., 2014; LEON RODRIGUEZ et al., 2016; MYUNG et al., 2015;
NAKANISHI; YOSHIMOTO; OKAMURA, 2001; NOVICK et al., 2013; TAVARES et

al., 2013).

2.4.45 IFI16

O IFI16 (do inglés, interferon-inducible protein 16), codificado pelo gene
IFI16, é um importante sensor da imunidade inata, capaz de detectar,
principalmente, dsDNA, e desencadear a montagem e ativacdo de inflamassomas,
tanto no nucleo quando no citoplasma. O gene IFI16, um membro da familia de
genes indutores de interferon HIN200/Ifi200, localiza-se na regido 1g23.le é
composto por 16 éxons, 15 introns e mais de 10 variantes de splicing (Figura 19)

(DELL’OSTE et al., 2015).
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Figura 19. Localizaco e estrutura do gene IFI16. Adaptado de (http://www.genecards.org,
acesso em 22 de maio de 2018).

Estruturalmente, o IFI16 compartilha de um padrdo de assinatura de 200

aminoéacidos (HIN), sendo constituido por duas regides HIN (denominadas A e B),
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separadas por uma regido espacadora. Os dominios HIN permitem a interacao
entre a proteina IFI16 e as moléculas de DNA. A regido espacadora tem seu
tamanho controlado por splicing alternativo, dadas as variantes que podem ser
encontradas. Observa-se ainda um dominio PYRIN, necessario para a interacao e
ativacdo da via caspase (DELL'OSTE et al., 2015; JONSSON et al.,, 2017,
STRATMANN et al., 2015).

Constitutivamente, o IFI16 apresenta uma ampla expresséo, sendo descritas
células hematopoiéticas (principalmente linfécitos), queratindcitos, o endotélio
vascular, células epiteliais, fibroblastos, dentre outros. Dada sua distribuicéo,
diversos estudos tém avaliado funcdes biologicas para o IFI16, como a resposta a
danos ao DNA, crescimento celular, promocéao de apoptose, senescéncia celular e
regulacdo da diferenciacdo celular. Devido seu papel no desenvolvimento do
sistema imune, diversos estudos tém sido realizados, buscando associacdo em
variantes no gene IFI16 com doencas cronicas (KONDO et al., 2012; ORTIZ-
FERNANDEZ et al., 2015; YANG et al., 2017), autoimunes (ALUNNO et al., 2015,
2016; GUERINI et al., 2014; STUNKARD, 2009) e infecciosas (BOOIMAN;
KOOTSTRA, 2014; LUPFER; ANAND, 2016).

O SNP rs6940, localizado na posicédo +2942 do gene IFI16, é uma variante
missense (A>T) que acarreta a troca do aminoacido treonina por serina (T723S). O
aspecto funcional deste SNP ainda n&o esta muito claro, mas por ser um tag SNP,
estudos mostram que este se apresenta em desequilibrio de ligagdo com o
polimorfismo rs2793845 do gene AIM2, formando um bloco haplotipico, podendo,
assim, ter sua alteracdo influenciada por esse SNP. Ensaios in silico tem
demonstrado que, apesar de ndo estar na regido HIN200 do IFI16, a troca do

aminoacido se localiza entre a regidao C-terminal do sitio de ligacdo HIN200-1/p53
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e ao dominio de ligacao nuclear HIN200-2/p53, podendo interferir na estrutura 3D
da proteina, e consequentemente na sua funcdo (MARCHESAN et al.,, 2017;

ORTIZ-FERNANDEZ et al., 2015).
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3 METODOLOGIA

3.1 DESENHO DE ESTUDO E SELECAO DOS INDIVIDUOS

O projeto foi desenvolvido no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA), o qual ofereceu toda a infraestrutura requerida para a pesquisa. Toda a
metodologia do estudo foi previamente aprovada pelo comité de ética em pesquisa
em seres humanos do IMIP (protocolo nimero 3629-13) (Anexo A).

Trata-se de um estudo observacional, do tipo caso-controle, em que 0s
individuos que apresentam as caracteristicas referentes a falha imunoldgica foram
considerados casos, e 0s que ndo apresentaram foram considerados controles. A
populacao utilizada no estudo consistiu em individuos vivendo com o HIV-1
recebendo tratamento antirretroviral em atendimento no Hospital Dia do Instituto de
Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP), sendo individuos do Recife,
Regido Metropolitana e cidades do interior do Estado.

Os individuos foram selecionados através de amostragem por conveniéncia.
Foram selecionados individuos que obrigatoriamente correspondiam aos critérios
de inclusdo do estudo, sendo eles: ter entre 18 e 65 anos, estar em TARV h& mais
de um ano sem troca do esquema terapéutico devido a falha virologica, boa adeséo
ao tratamento. Utilizou-se como critérios de exclusdo: gravidez no momento da
coleta, presenca de doencas autoimunes e historico de uso de drogas injetaveis.

Apbs apresentacdo do estudo, os individuos que se dispuseram a participar
da pesquisa assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(Anexo B e C), concedendo autorizagéo para a coleta de amostra de sangue para

a realizagcéo de procedimentos posteriores.
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3.2 CLASSIFICACAO QUANTO A FALHA/SUCESSO IMUNOLOGICO

Os individuos selecionados foram, inicialmente, classificados quanto ao
status terapéutico, ou seja, se estava em falha ou sucesso virolégico. Individuos
em sucesso virolégico foram agrupados, retrospectivamente, de acordo com 0s
ganhos na contagem de células T CD4+, comparandoos valores pré-tratamento
(baseline) com os valores apés um ano de terapia.

A classificacdo quanto a falha imunoldgica foi realizada de acordo com os
critérios de Li et al. (2011), no qual sucesso imunolégico foi definido como ganho
igual ou superior a 200 células/puL com supresséao da replicacao viral (ou seja, niveis
abaixo dos limites de deteccdo de carga viral plasmatica <50 céls/ul), enquanto a
falha imunoldgica seria o ganho inferior a 200 células/uL, apesar de terem
apresentado supressao viral. Os individuos para os quais nédo foi possivel encontrar
a baseline de células T CD4+ durante revisdo dos prontuarios clinicos, foram
classificados de acordo com os critérios do Ministério da Saude (2013), que
considera o sucesso imunolégico quando a porcentagem de células T CD4+ (a
relacdo entre linfécitos T CD4+ e o total de linfocitos) atinge niveis de 30% ou
maiores apO0s um ano de tratamento, e em falha os que obtiveram valores abaixo

disso.
3.3 EXTRACAO DE DNA

Apos o individuo aceitar o convite para participar da pesquisa com assinatura
do TCLE, foram coletados 4 mL de sangue periférico em tubos EDTA para a
realizacdo da extracdo do DNA gendmico através do protocolo de mini salting-out,

estabelecido por Miller et al. (1988).
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A pureza do DNA foi avaliada utilizando o espectrofotdometro Thermo
Scientific™ NanoDrop 2000 (ThermoFisher), considerando a razdo entre as
absorbancias 260/280nm e 260/230nm. As amostras consideradas satisfatorias
apresentaram valor igual ou superior a 100 ng/ul de DNA, a razdo 260/280 nm entre
1.8 e 2.2 e a razdo 260/230 ao redor de 2.0. Apoés isso, as amostras foram

armazenadas em freezer a -20°C.
3.4 SELECAO DE POLIMORFISMOS DE BASE UNICA (SNPS)

Os critérios de selecdo foram a frequéncia do alelo minoritario (MAF) ser
maior que 10% nas popula¢cdes europeia, amerindia e africana, considerando as
respectivas subpopulacées CEU, PUR e YRI, além do impacto funcional dos SNPs.
Estas populacdes foram escolhidas uma vez refletem o padrdo miscigenado do
pais, baseado no seu processo de colonizacdo. A tabela 4 demonstra as
frequéncias observadas para cada um dos genes e 0s respectivos polimorfismos

selecionados.

