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RESUMO

O Ministério da Saude do Brasil incorporou, em fevereiro de 2017, um novo inibidor
de integrase no tratamento da infeccdo pelo HIV-1, o dolutegravir (DTG), passando a ser
utilizado na terapia inicial para pacientes recém-diagnosticados. Contudo, apesar do sucesso
da terapia antirretroviral (TARV) como observado na pratica clinica, principalmente com
reducdo répida da carga viral, existem poucos estudos na literatura sobre a repercussao do
DTG sobre o sistema imune no contexto dos niveis de citocinas e sua repercussao no sistema
imune. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo investigar a expressao de
linfocitos T CD4" e T CD8" e os niveis de citocinas de pessoas que vivem com HIV (PVHIV)
em tratamento antirretroviral. Foi realizado um estudo exploratdrio, no periodo de outubro de
2019 a janeiro de 2020. Foram incluidos 57 individuos com diagnosticos confirmado para o
HIV e em tratamento antirretroviral iniciado nos Gltimos 2 anos. A coleta da amostra foi
realizada no momento da realizagdo dos exames de acompanhamento periodicos e foi
realizada a Imunofenotipagem de linfocito T CD4" e T CD8" por meio de citometria de fluxo.
As concentracgdes de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNFa foram determinadas por meio do
kit Human Th1/Th2 Cytokines Kit Il (BD Bioscience). Para analises estatisticas foi utilizado o
teste T de Mann-Whitney para dois grupos e teste de Pearson para analise de correlagdes. Na
analise das populacdes de linfocitos foi observado que PVHIV em tratamento antirretroviral
com o esquema preferencial que inclui o DTG possuem niveis absolutos de linfécitos T CD8+
elevados (p=0,01) e aumento no numero absoluto de células que expressdo CD45 (p=0,003).
Em relacdo as concentragdes de citocinas, individuos que estdo utilizando o esquema
TDF/3TC/DTG como preferencial, apresentaram niveis elevados de todas das citocinas IFNy
(p=0,005), TNFa (p=0,0009), IL6 (p=0,007), IL4 (p<0,0001), IL10 (p=0,002) e IL2
(p=0,0001) quando comparados naives de tratamento. Dessa forma, correlacionado 0s niveis
sérios com as populacdes de linfécitos ocorre uma correlacdo negativa dos LTCD8*
circulantes em relagdo aos niveis séricos de IFNy (p=0,04; r= -0.40). Observa-se que 0sS
dolutegravir atua em vias metabolicas no ambito do sistema imune, alterando de maneira
significativa a producéo de citocinas e, consequentemente, o tipo de resposta frente ao virus.
Porém o presente estudo possui limitagfes e para que possa compreender melhor a dindmica
desse medicamento nos PVHIV se faz necessario novos estudos, principalmente no decorrer
do primeiro ano de tratamento, em busca de ampliar o conhecimento no &mbito da resposta
imune desses individuos.

Palavras-chave: HIV. Citocinas. Linfécitos. FArmacos Anti-HIV.



ABSTRACT

In February 2017, the Ministry of Health of Brazil incorporated a new
integrase inhibitor in the treatment of HIV-1 infection, dolutegravir (DTG), starting to be used
in the initial therapy for newly diagnosed patients. However, despite the success of
antiretroviral therapy (ART) as observed in clinical practice, mainly with a rapid reduction in
viral load, there are few studies in the literature on the repercussion of DTG on the immune
system in the context of cytokine levels and its repercussion in the system immune. In this
context, the present study aimed to investigate the expression of T CD4" and T CD8*
lymphocytes and the levels of cytokines of people living with HIV (PLHIV) undergoing
antiretroviral treatment. An exploratory study was carried out, from October 2019 to January
2020. 57 individuals with confirmed HIV diagnoses and on antiretroviral treatment initiated
in the last 2 years were included. Sample collection was performed at the time of the periodic
follow-up exams and T CD4" and T CD8* lymphocyte immunophenotyping was performed
using flow cytometry. The concentrations of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y and TNFa were
determined using the Human Th1 / Th2 Cytokines Kit Il kit (BD Bioscience). For statistical
analyzes, the Mann-Whitney t test was used for two groups and the Pearson test for
correlation analysis. In the analysis of lymphocyte populations, it was observed that PLHIV
undergoing antiretroviral treatment with the preferential regimen that includes DTG have
elevated absolute levels of CD8" T lymphocytes (p = 0.01) and an increase in the absolute
number of cells that express CD45 (p = 0.003). Regarding cytokine concentrations,
individuals who are using the TDF / 3TC / DTG scheme as preferential, had high levels of all
cytokines IFNy (p = 0.005), TNFa (p = 0.0009), IL6 (p = 0.007) , IL4 (p <0.0001), I1L10 (p =
0.002) and IL2 (p = 0.0001) when comparing treatment naves. Thus, correlating the serious
levels with the lymphocyte populations, there is a negative correlation of circulating LTCD8*
in relation to the serum levels of IFNy (p = 0.04; r = -0.40). It is observed that dolutegravir
acts in metabolic pathways within the immune system, significantly altering the production of
cytokines and, consequently, the type of response to the virus. However, the present study has
limitations and, in order to better understand the dynamics of this drug in PLHIV, further
studies are necessary, especially during the first year of treatment, in order to expand

knowledge in the context of the immune response of these individuals.

Keywords: HIV. Cytokines. Lymphocytes. Anti-HIV Agents.
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1 INTRODUCAO

O Ministerio da Saude do Brasil incorporou, em fevereiro de 2017, um novo inibidor
de integrase, o dolutegravir (DTG), ao tratamento da infeccdo pelo HIV-1 passando a ser
utilizado na terapia de individuos recém-diagnosticados. Contudo, apesar do sucesso dessa
terapia antirretroviral (TARV) como observado na pratica clinica, principalmente com
reducdo rapida da carga viral, existem poucos estudos na literatura sobre a repercussdo do
DTG sobre o sistema imune do hospedeiro.

Os efeitos na resposta imunoldgica induzidos pela TARV foram avaliados por
diversos estudos, porém, o DTG ainda ndo havia sido introduzido. Dessa forma, Gay, et al.,
2011, observaram que a terapéutica com antirretrovirais ndo induziu modificacdes
importantes no contexto dos niveis de citocinas e quimiocinas em 16 e 24 semanas de
tratamento (GAY et al. 2011). Em contraponto, outro estudo observou uma diminuicao de IL-
1B, IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-12, ap0s seis meses de tratamento sugerindo que h& uma
recuperacdo da resposta imune (SACHDEVA, et al. 2010). Além disso, outros estudos
analisaram o impacto da TARV apds 4 meses de seu inicio e observaram reducéo,
principalmente, nos niveis de TNF-a e IL-6.

No ambito dos poucos estudos com tratamento com DTG, ndo foram observadas
alteracdo nas populagdes de linfécitos T CD4" e a producdo de I1L-6, mesmo sendo observado
na préatica clinica que ocorre uma recuperagdo dos niveis de linfécitos T CD4" mesmo que
lenta, ndo sendo inversamente proporcional a rapida reducédo da carga viral (RASMUSSEN, et
al. 2018). Em estudo associando DTG com rifampicina, em individuos saudaveis, Brooks e
col, 2018, demonstraram uma elevagao nos niveis de IFNy e CXCL10 (BROOKS et al.,
2018), porém o trabalho ndo deixa claro qual droga possui o0 efeito no sistema imune. Outro
estudo analisou dois inibidores de integrase, o Raltegravir e o Dolutegravir, e observaram que
apenas o DTG atua de forma a redugdo da inflamacéo, exercendo esse efeito por meio de
atuacdo na via SIRT-1 e NFkB (AFONSO, et al., 2017), contudo esse estudo ndo relaciona
essas alteracOes a desordens imunoldgicas, apenas a perfil lipidico e fisiologia do endotélio

Assim, esse trabalho tem por objetivo avaliar os niveis de citocinas e as populacées de
linfocitos T CD4" e T CD8" em paciente vivendo com HIV/AIDS (PVHIV), submetidos a
diferentes TARV, com foco nos casos que usaram o dolutegravir, uma vez que é onde esta a

maior lacuna.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cenério Epidemiologico do HIV/AIDS

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é o agente etiologico responsavel pela
principal infeccdo sexualmente transmissivel (IST), a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (do inglés Acquired Immunodeficiency Syndrome, AIDS), e apds quase trés
décadas da identificacdo desse virus, a pandemia ainda continua sendo um dos grandes
problemas de saide publica em todo 0 mundo. Por outro lado, a qualidade de vida dos das
pessoas vivendo com HIV/AIDS (PVHIV), tem sido amplamente beneficiada pela crescente
disponibilidade e adesdo a terapias antirretrovirais (UNAIDS, 2018).

