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RESUMO

A Terapia Antirretroviral objetiva diminuir a carga viral plasmatica e,
consequentemente, reconstituir as células T CD4+. Entretanto, entre 15 a 30% dos
individuos que atingem o sucesso viroldgico, ndo se recuperam imunologicamente,
condicdo chamada falha imunologica. Alguns fatores sdo investigados como causa,
dentre eles, a baixa producédo de linfécitos T CD4+, processo esse influenciado pela
atividade de citocinas, como a IL-10. Alteragbes na expressdo e nos niveis
plasméticos da IL-10 podem estar relacionados a ineficiéncia da recuperacao
imunologica. Nesse contexto, a presenca de polimorfismos na regido promotora do
gene IL10, pode influenciar nesse processo. Sendo assim, o estudo objetivou avaliar
a influéncia da IL-10 na falha imunoldgica de individuos vivendo com HIV-1 em TARV.
A dosagem sérica da IL-10 foi realizada por citometria (CBA), enquanto a genotipagem
dos SNPs ocorreu através de sondas Tagman por PCR em Tempo Real. Foi realizado
também o ensaio de quantificacao relativa da expresséo do gene IL10 por meio do Ct
comparativo. Como gene de referéncia utilizou-se o GAPDH. Com relacdo a dosagem
sérica, ndo houve diferenca significativa entre os grupos IR e INR. O mesmo foi
encontrado na genotipagem, onde os gendtipos mostraram nao interferir nos niveis
plasmaticos da IL-10. J& no ensaio de expresséao, observou-se que o gene IL10 esta
3,77 vezes mais expresso no grupo INR comparado ao IR. Sendo assim, mais

avaliacbes sdo necessarias para compreensédo do processo da falha imunoldgica.

Palavras-chave: HIV-1. AIDS. Falha imunolégica. Interleucina



ABSTRACT

Antiretroviral Therapy aims to decrease the plasma viral load and, consequently,
reconstitute CD4 + T cells. However, between 15 to 30% of individuals who achieve
virological success, do not recover immunologically, a condition called immune failure.
Some factors are investigated as a cause, among them, the low production of CD4 +
T lymphocytes, a process influenced by cytokine activity, such as IL-10. Changes in
the expression and plasma levels of IL-10 may be related to the inefficiency of immune
recovery. In this context, the presence of polymorphisms in the promoter region of the
IL10 gene, can influence this process. Thus, the study aimed to assess the influence
of IL-10 on the immune failure of individuals living with HIV-1 on ART. The serum
dosage of IL-10 was performed by cytometry (CBA), while the genotyping of the SNPs
occurred through Tagman probes by Real-Time PCR. The relative quantification assay
for IL10 gene expression by comparative Ct was also performed. As a reference gene,
GAPDH was used. Regarding the serum dosage, there was no significant difference
between the IR and INR groups. The same was found in genotyping, where genotypes
were shown not to interfere with plasma levels of IL-10. In the expression assay, it was
observed that the IL10 gene is 3.77 times more expressed in the INR group compared
to the IR. Therefore, more evaluations are necessary to understand the process of

immune failure.

Keywords: HIV-1. AIDS. Immunological failure. Interleukin.
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1 INTRODUCAO

A infeccéo pelo HIV-1 (Virus da Imunodeficiéncia Tipo 1) € um processo
gue tem como principal caracteristica a intensa deplecao de linfécitos T CD4+, e
em sua fase mais avancada, a instalacdo da AIDS (Sindrome da
imunodeficiéncia Adquirida). Desde seu surgimento, € considerado um dos
principais problemas de saude publica mundial, uma vez que seus mecanismos
ainda nao foram completamente elucidados.

Embora ainda seja alarmante o numero de pessoas vivendo com HIV
(PVHIV), muito tém-se avancado na compreensao dos mecanismos pelo qual o
virus promove e mantém a infeccdo. Esse fato tem possibilitado o
desenvolvimento de uma terapia cada vez mais eficiente, culminando no
aumento da expectativa de vida desses individuos. A terapia antirretroviral
(TARV) tem por objetivo principal diminuir a carga viral plasméatica e,
consequentemente, espera-se que ocorra a recuperacdo imunolégica dos
pacientes, anteriormente, imunossuprimidos e suscetiveis a uma série de
doencas oportunistas.