Tabela 4. Frequéncia alélica minima dos SNPs selecionados para o estudo.

Polimorfismo MAF global MAF CEU MAF YRI MAF PUR
NLRP3
rs10754558 (C>G) 35% 22% 33% 38%
CARDS8
rs2043211 (A>T) 32% 28% 16% 37%
IL1B
rs1143634 (G>A) 13% 23% 10% 17%
IL18
rs187238 (G>C) 21% 27% 20% 28%
IFI16
rs6940 (A>T) 23% 10% 30% 10%

Fonte: Disponivel em http:/phase3browser.1000genomes.org/index.html (Acesso em 26/05/2018)
MAF — Frequéncia do alelo minoritario; CEU — populagéo representativa dos caucasianos; YRI — populacéo Yoruba,
respresentativa africana; PUR — populacéo representativa amerindia.
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3.5 GENOTIPAGEM

A genotipagem foi realizada através de PCR em tempo real, utilizando
sondas alélico-especifica TagMan® para os SNPs nos genes NLRP3 rs10754558
(c__26052028_10), CARD8 rs2043211 (c__ 11708080 1), IL18 rs187238
(c__ 2408543 10); IL1B rs1143634 (c__ 9546517 _10) IFI16  rs6940

(c_7483779 10), tanto em individuos em falha quanto em sucesso

imunologico

As reacdes foram preparadas em um volume final de 5 pL, dos quais foi
utilizando 2,5 pL de Tagman Genotyping Master Mix (Thermofisher, Foster City,
EUA), 0,25 pyL de sonda Tagman na concentracdo de 20 vezes (Thermofisher,
Foster City, EUA) e 1,25 pL de H20 ultrapura e 1 pL de DNA na concentragdo de
50 ng/uL. Uma vez preparadas, a amplificacdo foi realizada de acordo com o
seguinte protocolo: 1 ciclo a 95°C durante 10 minutos, seguido de 50 ciclos de 95°
por 30 segundos e 60°C por 1:30 minutos, utilizando a plataforma em tempo real
ABI® 7500 (Applied Byosistems), disponibilizada no Laboratério de Biologia
Molecular do LIKA — UFPE. A analise dos resultados foi executada com o auxilio

de softwares especificos acoplados a plataforma utilizada.

3.6 ISOLAMENTO DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGUE PERIFERICO
(PBMCS)

Apoés coleta de 4 mL de sangue periférico em tubo de EDTA, este foi
colocado em um tubo cobnico de 15 mL, acrescido de 4 mL de PBS 1X para a
diluicdo na proporgcédo de 1:1, com posterior homogeneizacdo. Em seguida, foi

adicionado em outro tubo conico 5 mL de Ficoll Histopaque (Sigma Aldrich),
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acrescido, cuidadosamente, da amostra de sangue antes diluida. A amostra foi
centrifugada a 400g por 30 minutos, a 18-20°C em no break.

Apoés a centrifugacéo, foram observadas quatro fases: uma de hemaéacias,
seguida pela camada de Ficoll, a nuvem de PBMCs, e a ultima camada, composta
por plasma. Com o auxilio de pipeta Pasteur, foi aspirada a fase composta pelas
células mononucleares e transferida para outro tubo cénico de 15 mL. Em seguida,
realizou-se uma primeira lavagem com PBS 1x, com 3x o volume da aspiracao
(aproximadamente 6 mL), por 100g por 10 minutos, a temperatura de 18-20°C. Logo
apos, foi descartado o sobrenadante, e o pellet de células foi ressuspenso em 4 mL
de PBS 1x, e mais uma vez centrifugado por 10 minutos a 100g, a 18-20°C. Por
fim, mais uma vez foi descartado o sobrenadante, e o precipitado de células foi
ressuspenso em 1 mL de tampéo FACS, estando entdo as células prontas para

uso.

3.7 CONTAGEM E VIABILIDADE DAS CELULAS

Apos as células serem ressuspensas em tampao FACS, foi preparada a
amostra para a contagem celular. Assim, 20 uL foram utilizados para a contagem
de células através da Camara de Neubauer, dos quais 18 uL foram da suspensao
de células e 2 yL foram de azul de Tripan (fator de diluicdo 1:10). Este corante atua
também na viabilidade das células, de modo que as células que possuem
membrana intacta ndo se coram, estando entdo viaveis para posterior utilizacao,
enguanto que quando h&a dano nas células, estas se coram, sendo entdo inviaveis
para posterior analise. Apés a homogeneizacdo do corante com a suspensao de
células, esperou-se por 5 minutos para agdo do Azul de Tripan, e em seguinda,

iniciada a contagem de células.
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Na camara de Neubauer, adicionou-se 10 pL da diluicdo e realizou-se a
contagem por meio de microscopia 6ptica na objetiva de 40x. Para a andlise da
concentracéo de células por mL, aplicou-se a férmula abaixo, em que se considera
a quantidade de células e o numero de quadrantes contados, a proporcédo da
diluicao:

Numero de Células x 10.000
Concentracéo =

Numero de quadrantes x diluicédo

Apébs a contagem, dependendo do namero total de células contadas, foram
separadas entre 3-5x10° células para posterior marcacéo da citometria de fluxo.
Assim, se a contagem da Camara de Neubauer foi de aproximadamente 3 x 10° (3
milhdes de células), foi distribuido em cada tubo de marcacg&o 100 L da suspensao
de células (aproximadamente 300 mil células). Nos casos em que a contagem foi
inferior ao valor citado, um volume um pouco maior da suspensao de células foi

colocado nos tubos, entre 150 pL e 200 pL.

3.8 IMUNOFENOTIPAGEM POR CITOMETRIA DE FLUXO

Para o presente estudo, foram avaliados dois painéis de marcacdo de
citometria de fluxo, sendo utilizado em ambos os painéis os anticorpos anti-CD4
marcado com aloficocianina (APC) e anti-CD31, marcado com ficoeritrina (PE); o
marcador FLICA (do inglés, Fluorescent Labeled Inhibitors of CAspases), marcado
com isotiocianato de fluoresceina (FITC) foi utilizado no painel 1 como marcador de
morte por caspase-1 (Tabela 5).