Com base em dados do Programa Conjunto das Nagfes Unidas sobre HIV/AIDS
(UNAIDS), com referéncia o ano de 2018, havia 37,9 milhdes de pessoas portadoras do virus
em todo o mundo e foram diagnosticados 1,7 milhdes de novas infec¢bes por HIV. Como
apresentado na figura 1, estima-se que no mundo 0,8% pessoas com faixa etaria entre 15 a 45
anos estejam vivendo com HIV, embora as caracteristicas epidemioldgicas variam de regido
para regido, como €é o caso da Africa Subsaariana em que um em cada 25 adultos (4,1%) estéo
infectados pelo HIV, representeando 70% das PVHIV em todo o0 mundo (UNAIDS, 2018).

Figura 1 - Prevaléncia de pessoas vivendo com HIV (PVHIV)

e e i
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Prevaléncia (%)

Mediterraneo 0.1 [<0.1-0.1]1 | Europa 0.4 [0.4-0.4]
Pacifico 0.1 [<0.1-0.2] I America 0.5[0.4-0.6]
Asia 0.3[0.2-0.4] Bl Africa 4.1[3.4-4.8) 0w 1r0 3500 Kiometes

Fonte: Adaptado Organizacdo Mundial da Saude, 2018.
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No Brasil, a aids ¢ uma doenca de notificagdo compulsoéria e, desde junho de 2014, a
infeccdo pelo HIV apods a confirmacdo do diagnostico passou também a integrar a Lista
Nacional de Notificagdo Compulsoria de doengas. As estimativas sobre a epidemiologia
destes agravos de salde no pais é oriundo da integracdo das informacGes provenientes do
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (Sinan) e o Sistema de Informag6es sobre
Mortalidade (SIM), o Sistema de Informacdo de Exames Laboratoriais (SISCEL) e o Sistema
de Controle Logistico de Medicamentos (Siclom), uma vez que existe uma subnotificacdo no
Sinan, que registra cerca de 75% dos casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2018)

Até o final de 2018, foram notificados 43.941 novos casos de infeccdo pelo HIV e
37.161 casos de aids e estima-se que desde o inicio da epidemia até junho de 2019, um total
de 966.058 casos de aids ja foram detectados no pais, e desde 0 ano de 2012, observa-se uma
diminuicdo na taxa de detec¢do de aids no Brasil, que passou de 21,4/100.000 habitantes
(2012) para 17,8/100.000 habitantes em 2018, configurando um decréscimo de 16,8%; essa
reducdo na taxa de detecgdo tem sido mais acentuada desde a recomendacao do “tratamento
para todos”, implementada em dezembro de 2013. (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

2.2 0 HIV

O HIV é um retrovirus e é, portanto, capaz de integrar seu DNA no genoma do
hospedeiro; isso faz o virus ser extremamente dificil de erradicar com terapias atuais. O virus
possui um ndmero pequeno de proteinas, porém sdo extremamente eficientes no que se
propde (DEEKS, et al. 2015). Apresentam dois tipos, HIV-1, considerado o mais virulento e
de alta prevaléncia e o HIV-2, com menor viruléncia e transmissibilidade. Estruturalmente se
apresenta na forma esférica, com diametro variando entre 80 a 130 nandmetros (nm), possui
um nucleocapsideo é circundado por uma camada lipidica proveniente da membrana
plasmatica do hospedeiro e que contém duas glicoproteinas que determinam o tropismo do
virus pelo receptor CD4 presente em macrdfagos e linfocitos — a gp120 e a gp4l. Em seu
interior, observam-se as duas fitas de acido ribonucleico (RNA) idénticas com 9200 pares de
bases (pb) cada, juntamente com as proteinas virais necessarias no processo de replicacéo.
Este material inclui trés genes principais responsaveis por codificar as enzimas e as proteinas
estruturais do virus — os genes gag, env e pol. Este ultimo gene - pol - codifica as enzimas
transcriptase reversa, integrase e protease, essenciais para a replicagdo e ativagdo das
particulas virais. (BURGER & POLES, et al, 2003).
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A exposicdo ao HIV pode ocorrer por via sexual, sendo a principal via de transmisséo;
transfusdo de sangue contaminado; via intravenosa no caso de usuarios de drogas injetaveis;
ou acidente com material perfuro cortante; e transmissdo materno-fetal (intraitero, durante o
parto ou amamentacdo). A transmissdo estd relacionada & quantidade de particulas virais
presente no fluido corporal infectado ou pelo nimero de vezes que o individuo é exposto. A
transmisséo do virus depende: 1) dos fatores virais (viruléncia e infecciosidade), Il) fatores do
hospedeiro (imunoldgicos e genéticos) e I11) fatores ambientais (sociais, culturais e politicos).
(GALVIN & COHEN, 2004)

A transmissdo sexual ocorre quando ha exposicdo do epitélio das regides genitais ou
do anus a fluidos como sémen ou secrecdes da mucosa vaginal e a eficiéncia na
transmissibilidade esta relacionada a quantidade de virus que esses fluidos possuem (DEEKS,
et al. 2015). O virus pode atravessar a barreira epitelial de diferentes maneiras e possuem
tropismo por células que expressdo CD4, tais como linfocitos T, mondcitos, macrofagos e
células dendriticas. O HIV também requer um co-receptor para conseguir entrar na célula
hospedeira, tipicamente os receptores de quimiocinas CCR5 e CXCR4. Esses receptores sdo
expressos em diferentes subpopulacdes de linfécitos T, isto é, o receptor CCR5 € mais
expresso em linfocitos T de memoria, mas ndo em linfécitos T naives, enquanto 0 CXCR4 é
expresso nos dois. O receptor CCR5 também é expresso em macrdfagos e células dendriticas.
(WU & KEWALRAMANI, 2006; DEEKS, et al. 2015).

No citoplasma celular, o RNA viral serd transcrito em &cido desoxirribonucleico
(DNA) por acao da enzima transcriptase reversa (RT) e em seguida duplicado. A dupla fita de
DNA sera incorporada ao material genético da célula hospedeira, por meio da atuagdo da
enzima integrase (IN), apds essa interacdo, o0 DNA viral pode permanecer latente por tempo
indeterminado (DESIMMIE, et al. 2013) Porém, para que o material genético viral, agora
incorporado 0 DNA células seja traduzidos, serdo necessarios estimulos como ativacdo das
células por citocina, tais como: fator de necrose tumoral alpha (TNF-a), interleucina 1, 2 e 6
(IL-1, IL-2, IL-6) (ZAITSEVA, et al. 2000)

2.3 Imunopatogénese da Infecdo pelo HIV

Apos a exposicdo ao HIV, a infeccdo é caracterizada por trés fases clinicas:
Fase aguda — Pode ser assintomatica, oligossintomatica ou manifestar-se como a
sindrome retroviral aguda, iniciada por volta da 22 a 6% semana ap06s a infeccéo, caracterizada

principalmente por febre, astenia, cefaleia, mialgia, adenopatia, faringite e rash



19

maculopapular; reflexos da intensa replicagéo viral e 0 aumento no pico de viremia (WU &
KEWALRAMANI, 2006). No sangue periférico é observada uma diminuic¢do dos linfécitos
TCD4", seguida da reducéo dos linfécitos TCD8" e linfocitos B. Ao término da fase aguda e
inicio da fase cronica, observam-se a queda brusca da carga viral (12 a 20 semanas ap0s pico
virémico) e uma recuperacdo lenta e parcial dos niveis de linfocitos T CD4" e
reestabelecimento nos niveis de linfocitos TCD8* (ZENG, et al. 2012).

Fase cronica — € caracterizada pela auséncia de sinais e sintomas (periodo de laténcia)
e balanco entre a replicacdo viral e a resposta imune do hospedeiro. No entanto, nesse
periodo, ocorre a deplecdo progressiva dos linfécitos TCD4", principalmente no tecido
linfoide associado a mucosa intestinal ou GALT (gut-associated lymphoid tissue) e nos
ganglios linfaticos, o que leva a um comprometimento da estrutura e funcdo desses Orgaos.
Essa deplecdo também leva a uma translocacdo dos produtos bacterianos presentes no Iimen
intestinal para circulagdo, o que contribui para ativacdo imune sisttmica (LEDERMAN, et al.
2008; ZENG, et al. 2012)

Fase sintomatica e AIDS — com a deplecdo progressiva dos linfocitos T CD4", devido
ao aumento do apoptose celular dos linfocitos infectados e ndo infectados, refletindo na
producdo de citocinas pro e anti-inflamatorias, levando a aumento da replicagdo viral, surgem
as infeccdes oportunistas ou neoplasias definidoras de AIDS (ZENG, et al. 2012).

No decorrer do curso clinico da infeccdo pelo HIV, ocorre uma diminuicdo gradativa
da capacidade de responder imunologicamente ao virus. Os estudos levam a compreenséo de
que multiplos fatores estejam envolvidos na progressao da doenca e o desenvolvimento da

AIDS, entretanto ndo estdo completamente compreendidos.