Apesar dos avancos conquistados nas ultimas décadas, principalmente
em relacdo ao tratamento contra a infecdo, alguns pontos permanecem pouco
elucidados, como por exemplo, o fato 15 a 30% dos individuos que atingem o
sucesso terapéutico, ou seja, apresentam carga viral indetectavel, néo
conseguirem recuperar de forma satisfatéria sua contagem de linfécitos T CD4+
e, por isso, se enquadrarem em um status de ndo respondedores imunoldgicos.
Muito tem se estudado quanto aos fatores que poderiam levar a esse quadro.
Dentre eles, esta a possivel ineficacia na producédo de células T CD4+, tanto pela

via timica quanto através da proliferacdo periférica.



17

Sabe-se que, tanto a sintese quanto a funcionalidade dos linfocitos T
CD4+ sédo estimuladas pela atividade de outras moléculas. Dentre elas, estéo as
citocinas, moléculas proteicas sinalizadoras, que atuam promovendo
crescimento, diferenciacdo e atividade de diversas células que compdem o
sistema imunolégico. Um desbalanco na producéo dessas citocinas pode gerar
uma série de consequéncias nocivas no que diz respeito a recuperacao
imunologica.

Dentre estas citocinas, é possivel destacar a interleucina 10 (IL-10),
potente citocina anti-inflamatdria, cuja principal atividade é regular a producao
de outras moléculas sinalizadoras. Essa interleucina participa de uma série de
vias imunoldgicas, que podem resultar numa influéncia indireta na sintese de
novo e periférica de linfocitos T CD4+, principal fator utilizado para acompanhar
a recuperacdo imunologica dos individuos que vivem com HIV e estdo em
terapia.

Tanto a producédo da IL-10, quanto de outras citocinas pode ser alterada
de acordo com alguns componentes, dentre eles, estdo os fatores genéticos.
Nesse ambito, podem se destacar os SNPs (do inglés, Single Nucleotide
Polymorphism), cuja presencga, tem potencial de resultar em aumento,
diminuicdo ou ma funcionalidade dessas moléculas, a depender da localizacao
em gque 0 mesmo se encontra. A regido promotora do gene IL10 é altamente
polimorfica, apresentando trés SNPs principais, que ja foram demonstrados por
interferir nos niveis de expressdo desse gene e concentracdo plasmatica da
proteina, séo eles: rs1800896, rs1800871 e rs1800872.

Dessa forma, esse trabalho tem por objetivo principal investigar o perfil

genético e funcional, correlacionando a presenca desses SNPs com a dosagem
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plasmatica da IL-10, assim como também, quantificar a expressao do gene IL-
10 em individuos que vivem com HIV e estdo em terapia antirretroviral e avaliar
sua possivel influéncia na falha imunologica.

O uso de moléculas imunomoduladoras, como a IL-10, ou que tem a
capacidade de aumentar a atividade de outros imunorreguladores, pode fornecer
novas possibilidades terapéuticas e perspectivas de controle da inflamacéao,
levando ao melhoramento da eficacia da terapia antirretroviral, bem como de

seus consequentes efeitos.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral
Avaliar a influéncia da IL-10 na recuperacao imunolégica de individuos

vivendo com HIV-1 em terapia antirretroviral.

1.1.2 Objetivos Especificos
e Realizar a caracterizacdo sociodemografica e clinica da populacéo;
e Avaliar a dosagem sérica de IL-10 e compara-la entre os grupos IR e INR;
e Avaliar os niveis de expressao diferencial do gene IL10, correlacionando
com a dosagem sérica nos individuos IR e INR;
¢ Investigar quanto a presenca dos polimorfismos rs1800896, rs1800872 e
rs1800871 correlacionando-os com o perfil de dosagem sérica nos

individuos em falha e sucesso imunoldgico.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 HISTORICO DA INFECCAO PELO HIV-1

Em meados de 1981, em Los Angeles, um grupo de jovens homossexuais
foi diagnosticado com Pneumocystis carinii, um raro agente causador de
pneumonia. Neste mesmo ano, foi relatado em Nova lorque, também em
individuos homossexuais do sexo masculino, o desenvolvimento de multiplos
casos de Sarcoma de Kaposi. Tais acontecimentos evidenciaram o surgimento
de um estado de imunodeficiéncia severa entre esses jovens. Surgiram entao,
diversas especulacdes sobre quais fatores levariam a esta condicdo, sendo o
estilo de vida o mais apontado pela sociedade da época (DE COCK; JAFFE;
CURRAN, 2012; ROWLAND-JONES, 2003).

Nesse periodo, diversos novos casos com consequente imunodeficiéncia
emergiram, espalhando medo e preconceito na sociedade, que nomeou essa
condicao de “praga gay”. Apesar das varias tentativas da comunidade médica de
tratar esses pacientes, principalmente através do controle das infeccbes
oportunistas que se instalavam, o numero de mortes era cada vez mais
crescente (GREENE, 2007; ROWLAND-JONES, 2003).