Diferente dos demais marcadores, o FLICA possui um protocolo de

marcacao proprio. Inicialmente sdo adicionados ao tubo de marcacdo 290 uL de
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células ressuspensas em tampao FACS. Em seguida, adicionou-se 10 uL de
solucdo FLICA 30x, formando um volume final de 300 pL. Para esta, se faz a
diluicdo do FLICA estoque na concentracao de 150x, na proporcao de 1:5. Assim,
foi aspirado 2 pL de FLICA 150X e 8 pL de agua milli-Q. Logo apos as células
marcadas com o FLICA séo incubadas a 37°C por 30 minutos protegido da luz, com
ressuspensodes agitando o tubo a cada 10 minutos. Passado o tempo de incubacéo,
foi adicionado 2 mL de Buffer Apoptose 1x, e centrifugado a 400g por 5 minutos em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido cuidadosamente, e o pellet
ressuspenso em 300 uyL de Buffer Apoptose 1x, estando agora pronto para a

marcacao com os demais marcadores.

Tabela 5. Marcadores e populacdes celulares avaliadas.

Marcador Analise
CD4+ FLICA + Morte por piroptose de Linfocitos T CD4+ geral
CD4+CD31/FLICA+ Morte por piroptose de Linfécitos T CD4+ recém emigrados do Timo

Foi adicionado entdo, para concluséo do painel 1, 5 pL de anti-CD4, e 2,5 pL
de anti-CD31. No painel 2, foram adicionados também 5 uL de anti-CD4, e 2,5 uL
de anti-CD31, Anexina V e Pl. Em seguida, todos foram incubados por 10 minutos
a temperatura ambiente protegidos da luz. Uma vez incubados, foi adicionado 1 mL
de Buffer Apoptose 1x ao tubo do painel 1 e 1 mL de tampdo FACS ao tubo
referente ao painel 2, seguidos de centrifugacdo a 400g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado, e as células ressuspensas em 300 pL de PBS-Formol
1% para andlise no citbmetro.

A andlise foi realizada com o citbmetro de fluxo BD Accuri™ C6 (BD

Biosciences, Nova Jersey, EUA) com obten¢éo de, no minimo, 20.000 eventos por
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amostra. As células foram visualizadas em grafico de pontos (dot plot)
bidimensional onde foram analisados os parametros de tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC), para identificacdo da populacdo celular de interesse. Em
seguida, realizou-se um gate para delimitar a regido dos linfécitos, excluindo os
dupletos e debris. As analises graficas foram realizadas no software FCS Express

6 Plus®.

3.9 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas no programa R, versao 3.5.0. As
frequéncias genotipicas e alélicas foram calculadas por contagem direta. Para
verificar se as frequéncias estavam de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg
foi utilizado o teste de distribuicdo de x2. As andlises de tamanho amostral foram
realizadas no software G*Power®, onde o teste power pos-roc foi avaliado para
todos os genes, verficando se o tamanho populacional esta de acordo para a
hipétese estabelecida.

A influéncia das variaveis sexo, tipo de esquema da TARV, contagem de
células T CD4+, sorologias de sifilis, toxoplasmose e hepatites B e C dentre outras
gue podem atuar na ocorréncia de falha imunoldgica foi verificada por meio do teste
exato de Fisher de maneira univariada. A possivel associacdo dos polimorfismos
com a falha imunolégica também foi avaliada pelo teste exato de Fisher. A
influéncia da idade no inicio do tratamento, peso e intervalo entre diagnostico e
inicio da terapia para a ocorréncia de falha imunolégica foi avaliada com o teste
nao-paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney, uma vez que os valores de idade ndo

apresentaram distribuicdo normal.
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Os dados obtidos atraves do citdbmetro de fluxo para a comparacao entre os
grupos foram avaliados inicialmente através do teste de Shapiro-Wilk, para avaliar
se os dados apresentavam distribuicdo normal. Quando sim, foi utilizado o Teste-T
como teste de associacdo entre 0s grupos caso e controle, e quando nao se
observou distribuicdo normal, utilizou-se o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney.

O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em a<0.05 para todos os
testes. Odds ratios (OR) e seus respectivos intervalos de confianca a 95% foram

calculados quando possivel.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE EPIDEMIOLOGICA, CLINICA E LABORATORIAL

Foram recrutados para esse estudo 443 individuos, entre os anos de 2011 e
2014. Destes, 248 obtiveram sucesso virologico no primeiro ano de terapia, sendo
estes inclusos nos testes de associacdo com a falha imunolégica. Baseados no
ganho de células T CD4+ apds um ano de terapia como mencionado anteriormente,
estes foram classificados em grupos caso e controle, sendo classificados como em
falha imunoldgica (caso) 126 individuos (62 do sexo masculino e 64 do sexo
feminino) e em sucesso imunoldgico (controles) 122 individuos (45 do sexo
masculino e 77 do sexo feminino).

A mediana de idade ao inicio da terapia observada entre os individuos foi de
32 anos tanto no grupo caso (29 — 39) quanto no grupo controle (28 — 36). A analise
do peso dos individuos demonstrou o grupo de falha imunoloégica com uma média
de 61,5kg (55kg — 70,5) enquanto os individuos em sucesso demonstraram uma
meédia de 64kg (54kg — 75kg). Quanto a etnia (por autodeclaragéo), tanto o grupo
caso quanto o grupo controle demonstraram uma maioria parda, com uma
frequéncia de 47% e 43%, respectivamente.

A analise das variaveis epidemioldgicas e clinicas (Tabela 5) dos pacientes
mostrou que ndo houve variacdes clinicas significativas entre os grupos caso e
controle para as variaveis estudadas na populagdo: sexo, etnia, fumo, etilismo,
peso, tempo para inicio da terapia, idade no inicio da terapia, esquemas
terapéuticos contendo AZT ou IP/r, troca de esquema e sorologias para sifilis,
hepatites B e C e toxoplasmose. Porém, uma das variaveis mostrou significativa

influéncia, a contagem de células T CD4+ pré-tratamento: Individuos que iniciaram
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o tratamento com um menos de 350 células T CD4+/uL apresentaram uma maior

probabilidade de desenvolver a falha imunologica (p-value=0,0001).

Tabela 6. Testes de associacao com as variaveis demogréficas, epidemiol6gicas e clinicas (teste
Exato de Fisher, exceto para peso, idade e tempo de inicio da terapia).