2.4 Sistema imune

A resisténcia a infecgdo por HIV quanto a progressdo da doenca depende do sistema
imune do hospedeiro em suas principais linhas de defesa: imunidade inata, que reconhece 0s
PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns) associados ao virus por meio dos TLRs
(Toll like-receptors) presentes em celulas dendriticas, macrofagos, neutréfilos, células NK,
células NKT, células T gamma delta (yd); enquanto que na imunidade adquirida ocorre o
reconhecimento de antigenos proteicos por meio do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) do tipo I e 1l (resposta células) com consequente producédo e liberacdo de
citocinas, quimiocinas e substancias citotoxicas como perforina e granzima (resposta

humoral).
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No contexto da imunidade inata, as células NK sdo a primeira linha de defesa, atuando
na destruicdo das células infectadas pelo virus através de sua atividade citotoxica com
producéo e liberacdo de citocinas, perforina e granzimas. As células NK sdo caracterizadas
fenotipicamente por meio da auséncia do marcador de superficie CD3 e pela expressdo de
CD56, uma isoforma do neural cell adhesion molecule (NCAM), e CD16 (FcyR3) um
receptor para a porcdo Fc de Imunoglobulinas G (Fc-1gG). (OSTAPCHUK, et. al., 2015;
LITTWITZ-SALOMON, et. al. 2016) Por meio da expressdo dos receptores CD56, as células
NK podem ser divididas em CD56%™, com papel citotoxico com a liberagdo de grazima e
perforina; e CD56"9" com perfil imunomodulatério com producdo e liberacdo de
interleucina (IL)-10 interferon (IFN)y, fator de transformacdo do crescimento (transforming
growth fator — TGF)P e outras citocinas. (BEZIAT, et. al., 2011; CALIGIURI, 2008)

As células NK apresentam receptores KIR, que sdo uma familia de glicoproteinas
transmembranas que possuem papel fundamental na ativacdo e tolerancia de células NK.
Esses receptores reconhecem grupos de alelos do MHC de classe I, moléculas expressas em
células nucleadas. Portanto, a diminuicdo de MHC de classe | interrompe os sinais inibitorios,
permitindo a ativacdo das células NK e destruicdo das celulas (PEGRAM, et al., 2011). O
HIV evade a resposta das células NK do hospedeiro via down-regulation das moléculas de
MHC-I sob a superficie das células infectadas levando a uma desregulacdo da producéo de
citocinas que ativam as funcdes efetoras das células NK diminuindo assim, os niveis de
perforina e granzima, além da producédo de IFNy (JIANG, et al. 2013).

A resposta imune adaptativa celular é mediada por linfécitos TCD4" e TCD8", sendo
as células TCD8" responsaveis pela eliminacdo principalmente de patdégenos intracelulares
facultativos e/ou obrigatérios e de células tumorais (SANT & MCMICHAEL, 2012). Apds
ativacdo dos linfocitos T CD8+, estas células se expandem e tornam-se citotoxicos (CTLS)
respondendo a peptideos especificos do HIV possuindo acdo citotoxica caracterizada pela
presenca e liberacdo de perforinas e grazimas. Estes CTLs controlam a infeccdo na fase
aguda, mas terminam sendo ineficazes devido ao surgimento de mutagGes que leva ao escape
viral (LEVY, et. al. 2010).

Durante a fase aguda da doenca, os CTLs possuem grande atividade, reconhecendo e
atuando destruindo as células infectadas por meio de lise celular (acdo direta) ou por meio da
producéo de citocinas e quimiocinas que aumentam a imunidade viral e suprimem a infeccéo,
sendo assim cruciais no declinio da viremia, entretanto na fase crénica ocorre uma diminuicao
da resposta citotoxica (MCDERMOTT & KOUP, 2012). A importancia da resposta T CD8+

no controle da replicagdo viral tem sido também evidenciado em estudos com individuos
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controladores de elite do HIV, ou seja, naqueles em que a viremia se mantém indetectavel na
auséncia de TARV. Esses individuos apresentam células T CD8" polifuncionais, com
capacidade para produzir multiplas quimiocinas e citocinas, tais como, IFN-y, TNF-a e IL-2 e
também, para sofrerem degranulagdo apds um estimulo especifico pelo HIV. Apesar disso,
nem todos os controladores de elite apresentam respostas T CD8+ potentes o que sugere o
envolvimento de outros mecanismos de controle da infeccdo pelo individuo (BETTS, et. al.
2006).

Os linfocitos T CD4* exercem um papel central na resposta imune auxiliando na
inducdo e/ou manutencédo da resposta de linfécitos T CD8™ (linfdcitos T citotéxicos) linfécitos
B e macréfagos, bem como por meio da producdo de citocinas e representam o alvo
preferencial da infeccdo pelo HIV. (SOGHOIAN, et al. 2012). As células T auxiliares (T
helper - Th), que sédo os linfocito T CD4" ativados, foram inicialmente caracterizadas em dois
subtipos: Thl e Th2 com diferentes padrdes de perfis de citocinas, porém estudos recentes
buscam caracterizar os demais subtipos de Th tais como células T reguladoras (Tregs), Thl7,
Th9 e Th22 na infeccao pelo HIV. (ZHU, 2010)

As celulas Thl sdo caracterizados pela producdo e secrecdo de IL-2, IL-12 e IFN-y e
estdo associadas a uma resposta protetora, de caracteristica inflamatéria. Por outro lado, as
citocinas Th2 especificas, ou seja, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 estdo associadas a
progressao da doenca, por ser uma resposta anti-inflamatoria, e sdo associadas a progressao da
infeccdo pelo HIV para a AIDS (KLEIN, 1997). Assim, é observado que ativagdo imune
cronica associada ao HIV é caracteriza por altos niveis de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias, tais como IFNy, IL-6, TGF-B, IL-8, IL-1a, IL-1B, MIP-la, MIP- 1p e
RANTES. (APPAY & SAUCE, et al. 2008).

As citocinas anti-inflamatorias IL-10 e TGF-B1 também mostraram estar aumentadas
no plasma durante a infeccdo aguda, porém sdo relatadas como preditivas para cronicidade da
doenca (BOURGARIT, et al. 2006) Assim, esse aumento significativo de citocinas,
caracteriza a infec¢do aguda e cronica pelo HIV contribuem para ativagdo imunoldgica e a
deplecdo das células T CD4*. Outra caracteristica importante ¢ que a ativacdo imune
persistente também impede o estabelecimento de linfécitos T CD8" e TCD4* com producao
de IL-2, e isso tem efeitos deletérios sobre a imunidade de células T CD4" especificas para o
HIV (YOUNES, et al. 2003).

Subramanyam et al. (2004), demostraram que a producdo elevada de IL-4 com
diminuicdo na producdo de IL-2 estava associada a progressao do individuo para a AIDS
(SUBRAMANYAM, et al. 2004). Outros estudos analisaram a concentracdo sérica de
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citocinas no inicio da infeccdo, mesmo antes da positividade soroldgica e observaram
elevados niveis de IFN-y e IL-15, com subsequente aumento nos niveis séricos de 1L-18, IL-6
e IL-10 ja na fase aguda da doenca (KULLER, et al., 2008; STACEY, et al. 2009). No
balanco entre citocinas que possuem caracteristicas que contribuem para a multiplicacdo do
virus, indutoras virais, como IL-6, IL-15, IL-1B ¢ TNF-a e as que apresentam caracteristicas
supressoras como o IFN do tipo I (IFNa e IFN), certamente ocorre um ponto de equilibrio

que € determinante para o prognostico da AIDS (SACHDEVA, et al. 2010).

2.5 Tratamento do HIV/AIDS

Os medicamentos antirretrovirais comecaram a serem utilizados nos anos 80 com o
advento da Zidovudina (AZT) pela U.S. Food and Drug Administration (FDA), tendo como
objetivos diminuir a mortalidade e morbidade das PVHIV, aumentar a expectativa de vida dos
pacientes, prevenir a transmissdo do virus e retardar a progressao da doenca (LANGEBEEK,
et al. 2014). Em meados da década de 1990, com a descoberta dos inibidores de protease,
houve uma revolucdo no tratamento de PVHIV, devido a introducdo de pelo menos trés
drogas no tratamento do HIV (LANGEBEEK, et al. 2014).

No Brasil, esta associacdo de drogas é distribuida gratuitamente pelo Ministério da
Salde no Brasil para todos os individuos que tenham indicacdo do tratamento, como parte da
politica de assisténcia a pessoas que vivem com HIV desde 1996 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2019).