Em 1982, o CDC (do inglés, Center for Disease Control) dos Estados
Unidos recomendou, para essa condicdo, o uso da nomenclatura AIDS
(Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida). Neste mesmo ano, a AIDS foi
identificada como sendo produto de uma infec¢do transmitida através da troca
de fluidos oriunda de rela¢cdes sexuais, via transmissao vertical e através de
sangue e objetos contaminados. Nos bancos de sangue, devido a deficiéncia em

identificar sorologicamente os individuos acometidos pela AIDS, milhares de
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pessoas foram infectadas, dando destaque aos hemofilicos, cujo a necessidade
de transfusdo sanguinea € maior (GREENE, 2007; ROWLAND-JONES, 2003).

Embora o nimero de casos seguisse aumentando, a epidemia global ndo
foi reconhecida inicialmente. Os primeiros relatos de AIDS na Africa, regido que
atualmente concentra grande quantidade de casos, s6 surgiram em 1984. No
entanto, ap0s uma investigacao retrospectiva dos casos de mortes de individuos
jovens acometidos com infec¢des oportunistas, observou-se que o primeiro 6bito
por AIDS, na Africa, se deu em 1979 (GREENE, 2007).

Apos uma série de andlises, foi verificado que uma das principais
manifestacdes clinicas da AIDS era a intensa deplecao de linfocitos T CD4+.
Percebeu-se entdo uma semelhanca com um retrovirus anteriormente
identificado, em 1980, por Robert Gallo, o HTLV-I, causador da leucemia de
células T do adulto. Apesar dessa semelhanca, seria provado mais tarde que o
causador da AIDS se tratava de um outro retrovirus, e ndo do HTLV-l (BARRE-
SINOUSSI et al., 1983; BEILKE, 2012; GALLO et al., 1983).

Em 1983, foi isolado pela primeira vez, por Luc Montagnier e
colaboradores, no Instituto Pasteur, um novo retrovirus originado de pacientes
com intensa linfadenopatia, em estagio “pré- AIDS”. Apesar dessa descoberta,
os dados obtidos ndo foram suficientes para estabelecer esse virus como
causador da AIDS. Apenas em 1984, Gallo e colaboradores estabeleceram a
correlacdo entre a AIDS e o retrovirus, e em 1986, o Comité Internacional de
Taxonomia de Virus recomendou que esse patégeno fosse identificado como
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (BARRE-SINOUSSI et al., 1983;

GALLO RC, 1987).
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ApoOs a identificacdo do virus, foi previsto, por 6rgdos de saude dos
Estados Unidos, o desenvolvimento de uma vacina em até dois anos, o que
apenas refletia o quao pouco se sabia a respeito da complexidade do virus na
época, bem como sobre seus mecanismos de escape do sistema imunoldgico
do hospedeiro (GREENE, 2007).

No Brasil, em 1982, surgiram em Sao Paulo os primeiros casos de
infeccdo pelo HIV-1 seguido de progressao para AIDS. No mesmo ano, ainda
foram notificados casos no estado do Rio de Janeiro. Em 1983 foi relatado o
primeiro caso de AIDS no estado de Pernambuco, em um individuo do sexo
masculino. E, em 1987, foi realizado o primeiro isolamento do HIV-1 no Instituto

Oswaldo Cruz (Figura 1) (BERKMAN et al., 2005; PARKER, 1987).

Figura 1 — Microscopia eletrénica do primeiro isolado de HIV-1 obtido na América Latina e no
Brasil, em 1987. As setas em vermelho indicam as estruturas virais

Fonte: Monika Barth/Instituto Oswaldo Cruz, 1987.

Desde 1988, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) definiu como sendo
o dia primeiro de dezembro, o Dia Mundial da AIDS, que desde entdo, tem como

objetivo principal promover a conscientizacdo sobre a doenca e suas
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particularidades, a fim de reforcar a luta no combate a AIDS e seus estigmas.
Nesse mesmo ano, no Brasil, foi identificado o primeiro caso de infeccéo pelo
HIV na populacao indigena. Além disso, ocorreu também a criacdo do Sistema
Unico de Saude (SUS), que se tornaria um importante 6rgdo de apoio a
prevencao e ao tratamento da AIDS (GREENE, 2007; PAIM, 2018; PORTELA,;
LOTROWSKA, 2006).