Variavel C2Ee Contrele p-value
n=126 (%) n=122 (%)
Sexo (n=248/248) Masculino 62(49) 4537 ¢ 06
Feminino 64 (51) 77 (63)
Branca 29 (23) 36 (30)
59 (47 53 (43
Etnia (n=248/248) Parda 40 43 o8
Negra_ 37 (15) 33 (27)
Indigena 1(1) 0(0)
i 4 (24 11 (11
Fuma (n=98/248) Sim (24) (11) 0,09
Néo 45 (46) 38 (39)
i 11 (11 19 (19
Etilismo (n=98/248) Sim (11) 19 51
N0 38 (39) 30 (31)
Peso (11Q) (n=239/248)** 617*5’(;’)5' 64 (54-75) 0,29

Tempo para inicio da terapia apds

diagnostico, meses (11Q) 3(1-18,5) 8(1,5-27) 0,05*
(n=202/248)**

Idade no inicio do

tratamento (11Q) (N=238/248)** 32(29-39)  32(28-36)  0,21*

Esquema com IP/r (n=196/248) Sim 34 (17) 44.(22) 0,11*
N&o (uso de INNTR) 66 (34) 52 (27)
Esquema com AZT (n=195/248) Sim 88 (45) 82 (42) 0,52*
N&o (uso de TDF) 11 (6) 14 (7)
Troca de esquema (nN=212/248) Sim 12 (6) 4(2) 0,07
Nao 100 (47) 96 (45)
Contagem células T CD4+ pré- ]
tratamento <350 cels/pL (n=232/248) Sim 100 (49) 69 (34) <0.001*
Nao 7(3) 29 (14) ’
Sorologias — Status de coinfec¢des
Sifilis (teste VDRL) (n=152/248) Positivo 13(8) 1006) (65
Negativo 64 (42) 65 (43)
Toxoplasmose IgG (n=36/248) Positivo 10 (28) 15 (42) 0,48
Negativo 6 (16) 5 (14)
CMV 1gG (n=35/248) Positivo 14 (40) 19 (54) 0.20
Negativo 2 (6) 0 (0)
Hepatite C (n=87/248) Positivo 0(0) 2(3) 0,18
Negativo 50 (57) 35 (40)
Hepatite B (n=118/248) Suscetivel 28 (24) 18(15) 09
Imune:Natural/Vacinacdo 32 (27) 40 (34)

*Variaveis pré-selecionadas para compor o0 modelo de regresséo logistica.

**Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney. AZT = zidovudina/azidotimidina; CMV = citomegalovirus; 11Q =
intervalo interquartis; 1gG = imunoglobulina G; IP/r = inibidor de protease com ritonavir; TDF =
Tenofovir; VDRL = Venereal Disease Research Laboratory.
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4.2 ANALISE GENOTIPICA

Foram genotipadas cinco principais variantes de cinco genes que atuam
direta ou indiretamente na ativacéo da via de morte celular por piroptose: NLRP3,
CARDS, IL1B, IL18 e IFI16 (Tabela 6). O numero amostral (N) variou entre os
genes, uma vez que algumas sondas especificas conseguiram um melhor
desempenho durante o procedimento de amplificacdo, e em outros casos o DNA
dos individuos esgotou-se no estoque, impossibilitando a analise. Todas as
frequéncias avaliadas estavam de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg, e o
teste power pos-roc foi avaliado para todos os genes, onde o N amostral da
populacao apresentou-se representativo para a analise.

A analise do polimorfismo rs10754558 no gene NLRP3 inlcuiu 206
individuos, sendo eles 103 do grupo caso e também 103 no grupo controle. As
frequéncias do alelo variante G nos grupos analisados foi de 39%. A analise pelo
teste exato de Fisher demonstrou que ndo ha associacdo deste gene com a falha
imunoldgica na populacdo analisada, tanto do alelo G (OR=1,00; 1C-95%=0,66 —
1,51; p=1,00) quanto do gendtipo GG (OR=1,03; IC-95%=0,42 — 2,53; p=1,00).

O polimorfismo rs2043211 do CARD8 também n&o demonstrou associacao
com a falha imunoldgica, nem do alelo T, nem do gendétipo TT (OR=0,97; IC-
95%=0,25 - 3,69; p=1,00 e OR=1,21; I1C-95%=0,74 - 1,98; p=0,41,
respectivamente). As frequéncias observadas no grupo caso foi de 26% e 30% no
grupo controle, sendo analisados 181 individuos (88 em falha imunol6gica e 93 em
sSucesso).

A andlise dos genes IL1B e IFI16 contaram com um N amostral de 195 e 187
individuos, respectivamente. A frequéncia alélica da variante A (G/A) no gene IL1B

no grupo caso foi de 23%, enquanto no grupo controle foi de 19%. A analise de
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associacao para este gene ndo demonstrou associacéo do genétipo AA (OR=0,39;
IC-95%=0,03 — 2,5; p=0,44), bem como do alelo A (OR=0,81; IC-95%=0,48 — 1,36;
p=0,46). Ja para o gene IFI16, as frequéncias observadas para o alelo T foram 19%
no grupo em falha imunolégica e 15% no grupo em sucesso. A hipotese de que a
variante no gene IFI16 poderia estar associada com a falha imunoldgica na
populacdo em estudo ndo foi encontrada, com valores de OR=0,94; 1C-95%=0,12
—7,28; p=1,00 para o gendtipo TT e OR=0,72; IC-95%=0,40 — 1,29; p=0,27 para o
alelo T.

A analise realizada da variante do gene IL18, rs187238 G>C apresentou uma
frequéncia do alelo C no grupo caso de 22% e no grupo controle de 33%. O teste
de Fisher usado para demonstracdo de associacdo estatistica com a falha
imunoldgica apresentou que tanto o gendétipo CC (OR=0,22; IC-95%=0,05 — 0,75;
p=0,009) quanto o alelo C (OR=0,13; IC-95%= 0,08 — 0,22; p>0,001) estdo
associados com protecédo a ocorréncia de falha imunolédgica na populacéo avaliada.

Tabela 7. Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos avaliados entre casos e controles.

Frequéncias Frequéncias

Gene SNP (ID) Grupo Falha Grupo Sucesso OR (IC-95%) p-value
oS e n=103/206 (%)  n=103/206 (%)
Gendtipos
CcC 39 (38) 40 (39) Referéncia -
CG 48 (47) 46 (45) 0,93 (0,49 - 1,77) 0,88
GG 16 (15) 17 (16) 1,03 (0,42 — 2,53) 1,00
n=206/412 (%) n= 206/412 (%)
Alelos
C 126 (61) 126 (61) 1 (0,66 — 1,51) 1,00
G 80 (39) 80 (39)
I0asa11 n=88/181 (%)  n=93/181 (%)
Genotipos
AA 49 (56) 43 (46) Referéncia -
AT 32 (36) 44 (47) 1,56 (0,81 — 3,02) 0,16
TT 7 (8) 6 (7) 0,97 (0,25 — 3,69) 1,00
n= 176/362 (%) n= 186/362 (%)
Alelos
A 130 (74) 130 (70) 1,21 (0,74 — 1,98) 0,41
T 46 (26) 56 (30)

Continuacao
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Genotipos
GG 59 (60) 61 (64) Referéncia -
GA 35 (35) 33 (34) 0,91 (0,48 - 1,73) 0,88
AA 5(5 22 0,39 (0,03-2,5 0,44

Alelos
G 153 (77) 155 (81) 0,81 (0,48 — 1,36) 0,46
A 45 (23 37 (19
Gendtipos
GG 61 (60) 46 (49) Referéncia -
GC 36 (36) 33 (36) 1,21 (0,63 - 2,33) 0,54
CcC 4 (4 14 (15 0,22 (0,05 -0,75 0,009
Alelos
G 158 (78) 125 (62) 0,13 (0,08 — 0,22) <0,001
C 44 (22 61 (33
Genotipos
AA 62 (64) 66 (73) Referéncia -
AT 32 (33) 21 (23) 0,62 (0,30—1,23) 0,19
TT 3(3 34 0,94 (0,12 - 7,28 1,00
Alelos
A 156 (80) 153 (85) 0,72 (0,40 — 1,29) 0,27
T 38 (19) 27 (15)

SNP= single nucleotide polymorphism.
OR= Odds Ratio.
IC= Intervalo de Confianga.