O tratamento antirretroviral (TARV) é composto por uma associa¢do de drogas com
objetivo de reduzir a carga viral blogueando o ciclo replicativo do virus, através de
mecanismos de acao que atuam sobre pontos especificos, a fim de evitar a formacéo de novas
particulas virais e infeccdo de novas células, prolongando a vida do individuo e evitar a
imunossupressio  (MENENDEZ-ARIAS, et al. 2013). Existem cinco classes de
antirretrovirais (ARV): os inibidores nucleosideos e nucleotideos da transcriptase reversa
(INTR), os inibidores ndo-nucleosideos da transcriptase reversa (INNTR), os inibidores de
proteases (IP), inibidores de entradas (IE) e os inibidores da integrasse (INI) (MAARTENS, et
al., 2014).
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Figura 2 - Representacdo esquematica dos diferentes alvos das diferentes classes de
medicamentos antirretrovirais.
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Fonte: Adaptado Chereshnev, et. al., 2013.

Os esquemas atuais de TARV promovem maior eficacia e diminuem os riscos de
resisténcia medicamentosa. Segundo recomendacdes do Ministério da Salde do Brasil, a
partir de fevereiro de 2017 (Nota Informativa n® 096, de 2016/DDAHV/SVS/MS), o
tratamento de pacientes recém-diagnosticados deve incluir a combinacdo de trés drogas,
preferencialmente, contendo tenofovir (TDF), primeira escolha, ambos em associa¢do com
lamivudina (3TC) e dolutegravir (DTG), que entrou no esguema inicial, substituindo o
efavirenz (EFZ) (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). O dolutegravir foi adicionado ao
esquema inicial devido a sua alta poténcia, alta barreira genética, administracdo em dose
Unica, taxa significativamente mais lenta de dissociacdo, capacidade de apresentar pequenas
mudangas conformacionais em seu sitio ativo (OSTERHOLZER & GOLDMAN, 2014;
RIBERA & PODZAMCZER, 2015)
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Tabela 1: Antirretrovirais disponiveis no Brasil

INTR INNTR IP IE INI
Abacarvir _ Atazanavir
o Efavirenz ) o )
Lamivudina . Darunavir Enfuvirtida Raltegravir
] Etravirina o ) )
Tenoforvir o Lopinavir Maraviroque Dolutegravir
) ) Nevirapina ] )
Zidovudina Ritonavir

Fonte: o Autor. Legenda: INTR: inibidores nucleosideos e nucleotideos da transcriptase reversa; INNTR:
inibidores ndo-nucleosideos da transcriptase reversa, IP: os inibidores de proteases; IE: inibidores de entradas;
INI: inibidores da integrasse.

Além de inibir significativamente a replicacdo viral, a TARV diminui a ativacdo do
sistema imune celular e producéo de citocinas inflamatérias. Assim, entender o controle viral
mediado pelo sistema imune pode fornecer melhorias as terapias antirretrovirais, servindo de
embasamento para tratamentos mais especificos e desenvolvimento de vacinas. Os estudos
relacionados a resposta imune frente ao virus HIV sob 0 novo esquema de tratamento ainda
s80 escassos, porém baseado no antigo esquema antirretroviral (combinagdo de lamivudina,
tenofovir e efavirenz) podemos observar resultado conflitantes.

Yao, et al. (2013), analisaram um grupo de individuos em tratamento com TARV
(esquema: zidovudina, lamivudina e nevirapina) e observaram niveis aumentados de I1L-12 e
IFN-y e reducdo nos niveis de IP-10 ap6s 12 meses de tratamento quando comparados a antes
do tratamento. Nesse mesmo estudo foi analisada a relagdo dessas citocinas e o perfil celular
nesses pacientes e observaram que a IL-12 esta correlacionada negativamente com células T
CD8" citotoxicas (YAO, et al., 2013). Outro estudo avaliou um painel de 87 citocinas e
quimiocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatdrias, fatores de crescimento e receptores
soluveis e observaram aumento nos niveis de CCL21, CXCL13. CCL19, CXCL10/1P10,
CXCL11 e Fator de Crescimento Endotelial (VEGFR)-1 em individuos em tratamento
antirretroviral em comparacdo com individuos sem tratamento (JACOB, et al. 2017).

Sachdeva et al. (2010) evidenciaram diminuicdo dos niveis séricos de IL-1pB, IL6,
TNF-a, TFN-y e IL-12 ap0s seis meses de tratamento, porém quando comparados com
individuos saudaveis esses niveis continuavam elevados (SACHDEVA, et al. 2010). Outro
estudo que analisou o perfil de citocinas em dois momentos da infec¢do: primeiro pico que
ocorreu durante a infeccdo aguda da doenca outro pico que ocorreu durante a terapia
antirretroviral e quando comparados, observaram niveis elevados de IFN-y, TNF-a e IL-10 na
infeccdo aguda (BARQASHO, et al. 2009). Nos estudos com a terapia incluindo o DTG,

Rasmussem et al. (2018), analisaram populac@es de linfocitos T CD4+ e a producgéo de IL-6,
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em individuos portadores do virus HIV tratados com DTG e demonstraram ndo haver
diferenca quando comparados com o grupo de individuos que ndo recebia tratamento com
DTG (RASMUSSEN, et al. 2018), porém esse estudo tem varias limitacdes na selecdo da
amostra e ndo contempla todo o contexto dos pacientes portadores do HIV. Em outro estudo
associando DTG com rifampicina, em individuos saudaveis, os autores, demonstraram uma
elevacdo nos niveis de IFN-y e IP10 (BROOKS, et al. 2018), porém o trabalho ndo deixa claro
qual droga possui o efeito no sistema imune.

Dessa forma, o tratamento do HIV com o esquema que traz o dolutegravir como
componente, tem aumentado a taxa de sobrevida dos pacientes, principalmente quando
iniciada mais cedo e quando hd uma taxa de aderéncia satisfatoria a terapéutica, bem como é
observado na pratica clinica uma reducao mais rapida da carga viral para niveis indetectaveis,
quando comparado com esquemas anteriores. Porém, ndo existe um consenso sobre a
restauracdo e funcionalidade das células NK e subpopula¢bes, bem como ndo ha um
reestabelecimento satisfatério dos niveis de linfécitos T CD4" proporcionalmente a
diminuicédo da carga viral, isso tem impacto nos niveis dos linfocitos T CD8" e na resposta
humoral mediada por citocinas e quimiocinas. Portanto, diante da importancia do tratamento
em PVHVA e o reflexo na resposta imune, além dos poucos dados na literatura cientifica,
fazem-se necessarios estudos que possam ampliar a compreensdo do envolvimento do DTG

no esquema de tratamento do HIV.
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3 JUSTIFICATIVA

A adicdo do dolutegravir ao esquema de tratamento antirretroviral no Brasil tornou
mais eficaz o tratamento devido a diminuicdo rapida da carga viral em PVHVA, além disso,
até entdo tem sido observada pouca resisténcia aos medicamentos e ndo muitos efeitos
colaterais, melhorando a qualidade de vida dos individuos.

Porém, sdo poucos estudos até o presente momento que busquem compreender o
contexto imunolégico da utilizacdo do DTG no tratamento contra o HIV e sua relacdo com a
diminuicdo da carga viral e manutengdo desses indices a niveis indetectaveis. As analises
limitam-se a relacdo CD4:CD8, ndo aprofundando o contexto da complexa rede do sistema
imune, principalmente sendo esta uma infeccdo que acomete os linfocitos T CD4+, células de
extrema importancia no contexto da resposta imune.

Diante da importancia da atuacdo que o sistema imune pode exercer no
estabelecimento e progressdo da doenca através de fatores sollveis secretados, uma avaliacdo
sobre citocinas sericas em PVHVA em tratamento com DTG, pode levar ao entendimento
quanto ao balanco que ocorre entre os perfis Thl e Th2 induzido pelo tratamento e sua
correlagdo com morbimortalidade associado a doenca.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Existem diferencas nos valores absolutos e no percentual de linfécitos T CD4* e
CD8", niveis de citocinas no sangue periférico de pessoas vivendo com HIV/AIDS (PVHIV)
submetidos a diferentes tipos de tratamento antirretroviral (TARV)?
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Investigar a frequéncia de linfocitos T CD4" e T CD8" e 0s niveis de citocinas séricas
de pessoas que vivem com HIV (PVHIV) em tratamento antirretroviral utilizando o DTG e
comparar com individuos com outros esquemas e pacientes que ainda ndo iniciaram 0

tratamento.