Em 1996, o Brasil ganhou destaque no cenario mundial ao ser o primeiro
pais em desenvolvimento a garantir acesso gratuito a terapia antirretroviral, com
a aprovacao da Lei Federal 9313, estabelecendo que é de responsabilidade do
governo federal o tratamento contra o HIV-1 (BENZAKEN et al., 2019; NEMES
et al., 2009; ROSSI et al., 2012).

Ainda no Brasil, em 1997, foi implementado a Rede Nacional de
Laboratérios para o monitoramento de pacientes que viviam com HIV e estavam
em terapia antirretroviral, sendo possivel, desde entdo, realizar o
acompanhamento da contagem de linfécitos T CD4+, bem como a carga viral de
cada individuo. Em 2001, o Ministério da Saude, implantou a Rede Nacional de
Genotipagem (RENAGENO), fazendo com que o Brasil fosse o primeiro pais a
oferecer, gratuitamente, a terapia e os testes de monitoramento, incluindo a
genotipagem (CELENTANO; BEYRER, 2008; SOUZA et al., 2011).

No ano de 2010, foi revelado ao mundo a identidade do primeiro paciente
curado pelo HIV, conhecido, até entdo, como “paciente de Berlim”. Timothy Ray
Brown foi diagnosticado com HIV em meados de 1990. Em 2006, um diagnéstico
adicional de leucemia, o faria passar por um transplante de medula a partir de
um doador compativel e homozigoto para o polimorfismo CCR5-A32, que

impediria a entrada de determinadas cepas do HIV nas células alvo. Desde
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entdo, Timothy apresentava carga viral indetectavel até o momento de seu
falecimento, em 2020, devido a uma leucemia (DOLAN; WRIGHT; WEINSTEIN,
2014; KURITZKES; KURITZKES, 2016; PELUSO; DEEKS; MCCUNE, 2019).

Em 2014, na Franca, foi assinado pelo Brasil e mais 179 paises, a
Declaracao de Paris, que visava alcancar o fim da pandemia da AIDS até o ano
de 2030. A entdo conhecida Meta 90-90-90 tinha como objetivo garantir aos
individuos que vivem com HIV, maior conhecimento sobre seu status soroldgico,
ampliacdo do acesso a terapia antirretroviral e o alcance da carga viral
indetectavel. Além disso, almejava-se que o numero de novas infeccdes fosse
limitado a 500 mil por ano (CELUM; BARNABAS, 2019; JAMIESON;
KELLERMAN, 2016; LEVI et al., 2016).

Em 2017, foi lancada a Campanha de Acesso a Prevencdo U=U (do
inglés, Prevention Access Campaign Undetectable=Untransmittable), composta
por pesquisadores e outros segmentos da sociedade de cerca de 101 paises. A
campanha é uma iniciativa baseada numa série de dados cientificos que
comprovam a incapacidade de um individuo que vive com HIV e tem caga viral
indetectavel, de transmitir a infeccdo. O objetivo principal é fornecer informacdes
precisas e seguras quanto a saude social, sexual e reprodutiva, visando
combater o estigma sobre a transmissibilidade da infeccdo pelo HIV
(LEMESSURIER et al., 2018).

No ano de 2019, foi anunciada a cura de mais um paciente com HIV, o
“paciente de Londres”. Adam Castillejo, foi diagnosticado em 2003 com HIV e
em 2011 foi submetido a um transplante de medula éssea para tratamento de
uma leucemia. Assim como no caso do “paciente de Berlim”, o doador da medula

apresentava uma delecao no correceptor CCR5. Desde entédo, os dados obtidos
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desse tratamento, sugerem a cura para o HIV (COHEN, 2019; GUPTA et al.,
2020).

Em 2020, foi apresentado, no Brasil, um estudo comandado pelo
infectologista da Universidade Federal de Sao Paulo (Unifesp), Ricardo Sobhie
Diaz, que relatou a eliminacao do virus em um paciente diagnosticado ha 7 anos.
O estudo foi dividido em duas frentes que consistiam em combater o HIV através
de uma combinacéo de drogas e a criagdo de uma vacina personalizada de
células dendriticas, baseadas em mondcitos e peptideos do virus do proprio
paciente. Ha cerca de 17 meses, 0 paciente ndo apresenta sinais da presenca

viral(https://agencia.fapesp.br/computational-tools-can-select-novel coronavirus-

antigens-to-create-therapeutic-vaccines/33436/).