4.3 ANALISE DE REGRESSAO LOGISTICA

Realizou-se um modelo de regresséao logistica com os gendtipos do gene
IL18 cuja variante demonstrou-se associada com a falha imunolégica, integrando-
0 com algumas variaveis de importancia clinica ja relacionadas a ocorréncia de
falha imunoldgica.

Assim, como observado na analise univariada dos parametros clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais, foi observado no modelo de regresséao logistica que
a variavel que ja havia demonstrado significancia na primeira analise, comecar

tratamento com niveis baixos de linfécitos, continuou demonstrando associagao
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com a falha, com um risco de aproximadamente trés vezes mais chance de
desenvolvé-la, porém agora com a contagem de linfécitos T CD4 <350 (OR=2,60;
IC de 95%= 1,20 — 5,63; p-value= 0,01). O sexo masculino passou a apresentar
associacado também com o risco de falha duas vezes maior que individuos do sexo
feminino (OR= 2,36; IC de 95%= 1,07 — 5,16; p-value= 0,04). Ademais, foi
observada a associacdo com a protecdo ao desenvolvimento da falha imune em
individuos que fazem uso da terapia utilizando Inibidores de Protease (OR= 0,47,

IC de 95%= 0,23 — 0,99; p-value= 0,04) (Tabela 7).

Tabela 8. Variaveis utilizadas no modelo de regresséao logistica para explicar a ocorréncia de falha
imunoldgica.

Variaveis OR IC de 95% p-value
IL18 GG 0,9 0,38 2,15 0,82
IL18 GC 0,98 0,35 2,72 0,97
IL18 CC 0,30 0,06 1,40 0,13
Sexo Masculino 2,36 1,07 5,16 0,03
Idade ao Inicio da Terapia 1,00 0,96 1,05 0,76
Esquema terapéutico com AZT 2,66 0,71 9,94 0,15
Esquema terapéutico com IP/r 0,47 0,23 0,98 0,04
Tempo de Terapia 1,00 0,99 1,01 0,78
Contagem de linfécitos T CD4 <350+ células 2,60 1,20 5,63 0,01
Intercepto - - - 0,18

OR = odds ratio.

IC = Intervalo de confianca

IP/r = inibidor de protease com ritonavir.
AZT = zidovudina/azidotimidina.

4.4 ANALISE IMUNOFENOTIPICA

Apés a aquisicdo de células dos pacientes dos grupos caso e controles,
foram avaliadas as caracteristicas das células através dos parametros de
complexidade (SSC) e tamanho (FSC) para a caracterizacdo adequada da
populacao celular a ser estudada. A figura 20 mostra as caracteristicas SSC e FSC
observadas para a caracterizacdo dos linfocitos, onde a area de coloragcdo mais

avermelhada representa esta populacéo.



94

—. 1308,1 -
=

= Linficitos
— 42 34%
Z B35

7

.

iyl

U ag1,8

21113 r————r— e —r—r——
28,6 11759 23132 3450,5 4587.4
FSC-A (x 10000

Figura 20. Dot plot por densidade da regido dos linfécitos com aumento de 1000 vezes. Em
vermelho, maior densidade de células expressando o marcador CD4+. SSC: Side-scattered
light. FSC: Forward-scattered light;

Foram avaliadas duas populagcdes celulares. A primeira andlise considerou
morte geral dos linfécitos T CD4 por piroptose (CD4+FLICA+) e a segunda consistiu
em morte de linfocitos recém emigrados do timo (CD4+/CD31+FLICA+). Para estas
analises, foram avaliados 17 individuos no grupo caso e 24 individuos no grupo
controle. As figuras 21A e 21B mostram a porcentagem em média da populacao
geral de linfécitos em morte celular por piroptose nos grupos caso e controle,
respectivamente, enquanto as figuras 21C e 21D demonstram os valores médios

dos linfécitos recém migrados do timo.
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Figura 21. PopulagBes celulares avaliadas. 21A — porcentagem de morte celular por piroptose dos
linfocitos T CD4+ gerais para o grupo caso e controle, seguidos da comparagdo grafica da
frequéncia de morte por piroptose entre os grupos. 21B — morte celular de linfocitos recém
emigrados do timo nos grupos caso e controle, e graficos comparativos entre as populagdes de
morte por piroptose de linfécitos recém emigrados do timo.

A andlise comparativa entre 0s grupos para a primeira analise demonstrou
uma média de 11,01% no grupo caso e 9,76% no grupo controle. Nao foi observada
diferenca estatistica entre a caracterizacdo imunofenotipica dos grupos (p=0,673).
Para a analise da segunda populacédo, a mediana entre 0s grupos caso e controle
foram de 56,89% e 34,50%, ndo apresentando também associacao estatistica entre
0s grupos (p=0,221).

Apesar de ndo demonstrarem associacdo estatistica, a analise gréafica
considerando valores de média e desvio padrdao para ambas as populacées
apresentadas nas figuras 22A e 22B, foi observada uma maior taxa de morte por
piroptose entre os individuos casos quando comparados aos controles para ambas

as analises.
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5 DISCUSSAO

Apesar de muitos avancos na TARV na busca de uma maior eficacia na
qualidade de vida dos pacientes infectados pelo HIV-1, algumas abordagens no
ambito da terapia antirretroviral ainda permanecem sem esclarecimento
(MISGENA, 2011; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). A falha imunolégica
nos individuos que fazem uso da terapia € um aspecto de forte relevancia, visto
que a deplecédo de células T CD4+ é o fator determinante na susceptibilidade dos
individuos a AIDS (PRABHAKAR et al., 2011).

De acordo com os dados clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais obtidos
dos pacientes, foi avaliado se algumas destas variaveis apresentavam associacao
com o desenvolvimento da falha imunoldégica.

A idade ao inicio da terapia € um dos fatores que poderia possuir
significativa influéncia na recuperacao da taxa de células T CD4+, mas, em nosso
estudo, o potencial dessa variavel ndo foi observado. Segundo Lederman et al.
(2000), a recuperacédo da taxa de células T é inversamente proporcional a idade ao
inicio da terapia, mesmo assim, alguns estudos nao apresentam nenhuma
associacdo, e corroboram com nossas analises (DESAI; GROLLEAU-JULIUS;
YUNG, 2010; KAUFMANN et al., 2002; VIARD et al., 2001).

A presenca de coinfec¢des como fator de prejuizo na recuperagao imune
dos pacientes tem sido reportada em diversos estudos (DIBYENDU et al., 2011;
GONZALEZ et al., 2009; GREUB et al., 2000; LASKUS et al., 2000; LYRA et al.,
2014). Por exemplo, no estudo realizado por Potter et al. (2010), foi observado que
a recuperacao da taxa de células T CD4+ sofre influéncia negativa pela presenca

de HCV em individuos coinfectados recebendo terapia. Apesar disso, a populagao
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observada em nosso estudo ndo demonstrou nenhuma associagdo com este
parametro.