5.2 Objetivos especificos

e Comparar a frequéncia de células T CD4", T CD8" em pacientes que vivem com HIV
(PVHIV) que fazem uso de tratamento antirretroviral que contém dolutegravir com
pacientes que utilizam outros esquemas de tratamento, bem como em individuos que ainda
nédo tinham iniciado o tratamento.

e Comparar 0s niveis séricos de citocinas Thl, Th2 em pacientes que vivem com HIV
(PVHIV) que fazem uso de tratamento antirretroviral que contém dolutegravir com
pacientes que utilizam outros esquemas de tratamento, bem como em individuos que ainda
néo tinham iniciado o tratamento.

e Correlacionar a frequéncia de células T CD4 e T CD8 com as citocinas séricas em
pacientes que vivem com HIV (PVHIV) que fazem uso de tratamento antirretroviral

incluindo dolutegravir.
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6 METODOS

6.1 Desenho do Estudo

Estudo do tipo analitico-experimental com grupo de comparagdes internos, onde o
soro de pessoas vivendo com o HIV foi avaliado por citometria de fluxo para mensuracdo de
citocinas. Os individuos desse estudo foram selecionados e incluidos, no periodo de outubro
de 2019 a janeiro de 2020.

6.2 Local e Populacéo do estudo

O estudo compreendeu um total de 57 individuos vivendo com o HIV, maiores de 18
anos, de ambos os sexos, em acompanhamento médico durante nos ultimos 36 meses. O
estudo foi realizado no servico de Doengas Infecto-parasitarias do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco e no Hospital Correia Pican¢o — Secretaria de Saude de
Pernambuco. O processamento das amostras e deteccdo das citocinas foram realizados no
Laboratério de Imunoparasitologia do Instituto de Pesquisas Aggeu Magalhdes — Fundacéo
Oswaldo Cruz (IAM/FIOCRUZ). A imunofenotipagem de TCD4* e TCD8" e quantificacdo
da carga viral foram realizados pelo Laboratério Central de Pernambuco (Lacen-PE) e esses
resultados foram posteriormente langados no Sistema de Controle de Exames Laboratoriais de
CD4'/CD8" e Carga Viral do HIV (SISCEL). Dessa forma, aos valores absolutos
(células/mm?3) e relativos de linfdcitos (%), carga viral, esquema terapéutico, tempo de

tratamento, idade e sexo foram obtidas por meio de acesso a esse sistema.
6.3 Critérios e procedimentos para selecdo dos pacientes
6.3.1 Critério de Inclusdo
Individuos com idade acima de 18 anos, vivendo com o HIV que estavam em

tratamento antirretroviral iniciado nos Gltimos 36 meses e para grupo controle de comparacéo,

individuos gque ainda ndo haviam iniciado o tratamento.
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6.3.2 Critérios de exclusao

Pacientes que durante a avaliacdo clinica foram identificados com algum distdrbio
psiquiatrico ou desorientacdo que os impediram de participar da pesquisa; Uso de
medicamentos imunossupressores; Tratamento prévio de quimioterapia; Virus linfotropico
humano 1 e 2 (HTLV 1 e 2); Tuberculose; Sifilis; Hepatites virais; Doenca autoimune;

Gestante.

6.4 Captacdo de pacientes e de procedimentos

Os pacientes foram selecionados de acordo com sorologia positiva para HIV e tendo
iniciado o tratamento nos ultimos 36 meses que antecede o periodo da pesquisa, e foram
avaliados quanto ao preenchimento dos critérios de inclusdo e exclusdo. A partir da
identificacdo dos pacientes elegiveis, foi explicado o objetivo e a metodologia da pesquisa, e
0s pacientes que aceitarem participar do estudo foram convidados a assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Uma amostra de sangue periférico dos
participantes foi colhida.

6.5 Técnica de coleta, processamento e armazenamento das amostras de sangue.

A amostra de sangue foi coletada no Hospital das Clinicas — UFPE e Hospital Correia
Picangco — SES-PE imediatamente apds inclusdo do individuo no estudo. Sempre que possivel,
a coleta de sangue foi realizada aproveitando o momento da coleta de exames solicitados pela
equipe médica, a fim de evitar repeticbes de puncdes. Um volume de 4 mL de sangue foi
colhido em tubo seco, isto é, sem anticoagulante para dosagem de citocinas. Apos retracdo do
coagulo, o tubo foi centrifugado para obtengdo do soro, aliquotado no volume de 300 uL e

armazenado em microtubos a -20° C para posterior analise das citocinas.

6.6 Determinacgdo da concentracdo de citocinas séricas.

A concentragdo das citocinas 1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-o foram
determinadas nas amostras de soro. A determinacdo foi realizada pela técnica Cytometric
Bead Array (CBA) por citometria de fluxo, utilizando BD CBA — Human Th1/Th2 Cytokines
Kit 1l, seguindo instrucdes do fabricante com algumas modificagcfes. Inicialmente, 15ul de
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soro foram adicionados a um tubo de citometria (BD Systems™- 5mL) contendo 15ul de
uma mistura de beads de captura (microesferas com diferentes intensidades de fluorescéncias-
FL4) recobertas por anticorpos monoclonais (anti-IL-2, anti-I1L-4, anti-IL-6, anti-IL-10, anti-
IFN-y e anti-TNF). Em seguida, foram adicionados 15ul do reagente de detecgdo (mistura de
anticorpos anti-citocinas conjugados a um fluorocromo (FL2). Os tubos foram incubados por
3h a temperatura ambiente ao abrigo da luz. Ao término da incubacdo, as amostras foram
lavadas com buffer wash, centrifugadas a 200 xg por 5 minutos. Em seguida, as beads foram
ressuspendidas em 250ul de buffer wash e 1800 eventos foram adquiridas no Nucleo de
Plataformas Tecnologicas (NPT)/IAM/Fiocruz, através do citdbmetro de fluxo FACScalibur
(Becton Dickson Immunocytometry Systems), com o software Cell Ques tPro (Beckton
Dickson). A analise das concentracdes das citocinas foi realizada no FCAP Array software v.
3.1 (BD BIOSCIENCES, CA) e expressas em pg/mL.

6.7 Categorizacdo das variaveis

Variavel Definicdo Categorizacéao
Imunofenotipagem de variavel numérica continua
o linfocitos T totais baseado na expressa em percentual (%) e
Linfocitos T

expressdo de marcadores de

superficie CD3.

valores absolutos

(células/mm?)

Linfocitos TCD4*

Imunofenotipagem de
linfocitos T totais baseado na
expressao de marcadores de
superficie CD3 e CD4.

variavel numérica continua
expressa em percentual (%) e
valores absolutos

(células/mm?)

Linfocitos TCD8*

Imunofenotipagem de
linfocitos T totais baseado na
expressdao de marcadores de
superficie CD3 e CD8.

variavel numérica continua
expressa em percentual (%) e
valores absolutos

(células/mm?)

IL-2

Niveis de IL-2 sérico e em
sobrenadante de cultura de

células

variavel numérica continua
expressa em picograma por

mililitro (pg/mL)

IL-4

Niveis de IL-4 sérico e em

sobrenadante de cultura de

variavel numérica continua

expressa em picograma por
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células

mililitro (pg/mL)

IL-6

Niveis de IL-6 sérico e em
sobrenadante de cultura de

células

variavel numérica continua
expressa em picograma por

mililitro (pg/mL)

IL-10

Niveis de IL-10 sérico e em
sobrenadante de cultura de

células

variavel numérica continua
expressa em picograma por

mililitro (pg/mL)

IFN-y

Niveis de IFN-y sérico ¢ em
sobrenadante de cultura de

células

variavel numérica continua
expressa em picograma por

mililitro (pg/mL)

TNF-a

Niveis de TNF-a sérico € em
sobrenadante de cultura de

células

variavel numérica continua
expressa em picograma por

mililitro (pg/mL)

6.8 Analises estatisticas

Para a andlise da associacdo dos niveis de citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e

TNF nos grupos de comparacdo do estudo foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Para

correlagdo dos niveis séricos de citocinas e linfocito T CD4" e CD8" foi utilizado o teste

Spearman. Em todas as andlises utilizou-se p<0,05 e intervalo de confianca de 95% como

significativo. As analises estatisticas foram realizadas no GraphPad Prism software v 6.07.
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7 RESULTADO

Artigo que sera submetido a Revista Virology: Dolutegravir modula contagem de linfécitos

T CD8" e citocinas séricas em pessoas que vivem com HIV (PVHIV)

INTRODUCAO

O tratamento para o HIV, além do objetivo principal de reduzir a carga viral, permite
que pessoas que vivem com HIV (PVHIV) tenham uma vida mais longa e saudavel, e com
isso uma melhora na expectativa de vida quase normal. No Brasil desde 2017, o tratamento
preferencial do HIV € instituido de dois inibidores nucleosideos e da transcriptase reversa
(ITRN): Tenofovir (TDF), Lamivudina (3TC), e um inibidor de integrase (INI): o
Dolutegravir (DTG). O DTG foi adicionado ao esquema inicial devido a sua alta poténcia,
administracdo em dose Unica, taxa significativamente mais lenta de dissociacdo, e capacidade
de apresentar pequenas mudancas conformacionais em seu sitio ativo (Osterholzer; Goldman,
2014; Ribera; Podzamczer, 2015).

No entanto, o tratamento antirretroviral (TAVR) ndo recompde completamente as
populacdes celulares e ativacdo imune cronica e a inflamagdo persisti em individuos em
tratamento. O quadro inflamatério e de ativacdo imune persistentes sdo descritos como
preditores de eventos clinicos e mortalidade em pacientes infectados pelo HIV, porém ndo ha
um consenso a respeito de qual marcador inflamatério esta envolvido nesse quadro clinico.
Além disso, ha poucas informacdes disponiveis sobre o impacto dos varios esquemas de
TARV na inflamagdo e imunoativacdo. (Wada et al. 2015; Quiros-Roldan et al., 2017)

Apbs o inicio da TARV, a maioria das PVHIV alcancam o nivel indetectavel de carga
viral e uma restauracédo dos niveis parciais de linfécitos T CD4". Por outro lado, a maioria ndo
apresentava falha na normalizagdo dos niveis de linfocitos T CD8", mesmo em individuos
com TARV a longo prazo, e essa resiliéncia de altas contagens de células T CD8" ja foi
associada a mortalidade por doencas ndo relacionadas a AIDS (Wolbers et al. 2007;
Tassiopoulos, et al., 2012). A natureza dos medicamentos antirretrovirais escolhidos para o
esquema de TARYV interfere na recuperacdo de CD4, enquanto o impacto dessa escolha na
dinamica dos LTCD8" permanece indescritivel. (Helleberg et al., 2015)

Portanto, este trabalho buscou explorar o impacto do esquema TDF/3TC/DTG em
citocinas inflamatorias e anti-inflamatdrias em pacientes tratados com carga viral indetectavel

apos periodo de tratamento de 36 meses.
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METODOS
Populacao de estudo

Foram avaliadas 57 pessoas que vivem com HIV (PVHIV) diagnosticados nos ultimos
36 meses e que estavam em tratamento antirretroviral. Destes, 40 individuos recebiam o
esquema preferencial de tratamento disponivel pelo Ministério da Saude do Brasil desde
fevereiro de 2017 (Grupo TDF/3TC/DTG) que consiste em associacdo de trés medicamentos:
Lamivudina (3TC), Tenoforvir (TDF) e Dolutegravir (DTG); outros 17 individuos recebiam
outros esquemas de tratamento (Grupo TARV). Também foram avaliados 12 individuos que
tiveram seu diagnostico confirmado e ndo haviam iniciado o tratamento até o momento da
coleta (Grupo NAIVE). Todos os PVHIV eram acompanhados no servico de referéncia para
doencas infecciosas e parasitarias do Hospital das Clinicas vinculado a Universidade Federal
de Pernambuco e no Servigo de Referéncia para DTS/AIDS do Hospital Correia Picango
vinculado a Secretaria Estadual de Saude — Pernambuco.

O recrutamento dos pacientes ocorreu no periodo de outubro de 2019 a janeiro de
2020. As caracteristicas gerais tais como idade, valores absolutos (células/mm?) e relativos de
linfécitos (%) T CD4" e TCD8", e carga viral foram obtidos a partir Sistema de Controle de
Exames Laboratoriais de CD4"/CD8" e Carga Viral do HIV (SISCEL). Os ensaios para
deteccdo de citocinas foram realizados no Instituto de Pesquisa Aggeu Magalhdes — Fundacao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-PE). O estudo foi aprovado no Comité de Etica em pesquisa do
IAM/Fiocruz e HC/UFPE sob o numero do protocolo CAEE: 12152919.4.3001.8807.

Determinacdo da concentracdo de citocinas séricas.

A concentragdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-o foram
determinadas nas amostras de soro. A determinacdo foi realizada pela técnica Cytometric
Bead Array (CBA) por citometria de fluxo, utilizando BD CBA — Human Th1/Th2 Cytokines
Kit 1l, seguindo instrucdes do fabricante com algumas modificagfes. Inicialmente, 15ul de
soro foram adicionados a um tubo de citometria (BD Systems™- 5mL) contendo 15ul de
uma mistura de beads de captura (microesferas com diferentes intensidades de
fluorescéncias-FL4) recobertas por anticorpos monoclonais (anti-1L-2, anti-IL-4, anti-IL-6,
anti-1L-10, anti-IFN-y e anti-TNF). Em seguida, foram adicionados 15ul do reagente de
deteccdo (mistura de anticorpos anti-citocinas conjugados a um fluorocromo (FL2). Os tubos
foram incubados por 3h a temperatura ambiente ao abrigo da luz. Ao término da incubacdo, as
amostras foram lavadas com buffer wash, centrifugadas a 200 xg por 5 minutos. Em seguida,

as beads foram ressuspendidas em 250ul de buffer wash e 1800 eventos foram adquiridas no
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Nucleo de Plataformas Tecnol6gicas (NPT)/IAM/Fiocruz, através do citbmetro de fluxo
FACScalibur (Becton Dickson Immunocytometry Systems), com o software Cell Quest Pro
(Beckton Dickson).. A analise das concentracGes das citocinas foi realizada no FCAP Array
software v. 3.1 (BD BIOSCIENCES, CA) e expressas em pg/mL.

Anélises Estatisticas
A associacdo dos niveis de citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-a nos

grupos de comparagdo do estudo foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Para correlacdo dos
niveis séricos de citocinas e linfocito T CD4" e CD8" foi utilizado o teste Spearman. Em todas
as analises foi utilizado p<0,05. As andlises estatisticas foram realizadas no GraphPad Prism

software v 6.07.

RESULTADOS

A populacdo do estudo, em sua grande maioria € foi de homens, a minoria
apresentaram carga viral detectavel, uma vez que o estudo foi desenvolvido em PVHIV em
tratamento nos ultimos 36 meses (Tabela 1).

No ambito das populacbes celulares, ndo foi observada diferenga em relagdo aos
linfécitos T CD4", bem como ndo ha diferenca na razdo CD4:CD8 em PVHIV que estdo
realizando tratamento. Porém, PVHIV que estdo em tratamento antirretroviral com o esquema
preferencial que inclui o DTG (Grupo DTG) apresentam niveis absolutos de linfécitos T
CD8" elevados (p=0,01) e aumento no nimero absoluto de células que expressam CD45
(p=0,003), quando comparados aos individuos que ndo estdo realizando tratamento com
dolutegravir (Grupo TARV). Porém n&o é possivel atribuir a qual populagdo de linfécitos a

expressao de CD45 esta relacionada (Tabela 1).
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Tabela 1: Caracteristicas gerais do PVHIV

VARIAVEIS TDF/3TC/DTG TARV p
N 40 17
Idade (SD) 37,3 (#9,2) 35,4 (+9,9)
Sexo
Feminino 10 (25%) 9 (52,9%)
Masculino 30 (75%) 8 (47,1%)
Carga Viral
Nao detectado 29 (72,5%) 10 (58,8%)
< L. Minimo 6 (15%) 4 (23,6%)
Detectado 5 (12,5%) 3 (17,6%)
CD4
12 Contagem 322 (8 - 806) 356 (13 - 802) 0,9861
Ultima Contagem 569 (53 - 1228) 566 (70 - 1551) 0,6947
CDS8
12 Contagem 853 (184 - 2104) 851 (304 - 2217) 0,7802
Ultima Contagem 942 (112 - 3705) 684 (379 - 1179) *0,01
CD45

Células/ ul 2403 (1890 — 2925) 1924 (1556 — 2061) **0,003
CD4/CD8 0,57 (0,28 -0,91) 0,65 (0,43 -1,17) 0,2952
Fonte: o autor; Legenda: CD: Cluster of differentiation; TDF/3TC/DTG — Esquema tenofovir, lamivudina e

dolutegravir; TARV — demais tratamentos antirretrovirais; Analise estatistica: Teste de Mann Whitney,

considerando p<0,05

Quando comparamos as citocinas entre os grupos, observamos que o grupo NAIVE
apresentou concentragcdes menores quando comparados com o grupo TDF/3TC/DTG [IFNy
(p=0,005), TNFa (p=0,0009), IL6 (p=0,007), IL4 (p<0,0001), IL10 (p=0,002) e IL2
(p=0,0001)]; e quando compara-se com o grupo TARV [IFNy (p=0,004), TNFa (p=0,009),
IL6 (p=0,003), IL4 (p=0,002), IL10 (p=0,002) e IL2 (p=0,001)]; porém ndo observamos
diferenca na comparacdo do grupo TDF/3TC/DTG com TARYV, sugerindo que, independente
do esquema terapéutico, pode ocorrer uma melhora na resposta imune frente ao virus, ou bem
como uma caracteristica da propria infeccdo (Figura 1).

Todavia, quando analisamos a correlagcdo existente entre 0s niveis de citocinas em
PVHIV em tratamento TDF/3TC/DTG com o niveis de linfécitos T CD4" e CD8",
observamos que ocorre uma correlacdo negativa dos LTCD8" circulantes em relagdo aos
niveis séricos de IFNy (p=0,04; r=-0.40) (Figura 2), caracteristica que ndo ocorre em PVHIV

que esteja em outro esquema de TARYV (dados ndo mostrados).