Na analise de associacdo do sexo com a falha imunoldgica, estudos
demonstraram que individuos do sexo masculino apresentam um maior risco de
falha em relacdo ao sexo oposto, corroborando com o0s nossos dados (AIUTI;
MEZZAROMA, 2006; CASTILHO; MELEKHIN; STERLING, 2014; GANDHI et al.,
2006; HUNT et al.,, 2003). Apesar desta associacdo nao ser muito bem
compreendida, no estudo realizado por Pido-Lopez et al. (2001) foi observada uma
melhor funcao timica nas mulheres em comparag¢ao com a visualizada nos homens.
No entanto, pesquisas tém demonstrado resultados conflitantes com os acima
citados (LI et al., 2011; MOORE et al., 2001).

O esquema terapéutico utilizado na HAART possui um aspecto
fundamental na recuperacao imune, seja ele por toxicidade medicamentosa ou pelo
desenvolvimento de resisténcia (CORBEAU; REYNES, 2011; KAPESA et al.,
2014). Alguns estudos tém demonstrado que o AZT € um inibidor de células
progenitoras hematopoieticas por ser toxico as mesmas, dificultando a recuperacao
dos valores de células T CD4+. Outros estudos tém demonstrado associacdo do
esquema com IP/r com uma protecdo ao risco de desenvolver falha imunoldgica,
indo de acordo com o0s resultados encontrados na regressao logistica
(MACARTHUR et al., 2006).

A observacao de que iniciar a terapia com a contagem de células T CD4+
baixa € um importante fator de risco para a ocorréncia da falha imunolégica, foi de
acordo com diversos outros estudos (HUNT et al., 2003; KELLEY et al., 2009; LI et
al., 2011; TEIXEIRA et al., 2001). Isto ocorre, segundo Aiuti et al. (2006), devido a

um processo induzido pelo préprio virus, que de alguma maneira consegue atuar
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na inibicdo da producdo de novas células pelo érgdos linfoides primarios ou
potencializam a destruicdo periférica destas células.

No aspecto de alteracdes genéticas influenciarem na morte por piroptose
como possivel causa associada a ocorréncia da falha imunolégica, cinco variantes
polimorficas em genes que atuam na ativagao ou como produto dessa via de morte
celular foram avaliadas, NLRP3 (rs10754558), CARD8 (rs2043211), IL1B
(rs1143634), IL18 (rs187238) e IFI16 (rs6940).

O polimorfismo rs10754558 (C>G) esta localizado na regido 3'UTR do
NLRP3, estando associado com a ligacdo de miRNAs. Para a populacdo em
estudo, nem o alelo variante G do polimorfismo, nem o genétipo GG apresentaram-
se associados com a falha imunologica para o polimorfismo rs10754558. Estudos
utilizando populacdes brasileiras demonstraram a associagdo do SNP com
protecédo a infeccao pelo HIV-1 e HTLV-1 (KAMADA et al., 2014; PONTILLO et al.,
2012a). Jéa estudos envolvendo populacées Caucasianas - japonesas e chinesas
— mostraram-se associados ao risco de desenvolvimento de doencas (HITOMI et
al., 2009; ZHOU et al., 2016). Porém, assim como nossos dados, outros estudos
corroboram com a nédo associacdo do polimorfismo na fisiopatologia das doencas
como o0 mesotelioma, gota e doencas neurolégicas (KIM et al., 2016; PONTILLO et
al., 2012c; WANG et al., 2017).

O papel funcional da proteina CARDS8 ainda se apresenta controverso,
estando alguns estudos relacionados com a inibicdo da ativacao do inflamassoma
via NF-kf3, enquanto que outros assumem a ativagcdo do mesmo. Sabe-se, porém,
gue o polimorfismo rs2043211 (A>T) que produz uma proteina com perda de funcao
tem se demonstrado associado ao risco do desenvolvimento de co-infec¢des HIV-

1/Tuberculose, doenca de Crhon e infarto isquémico, assumindo, assim, que a
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proteina possui um papel inibitério na ativacéo do inflamassoma (BAI et al., 2014,
PONTILLO et al., 2013; ROBERTS et al., 2010).

Porém, na populacdo em estudo, ndo foi observada associacdo de ambos,
genatipo e alelo variantes. O estudo desenvolvido por Bai et al. (2014), analisando
a influéncia do SNP rs2043211 no infarto isquémico em coortes chinesas
demonstrou associacdo do modelo dominante, porém, quando ajustado o p-value,
a associacao foi perdida. No estudo desenvolvido por Kastbom et al. (2013) em
uma populacdo sueca encontrou-se associacdo do alelo e do gendtipo
heterozigoto, e posteriormente ao se aplicar também o modelo dominante, com
protecdo ao desenvolvimento de espondilite anquilosante.

A andlise genotipica para o gene IL1B ndo demonstrou associacdo do
variante rs1143634 (G>A) com a ocorréncia de falha imunologica na nossa
populacdo. Assim como em nosso estudo, a avaliacdo da associacdo deste
polimorfismo na ocorréncia de algumas doencas nao foi encontrada. O estudo de
Naranjo-Galvis et al. (2018) avaliando a influéncia de SNPs em citocinas com o
processo de toxoplasmose ocular em populacbes colombianas também nao
encontrou associa¢éo, assim como o desenvolvido por Slebioda et al. 2017, em
uma populacdo polonesa com uma estomatite. Porém, estudos com populacdes
caucasianas da Espanha e populagdes indianas demonstraram associagcdo com
um alto risco de desenvolvimento de céancer de pulmdo ndo-pequenas células
(DOMINGUEZ-PEREZ et al., 2017) e protecdo ao desenvolvimento de Doenca
Grave (SHEHJAR et al., 2018), respectivamente.

Para o gene IL18, a analise do polimorfismo rs187238 (G>C) demonstrou
tanto o alelo C quando o gendtipo CC associados com a protecdo a falha

imunoldgica nos individuos da populagéo analisada. A analise funcional deste SNP
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localizado na posicao -137 da regido promotora do gene IL18 altera o sitio de
ligacdo do fator de transcricdo nuclear H4TF-1. Assim, a alteracdo do alelo G para
o alelo C faz com que a ligacéo a este fator seja perdida, diminuindo a expressao
do gene IL18 (GIEDRAITIS et al., 2001).

O aumento do nivel transcricional de alguns genes na via da piroptose,
dentre eles o gene IL18, em individuos em falha imunoldgica foi observado em
alguns estudos, como o de (BANDERA et al., 2018), podendo a transcricao basal
no grupo de sucesso imunoldgico ser explicada devido a presenca do alelo variante.

Outros processos infecciosos, como o estudo desenvolvido por (LEON
RODRIGUEZ et al., 2016) em uma populacdo colombiana também demonstraram
associacdo deste polimorfismo, bem como estudos que encontraram associacao
deste gendtipo com o risco de desenvolvimento de doencas como eczema atopico
e diabetes melitus tipo 1 (NOVAK et al., 2005; TAVARES et al., 2013).