Figura 1 - Detecc¢do dos niveis séricos das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-a em pessoas que vivem com HIV (PVHIV)

em tratamento.
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tratamento com diagnostico positivo para o HIV. Andlise estatistica: Teste de Mann Whitney, considerando p<0,05

Legenda: TDF/3TC/DTG — Esquema tenofovir, lamivudina e dolutegravir; TARV — demais tratamentos antirretrovirais; NAIVE — individuos virgens de




Figura 2 - Correlagéo dos niveis séricos das citocinas I1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-a com as populagoes de linfécitos T

CD4* e T CD8* em individuos tratados com TDF/3TC/DTG
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DISCUSSAO

No presente estudo foi observado que em PVHIV que receberam terapia antirretroviral
TDF/3TC/DTG, apresentam um nimero elevado de linfécitos T CD8", quando comparados
com pacientes que estavam em uso de outro esquema de tratamento. No estudo de Poizot-
Martin, et al. (2016), foi avaliado retrospectivamente o impacto dos diferentes esquemas
terapéuticos quanto aos niveis de linfocitos TCD8" que mantiveram carga viral indetectavel
por 24 meses. Os pacientes foram submetidos a TARV de primeira linha com dois ITRN +
um inibidor de protease associado a ritonavir, dois ITRN + um ITRNN ou trés ITRN e
observaram que apesar do controle da viremia, o nimero das células T CD8"* permaneceu
reduzido naqueles individuos que utilizaram a associacdo de trés ITRN apds 24 meses de
tratamento (Poizot-Martin et al. 2016). Desta forma, o presente estudo analisou a ac¢ao de 2
ITRN e um INI, podendo esta combinacdo elevar os niveis de LTCD8" quando comparados
ao demais tipos de tratamentos.

Outra questdo a ser observada é que os individuos em tratamento com TDF/3TC/DTG
além de apresentar maior frequéncia de células TCD8", apresentaram carga viral indetectavel.
Esse achado corrobora com o estudo de Poizot-Martin et al., 2016, que ndo observaram
diferenga na comparacdo entre os nivel de carga viral e a contagem de linfécito T CD8", isto
é, a quantidade de copias virias circulantes ndo afeta o niveis de LTCD8" circulantes, e ndo
seria um estimulo a essa populacdo de linfocito, uma vez que pacientes com carga viral
indetectavel apresentam niveis elevados de LTCD8*. (Poizot-Martin et al. 2016) Em nosso
estudo, acreditamos que os niveis elevados de LTCD8" em individuos que fazem uso da
terapia com DTG, podem estar relacionados a distribuicdo e penetracdo da droga no
organismo dos pacientes uma vez que tecidos linfoides com baixa penetracdo da droga,
podem ser reservatorios para replicacdo viral e consequentemente manter os niveis de
LTCD8" elevados (Massanella, et al. 2013). Assim, uma andlise da biodisponibilidade do
dolutegravir no organismo desses individuos, principalmente quanto aos tecidos linfoides
associados ao trato gastrointestinal se torna necessaria para melhor entender os mecanismos
de acdo do farmaco.

Em relacdo aos niveis séricos de citocinas, no presente estudo foi observado niveis
mais elevados das citocinas IFNy, TNFa, IL6, IL4, IL10 e IL2, independente do esquema de
tratamento, quando comparados a individuos HIV*® sem tratamento. Logo quando
correlacionamos os niveis de citocinas e linfécitos T CD4* e T CD8" em individuos em
tratamento TDF/3TC/DTG, apenas foi observada correlagdo negativa entre os niveis de IFNy

e linfocitos T CD8". Sugere-se que essa resposta pode estar na via de sinalizacdo da
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Ubiquitin-specific protease (USP) 18 (também conhecida como UBP43) que é fortemente
induzida por interferons do tipo I e IlI, pelo tipo Toll-like receptor (TLR) que reconhece
lipopolissacarideos (LPS) (Kim et al., 2005; MacParland et al., 2016) ¢ por TNFa. O nivel
dessa proteina se encontra elevado em células apds infeccdo viral ou bacteriana. Seu
mecanismo de acdo pode ser observado em estudo com camundongos nocaute para proteina
USP18 e que foram tratados com virus da estomatite vesicular (VSV), onde foi observado um
aumento na replicacdo viral na medula espinhal e no cérebro, levando os camundongos a
6bito em 1 semana, enquanto camundongos selvagens sobreviveram a infeccdo (Honke et al.,
2011).

No contexto da regulagdo da USP18, essa proteina reduz a ligagdo de IFNo a
superficie celular e interfere na capacidade do IFNAR2 de recrutar o IFNARL, resultando na
perda de complexos de sinalizacdo na membrana plasmatica Além disso, Liu et al. (2013)
relataram que o USP18 regula a ativacdo de células T e esta envolvido na diferenciacdo de
celulas Th17. Neste estudo, o USP18 regulou negativamente a sinalizagdo do fator nuclear kB
(NF-xB) nas células T por ligagao ao complexo quinase/proteina de ligacdo a TAK ativada
por TGFB (TAB1/TAKI1) (Liu et al., 2013). Além disso, 0 USP18 foi descrito como regulador
negativo da sinalizacdo de NF-kB mediada por TLR. Além disso, 0 USP18 interage com
USP20 e a recruta para estimulador dos genes do interferon (STING). STING esté ativado por
cGAS (GMP-AMP sintase ciclica) que reconhece o dsSDNA no citoplasma apos a infeccao por
um virus de DNA (ZHANG et al. 2016). Isso sugere um papel de USP18 na regulagédo
positiva da expressao de IFNs do tipo | e citocinas pré-inflamatérias ap6s infeccdo por virus
de DNA.

Dessa forma, em estudo in vitro a atuacao de trés classes de antirretrovirais na cascata
de inflamacdo em células endoteliais foi observada onde foi proposto que o dolutegravir esta
envolvido na regulacdo da proteina USP18, que por sua vez regula a via de NF-xB (Auclair et
al., 2020), logo hipotetizamos que uma das vias de regulacdo negativa de INFy esteja
relacionada a dindmica do DTG no organismo dos PVHIV em tratamento, acarretando
diminuicdo na producdo dessa citocina por linfécitos T CD8*. Porém, esse estudo possui
limitaces e ndo apresenta uma analise mais completa desses pacientes em tratamento, sendo
a literatura carente sobre o efeito do DTG nas vias metabdlicas com repercussdo no sistema
imune para elucidar a inflamag&o e senescéncias das populagdes de células em PVHIV.

As limitacbes de nosso estudo devem ser reconhecidas. Primeiro, a natureza
exploratoria do estudo ndo permite a generalizacdo dos resultados; o tamanho limitado da

amostra e o fato de que ndo houve randomizacdo dos pacientes incluidos neste estudo, e,
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portanto, ndo se pode descartar que os resultados podem ter sido afetados por variaveis de
confusdo ndo mensuradas. Os resultados, sobretudo aqueles que se relacionam aos linfocitos
T CD8 e seus subtipos, devem ser melhor investigados em uma populagdo maior de
individuos, por um periodo definido e de maneira prospectiva a fim de estabelecer marcadores
viroldgicos, metabdlicos e imunoldgicos que melhor definem o tratamento com
TDF/3TC/DTG, com foco no inibidor de integrase e se 0s mesmos tém impactos diferentes na

inflamacao.
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8 CONCLUSAO

e O tratamento a longo prazo em PVHIV acarreta alteracdes nos niveis séricos de citocinas
independente do tratamento que o individuo esteja sendo submetido.

e Os linfécitos T CD8* em PVHIV em tratamento com TDF/3TC/DTG exibem niveis sérico
diminuidos de IFN-y.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Ministério da Saude

FIOCRUZ

dagao O Ido Cruz

Instituto Aggeu Magalhaes

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Grupo Dolutegravir e Grupo Controle

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa Avaliacao da resposta
imunologica de pessoas vivendo com HIV/aids submetidos a tratamento
antirretroviral incluindo o dolutegravir, sob a responsabilidade da pesquisadora
Virginia Lorena do Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo Cruz. Essa pesquisa
pretende entender como pessoas vivendo com HIV respondem ao tratamento antirretroviral
contendo a droga Dolutegravir.

Sua participagdo é muito importante, pois, como portador do HIV, o (a) Sr (a) possui
células que reconhecem o HIV (resposta imune). Sua participagdo neste trabalho é
voluntaria e se dara através de:

(1) permitir a coleta de até 3 (tres) colheres de cha de sangue (cerca de 15 ml)
através de um tubo adaptado a uma agulha, estéril e descartavel. Esse procedimento é
praticamente isento de risco, pois todo material utilizado é descartavel, porém, podera
causar dor ou mancha vermelha (hematoma). O sangue sera utilizado para estudar as
células da imunidade e seus produtos secretados (quimiocinas e citocinas).