A analise do gene IFI16 ndo demonstrou associacdo da variante rs6940
(A>T) com a ocorréncia de falha imunoldgica nos individuos de nossa populacao.
Resultado semelhante foi encontrado na analise desenvolvida por (MARCHESAN
et al., 2017), em individuos do Norte da Europa com periodontite, enquanto que a
associacdo desta mesma variante com o risco de desenvolvimento foi observada
em populagdes hispénicas com Doencga de Behget. Apesar de sua funcdo ainda
nao ser bem esclarecida, os estudos sugerem que ocorre uma alteracao
conformacional no produto deste gene, que poderia alterar sua funcao.
Possivelmente devido ao fato de se tratar de um gene bastante conservado, poucos
estudos tém buscado associacdo de variantes neste gene.

Pode-se notar que muitas das associacdes discutidas tratam-se de

populacdes substancialmente caucasianas, o que poderia influenciar diretamente
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na comparacao dos resultados apresentados na populacdo em estudo, dado o
padrdao miscigenado observado no Brasil. Porém, isto torna-se justificavel, uma vez
gue em analises de ancestralidade, estudos tem demonstrado que a constituicdo
genética brasileira €, em quase todas as regibes, composta em maioria por
caucasianos, seguidos de africanos e amerindios (RODRIGUES DE MOURA et al.,
2015).

A influéncia da analise da morte celular por piroptose no ambito do sangue
periférico apresenta-se bastante contraditéria. Nossos achados ndo apresentaram
associacao estatistica entre a diferenca nos niveis de morte celular entre os grupos
analisados na nossa populacdo. Porém, foi observada uma maior frequéncia nos
grupos casos quando comparados aos controles.

O estudo desenvolvido por Mufioz-Arias et al. 2015 apresenta que linfocitos
T CD4+ presentes no sangue periférico apresentam uma resisténcia a morte celular
por piroptose, uma vez que, quando comparadas culturas de tecidos e culturas de
PBMCs ocorre uma perda de ativacédo de linfocitos durante o trafico destes pela
corrente sanguinea, por perda de interacdo célula-célula, o que é contrario a nosso
estudo, que observou uma maior taxa de morte, tanto em células gerais presentes
na corrente sanguinea, quanto em células recém emigradas do timo.

Uma recente analise em nivel transcricional desenvolvida por (BANDERA et
al., 2018) demonstrou que comparando individuos HIV positivos respondedores e
nao respondedores imunolégicos a partir de cultura de PBMCs estimuladas com o
virus, houve um aumento na expressao de genes relacionados a via da piroptose,
sugerindo que o microambiente em que a célula infectada est4, seja ele em tecido
linfoide ou seja a nivel de circulagédo periférica, ndo altera o padrdo da piroptose

nas ceélulas infectadas, podendo sim estar ocorrendo este tipo de morte.Seguindo
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este raciocinio, um possivel aumento no N amostral da nossa populagéo, visto que
a analise geral de média e desvio padrdo demonstrou uma maior morte por
piroptose nos individuos casos quando comparados aos controles, poderia vir a
corroborar com este estudo, demonstrando a influéncia da piroptose na falha
imunologica.

Tendo em vista 0s aspectos apresentados, o carater multifatorial da falha
imunologica requer uma melhor compreensao desse aspecto, sendo necessarios o
desenvolvimento de mais estudos no intuito de fornecer subsidios para a avaliacao

na pratica clinica dos indviduos infectados em terapia.
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6 CONCLUSAO

I. A andlise univariada das variaveis clinicas, epidemiolégicas e laboratoriais
demonstraram a associacéo da variavel contagem de células T CD4+ <350 no inicio
a terapia com esta associado com a ocorréncia de falha imunolégica.

II. A analise genotipica das variantes rs10754558 do gene NLRP3,
rs2043211 do CARDS, rs1143634 do IL1B e rs6940 do IFI16 ndo demonstraram
associacao estatistica com a falha imunoldgica na populagéo avaliada.

[ll. Tanto o alelo variante C do gene IL18, quanto o gendtipo CC
demonstraram-se associados com protecdo a falha imunoldgica na populacdo em
estudo.

IV. A analise imunofenotipica das células T CD4+ ndo demonstrou
representacdo estatistica quanto a ocorréncia de maior nivel de morte entre os
grupos caso e controle, porém, observou-se uma maior taxa de morte por piroptose

no grupo em falha imunoldgica, quando comparado aguele em sucesso.
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ANEXO B — PARECER DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA DO IMIP

DECLARAGCAO

Declaro que o projeto de pesquisa n°® 3629 - 13 intitulado “Fatores Genéticos
humanos envolvidos no curso da Infecgdo pelo HIV: Transmissédo
vertical, imunidade e resposta a terapia antirretroviral.” apresentado pelo
(a) pesquisador (a) Antonio Victor Campos Coelhos foi APROVADO pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Medicina
Integral Prof. Fernando Figueira — IMIP, em reunido ordindria de 13 de
novembro de 2013

Recife, 18 de novembro de 2013

A,
Dr. Josg’Eu Cabral Filho

Coordenador do Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos do
Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Fatores Genéticos Humanos Envolvidos no Curso da

bY

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 Rua dos Coelhos, 300, Boa Vista, Recife, PE.
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) Diretoria de Pesquisa, Prédio Orlando Onofre,
Av. Prof. Moraes Rego, 1235, Cidade 1°Andar.

Universitaria, Recife, PE. CEP: 50670-901.

Telefone: 2101-2542 Funcionamento: 22 a 6° feira, 7h as
antonio.victor@ufpe.br 11h30/13h30 as 16h.

Telefone:2122-4756
Médico supervisor da pesquisa comitedeetica@imip.org.br

Luiz Claudio Arraes de Alencar (IMIP)
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¢éo; 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 0S
resultados a vocé e a seu médico para que ele avalie se vocé obteria beneficios
com as descobertas.

Com sua autorizacao, 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 infeccdo 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
autorizacdo para utilizar dados do prontuario, como idade que iniciou o
acompanhamento médico e os resultados dos seus ultimos exames de rotina para
avaliar o controle do HIV. Como a Genética estd em constante evolugéo, € possivel
que novas pesquisas além desta sejam realizadas com suas informacdes e material
biolégico armazenados. Caso isso 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 serd armazenado no
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), que fica na Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Seu material ndo sera enviado a outros
pesquisadores brasileiros ou estrangeiros, permanecendo apenas no LIKA. O
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endereco 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 séo
apenas sintomas provocados pela coleta do sangue como: vermelhiddo e dor no
braco no local da coleta e enjoo. Além disso, todas as suas informacdes pessoais
estardo seguras. Nenhuma pessoa fora da pesquisa tera acesso a elas.