(2) cuidar da sua saude, ao tomar a medicagao conforme recomendacao do seu
médico respeitando as dosagens e horarios pré-estabelecidos;

(3) retornar as consultas médicas conforme instru¢des do seu médico ou quando
sentir qualquer desconforto.

E importante vocé saber que um pouco da amostra de sangue sera guardada e
armazenada a -70°C para utilizagdes em pesquisas futuras. Essas amostras serao utilizadas
nas pesquisas futuras com objetivos de: realizar novos estudos que complementem os
objetivos aqui propostos a fim de fechar as “lacunas” no entendimento das respostas
imunolégicas de pessoas vivendo com HIV. Desta forma, se no futuro, sua amostra
armazenada for utilizada para outra pesquisa, poderemos entrar em contato para
preenchimento de outro TCLE. Informagdes sobre o andamento e resultados das pesquisas
podem ser fornecidas para o (a) Sr (a), quando desejar através das formas de contato
conosco, disponibilizadas ao final deste documento.

Garantiremos a confidencialidade das informagdes prestadas, assim como o
anonimato de todos que participarem da pesquisa. Se o(a) Sr(a) aceitar participar, estara
contribuindo para a geracdo de conhecimento sobre o tratamento e resposta imune do
HIV/Aids. Caso o(a) Sr(a) ndo aceite participar da pesquisa o seu atendimento no
ambulatério continuara acontecendo normalmente.

Se depois de consentir em sua participagdo o Sr (a) desistir de continuar
participando, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, independente do motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa. O (a) Sr (a) nao
terd nenhuma despesa e também néo recebera nenhuma remuneracdo. Os resultados da
pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade nao sera divulgada, sendo
guardada em sigilo. Para qualquer outra informacao, o (a) Sr (a) podera entrar em contato
através do endereco Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Campus da
UFPE, Av. Moraes Rego, s/n, pelo telefone (81) 2101-2563 com a pesquisadora Dra Virginia
Lorena, ou poderd entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa —
CEP/IAM/FIOCRUZ, telefone (81) 2101-2639.

Av. Prof. Moraes Rego, s/n — Cidade Universitaria — Campus da UFPE, Recife — PE. CEP. 50.740-465
Telefone: (81) 2101.2500 / 2101.2600. www.cpgam.fiocruz.br
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Ministério da Saude

FIOCRUZ

dagdo O Ido Cruz

Instituto Aggeu Magalhaes

Consentimento Pés-Informagao

Eu, )
fui informado sobre o que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboragéo,
e entendi a explicacé@o. Por isso, eu concordo em patrticipar do projeto, sabendo que néo vou
ganhar nada e que posso sair do projeto quando quiser.

Eu autorizo a utilizagcéo dessas amostras estocadas m projetos futuros quando o objetivo do
estudo for o mesmo para o qual eu cedi meu sangue: ( ) com a necessidade de um novo
contato e assinatura de um novo TCLE; ( ) dispenso a necessidade de um novo contato e
assinatura de um novo TCLE.

Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo
pesquisador, ficando uma via com cada um de nés.

Data: / /

Assinatura do participante ou Impressao do dedo polegar

Virginia Maria Barros de Lorena
CPgAM/Fiocruz

Pesquisadora Responsavel

Telefone IAM/Fiocruz: (81) 2101-2563
E-mail: lorena@cpgam.fiocruz.br

Av. Prof. Moraes Rego, s/n — Cidade Universitaria — Campus da UFPE, Recife — PE. CEP. 50.740-465
Telefone: (81) 2101.2500 / 2101.2600. www.cpgam.fiocruz.br
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ANEXO A - APROVACAO DO PROJETO PELO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA

'UFPE - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA UNIVERSIDADE S ew«Fm
FEDERAL DE PERNAMBUCO - asil
HC/UFPE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo da resposta imunoldgica de pessoas vivendo com HIV/aids submetidos a
tratamento antirretroviral incluindo o dolutegravir

Pesquisador: Virginia Maria Barros de Lorena

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 12152919.4.3001.8807

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.608.980

Apresentacao do Projeto:

Apresentado de maneira clara e objetiva. Trata-se de projeto de pesquisa que pretende avaliar citocinas e
quimiocinas, e as populagdes de linfécitos T CD4+ e T CD8+ na resposta imunolégica em paciente vivendo
com HIV/AIDS (PVHVA), submetidos a TARV que incluem o dolutegravir.

Objetivo da Pesquisa:

Investigar o perfil celular e os niveis de citocinas e quimiocinas de pessoas que vivem com HIV (PVHA) em
tratamento antirretroviral contendo dolutegravir.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

A descrigcdo dos possiveis riscos e beneficios a que serdo eventualmente submetidos os participantes
voluntarios desse projeto, é feita de forma esclarecedora, acessivel.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante para esclarecer e descrever o papel de terapias antiretrovirais que incluam dolutegravir
sobre o sistema imunolégico humano, de pacientes com AIDS.

Enderego: Av. Professor Moraes Rego, S/N, 3% andar do prédio principal (enfermarias)

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-901
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-3743 E-mail: cephcufpe@gmail.com
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UFPE - HOSPITAL DAS

CLINICAS DA UNIVERSIDADE gzm«im

FEDERAL DE PERNAMBUCO - asil
HC/UFPE

Continuagao do Parecer: 3.608.980

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Todos os termos de apresentagéo obrigatéria foram apresentados em sua integralidade.

Recomendagdes:
Sem recomendagoes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Aprovado.

Consideracoes Finais a critério do CEP:
PROJETO APROVADO PELO CEP

O Protocolo foi avaliado e esta APROVADO para iniciar a coleta de dados. Caso a pesquisa seja realizada
no ambito do Hospital das Clinicas, o pesquisador principal deve comparecer ao NAP e solicitar a Carta de
Encaminhamento. Informamos que a APROVAGAO DEFINITIVA do projeto s6 sera dada ap6s o envio da
Notificagao com o Relatério Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de
Relatério Final para envia-lo via “Notificacdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instru¢des do link “Para enviar
Relatério Final”, disponivel no site do CEP HC/UFPE. Ap6s apreciacao desse relatério, o CEP emitira novo
Parecer Consubstanciado definitivo pelo sistema Plataforma Brasil. Informamos, ainda, que o (a)
pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste protocolo aprovado, exceto quando
perceber risco ou dano néo previsto ao voluntario participante (item V.3., da Resolugdo CNS/MS N°® 466/12).
Eventuais modificagdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Para projetos com mais de um ano de execucao,
é obrigatério que o pesquisador responsavel pelo Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica,
relatérios parciais das atividades desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacao
(item X.1.3.b., da Resolucdo CNS/MS N® 466/12). O CEP HC/UFPE deve ser informado de todos os efeitos
adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo (item V.5., da Resolugdo CNS/MS N¢
466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento
adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e ainda, enviar notificacdo a ANVISA —
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Endereco: Av. Professor Moraes Rego, S/N, 32 andar do prédio principal (enfermarias)

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-901
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-3743 E-mail: cephcufpe@gmail.com
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'UFPE - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PERNAMBUCO -

oo

mo

HC/UFPE
Continuagao do Parecer: 3.608.980
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 18/09/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1431684.pdf 10:56:01
Folha de Rosto Folha_de_rosto_assinatura_HC.pdf 18/09/2019 |Virginia Maria Barros | Aceito
10:53:58 |de Lorena
Declaragao de Formulario_repositorio_dolutegravir.pdf | 08/08/2019 |Virginia Maria Barros| Aceito
Manuseio Material 21:19:11  |de Lorena
Bioldgico /
Biorepositério /
Biobanco
TCLE / Termos de |TCLE_Grupo_Dolutegravir_Seguimento | 02/08/2019 |Virginia Maria Barros| Aceito
Assentimento / _convertido.pdf 12:37:07 |de Lorena
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_Grupo_Dolutegravir_controle_con| 02/08/2019 |Virginia Maria Barros| Aceito
Assentimento / vertido.pdf 12:36:54 |[de Lorena
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto_pos_pendencias.pdf 02/08/2019 | Virginia Maria Barros | Aceito
Brochura 12:31:47 |de Lorena
Investigador
Outros Formulario_ EBSERH.pdf 12/04/2019 |Virginia Maria Barros | Aceito
18:42:40 [de Lorena

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Enderego:

Bairro: Cidade Universitaria
Municipio:
(81)2126-3743

UF: PE
Telefone:

RECIFE, 30 de Setembro de 2019

Assinado por:

José Angelo Rizzo

(Coordenador(a))

CEP: 50.670-901
RECIFE
E-mail:

Av. Professor Moraes Rego, S/N, 32 andar do prédio principal (enfermarias)

cephcufpe@gmail.com
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