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

Caso vocé se sinta prejudicado (a) pelo andamento da pesquisa,
asseguramos que vocé receberd todas as assisténcias cabiveis neste hospital,
incluindo o direito de solicitar indenizagc&o aos pesquisadores por eventuais danos.
Caso vocé possua alguma davida acerca dos objetivos do estudo, por favor, entre
em contato com o0s responsaveis pela pesquisa. Além disso, se vocé tiver alguma
consideracéo ou duvida 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 informagdes repassadas e autorizo que seja
realizada a avaliacdo 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 pressao;

2. Posso a qualquer momento entrar em contato por telefone com o
pesquisador se tiver qualquer duvida sobre os procedimentos, riscos e
beneficios da pesquisa;

3. Posso a qualquer momento desistir de participar da pesquisa, sem que iSso
prejudique meu atendimento no hospital;

4. O pesquisador podera ter acesso a0 meu prontuario e que minhas
informagdes pessoais serdo mantidas em sigilo;

5. Recebi uma copia deste documento.

Assinatura do Voluntario

Assinatura da Testemunha Assinatura da Testemunha

Assinatura do Pesquisador Responsavel

NUmero do prontuério Cédigo de amostra
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Inclusé@o no Brago (Transmissao vertical do HIV) C do estudo?

SIM( ) NAO ()

Se SIM, aplicar o termo de assentimento para a coleta do (a) filho (a) da paciente.
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ANEXO D — QUESTIONARIOS E FORMULARIOS DE ACOMPANHAMENTO
FORMULARIO A — RECRUTAMENTO: COLETA DE DADOS CLINICOS

1. Dados pessoais (apenas para identificagdo, NAO serdo divulgados)

Nome do Paciente

Data de Nascimento Naturalidade

Cidade de residéncia | Sexo

M( ) F(C)

2.

Informacd@es clinicas e epidemioldgicas

Etnia (segundo classificacéo 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 Psiquiatricas 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 transmissao (marcar todos que se apliguem)

() Transmisséo vertical

() Relacao sexual heterossexual

(_ ) Relacéo sexual homossexual

() Transfusdo sanguinea

(_ ) Durante tratamento para hemofilia

(_ ) Acidente com material biolégico

() Uso de drogas injetaveis

() IGNORADO

Idade de Inicio da vida sexual

Data de diagnéstico de infeccdo pelo HIV

Possui parceiro(a) fixo(a)?

X MULTIPLOS
SIM( ) NAO (SOLTEIRO(A)) ( ) PARCEIROS(AS) ()
O paciente € usuario de | SIM ( )  Qual? NAO ()
drogas?
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Se a paciente for mulher, ela esta atualmente gravida?

SIM( ) Més de gestacio: | NRO ()

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 orientagoes”?

SIM( ) INAO ()

Como o paciente considera as consultas médicas?

Muito importantes |Importantes () |Indiferente ( |Pouca importancia |Sem importancia (
() ) () )
O que o paciente acha do atendimento no hospital?

Bom ( ) |Regular () |Ruim ()

Com relacéo as consultas, o quao frequentemente o paciente falta a elas?

Muitas vezes () |Algumas vezes ( |Ocasionalmente |Raramente ( ) [Nunca( )
) ()
Considerando as condi¢bes financeiras, de transporte, de trabalho, dentre outras, do
paciente, como ele(ela) diria o quao 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 préoximas consultas?

SIM( ) INAO ()
5. Coinfeccdes, infecgBes oportunistas e doencgas definidoras de AIDS (ver no prontudrio)
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

() Febre ou diarreia por 1 més ou mais
() Herpes simples por 1 més ou mais

(_ ) Infeccdo pelo CMV

() Pneumonia

) Candidiase do esbfago

) Deméncia pela AIDS

) Herpes zoster

) Perda de peso acentuada
) Toxoplasmose

I~ I~ I~ I~ |~




FORMULARIO B

ANEXO D (continuacéo)
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ACOMPANHAMENTO: REVISAO DE DADOS

CLiNICOS
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, indique quantas unidades sdo consumidas:
Datas . . Etilismo (unidades por
Fumo (cigarros por dia)
semana)
1
2
3
4

1.3 Comorbidades. Se houver mudanca de status, indicar a data

Comorbidade

Status D

atas

Desordem Psiquiatricas

Doenca autoimune

Doenca cardiovascular

Diabetes

Doenca renal

Doenca de figado

Osteoporose




2. Infeccdo pelo HIV

2.1 Parceiros sexuais
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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 gestacio: NAO ()

2 SIM( )  Més de gestacio: NAO ()

3 SIM( ) Mésde gestacio: NAO ()

4 SIM( ) Més de gestacio: NAO ()

Se alguma resposta for SIM durante o periodo de acompanhamento, qual o | Data de
estado sorolégico da(s) crianca(s)? Nascimento
E"ho SexoM( ) F( ) ;DOS'T'VO (| NEGATIVO ( ) | IGNORADO ( )

FIno | sexoM () F( ) )POS'T'VO (| NEGATIVO ( ) | IGNORADO ( )

g"ho SexoM( ) F( ) |POSITIVO () | NEGATIVO ( ) | IGNORADO ( )

Z"ho SexoM( ) F( ) ;DOS'T'VO (| NEGATIVO ( ) | IGNORADO ( )

3. Se iniciou tratamento antirretroviral, indique a seguir, bem como eventuais efeitos
adversos aos medicamentos

Esquema

Data de inicio
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ANEXO D (continuacéo)
FORMULARIO C — ACOMPANHAMENTO DE EXAMES

NOME CODIGO | PAGINA
4. Coinfecc¢bes, infeccbes oportunistas e doencas 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, esta em tratamento contra a hepatite C?
SIM( ) | NAO () | IGNORADO ( )

oo Adeséo O
Esquema | Data de inicio %) Data de troca da

troca
1
2
3
4
4.2 Infeccéo por Tuberculose

Infeccéo por tuberculose Datas
POSITIVO () NEGATIVO () IGNORADO () 1
POSITIVO ( ) NEGATIVO ( ) IGNORADO ( ) 2
POSITIVO () NEGATIVO () IGNORADO () 3
POSITIVO () NEGATIVO () IGNORADO () 4
Se POSITIVO, esta tratamento contra a tuberculose?
SIM () | NAO () | IGNORADO ()

Lo Adeséo el
Esquema | Data de inicio (%) Data de troca da

troca

1
2
3
4

4.3 Doencas definidoras de AIDS
Se houver mudanca de status, indicar a data

Doenca Status Data
Candidiase oral

Febre ou diarreia por 1 més ou
mais

Herpes simples por 1 més ou mais

Infeccdo pelo CMV
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Pneumonia

Candidiase do esbfago

Deméncia pela AIDS

Perda de peso acentuada

Toxoplasmose

5. Acompanhamento de carga viral e contagem de linfécitos

NO

DATA

Cv

LOG10(CV)

CD4+

CD4+
(%)

CD8+

CD8+ (%)

CDA45+

OO NOO| P WIN|PF

BN
o

[ERN
[N

=
N

6. Medic&o de adeséo ao tratamento anti-HIV

CODIGO DE AMOSTRA:

NO

Prescricdo

Esquema 1

Esquema 2

Esquema 3

Esquema 4 | Esquema 5

Esquema 6

=

O O|IN|O[OAWIN

[N
o

(=Y
=

=
N

7. Controle de esquemas e trocas

Esquema

Data de inicio

Adesao
(%)

Data de troca

Motivo
da
troca

OO BR|WIN(F