Desde sua descoberta até os tempos atuais, diversos estudos vém
buscando compreender os mecanismos virais, bem como formas de otimizar o
tratamento para individuos que vivem com HIV e estdo em terapia antirretroviral.
Muitas descobertas ja foram realizadas e implementadas no cotidiano desses
individuos, melhorando, dentre outras coisas, suas expectativas e qualidade de

vida (TRAN et al., 2018; YANG; THAI; CHOI, 2016).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

Desde a identificacdo dos primeiros casos de HIV, em 1980, estima-se
gue cerca de 76 milhdes de pessoas tenham sido infectadas em todo o mundo
e, aproximadamente, 33 milhdes tenham evoluido a 6bito tendo como causa
base & AIDS. Na América Latina, existem cerca de dois milhées de individuos
infectados pelo HIV, e com aproximadamente 960 mil casos, o Brasil abriga

guase metade desse contingente (UNAIDS,2020).


https://agencia.fapesp.br/computational-tools-can-select-novel
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De acordo com o Programa da Junta das Nacbes Unidas contra o
HIV/AIDS (UNAIDS), atualmente, existem 38 milhdes de pessoas vivendo com
o HIV no mundo (Figura 2). Desse total, cerca de 36 milhGes sdo adultos e,
aproximadamente, 1,8 milhfes sdo criancas com idades entre 0-14 anos

(UNAIDS, 2019).

Figura 2 — Prevaléncia de individuos vivendo com HIV no mundo.

W +&57.000 W 14.000-67.000 W 2.000-14.000
= 22.000 Sem dados

Fonte: Adaptado da UNAIDS, 2019.

Em relacdo ao numero de novas infec¢des, estima-se que cerca de 1,7
milhdes de pessoas tenham adquirido a infeccéo pelo HIV no ano de 2019. Esse
dado representa um declinio de 23% em comparacdo com 0S numeros
registrados desde 2010 (Figura 3). E € também o menor namero registrado
desde 1989. Apesar dessa diminui¢cdo, o valor ainda € maior que o previsto
anteriormente para o ano de 2020, que foi de 500.000 novas infecgdes (UNAIDS,

2020).
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Figura 3 — Numero global de novas infec¢bes pelo HIV-1 em 2019. O gréafico demonstra que o
ndmero de novas infec¢des pelo HIV diminuiu em cerca de 23% desde 2010. E que a meta para
0 ano de 2020 seria de 500 mil novas infec¢des.
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Fonte: Adaptado da UNAIDS, 2020.

De maneira geral, observa-se que o numero de novas infeccbes
apresentou maior declinio entre o grupo composto por individuos do sexo
feminino, onde houve uma diminuicdo de 27% desde 2010, do que entre os
individuos do sexo masculino, onde a diminuicdo no niumero de novas infec¢des

ficou em torno de 18% durante esse mesmo periodo (Figura 4) (UNAIDS, 2020).

Figura 4 — Numero global, por sexo, de novas infec¢des pelo HIV. O grafico mostra que entre
0s anos 2010 e 2019, houve uma diminuigdo no nimero de novas infecgcdes em ambos 0s sexos,
no entanto, o sexo feminino apresentou um declinio mais acentuado, quando comparado ao sexo
masculino.
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Fonte: Adaptado da UNAIDS, 2020.
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Ainda com relacdo ao dado anterior, informacbes reportadas pela
UNAIDS demonstram como ocorreu o perfil de novas infec¢cdes de acordo com
cada populacdo. Observou-se que cerca de 62% das novas infec¢des ocorreram
em individuos pertencentes a populacdes-chave — profissionais do sexo,
usuarios de drogas injetaveis, prisioneiros, homossexuais, transexuais e homens
que fazem sexo com homens — e seus parceiros sexuais. Essa elevada
porcentagem pode ser explicada, em parte, pela discriminacao e excluséo social
ao qual esses grupos sao submetidos (UNAIDS, 2020).

No Brasil, dentre as suas regifes, o Sudeste aparece com 0 maior nimero
de casos registrados, com um total de 136.902 (Tabela 1), entre os anos 2007
até 2019. Em seguida, estdo as regides Sul, com 60.470 casos, e Nordeste, com
o contingente de 55.090 casos notificados entre esses mesmos anos

(MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Tabela 1 — Casos de HIV-1 notificados pelo SINAN por regido entre os anos 2007 e 2019.

Regides Numero de casos notificados
Norte 26.055
Nordeste 55.090
Sudeste 136.902
Sul 60.470
Centro-Oeste 21.979

Fonte: Elaborada pelo autor.

Com relagéo aos estados da regido Nordeste, a terceira maior no nimero
de casos registrados, Pernambuco liderou o nimero de notificagbes, com 13.464
casos, seguidos da Bahia (12.963) e Ceara (9.584) (MINISTERIO DA SAUDE,

2019).
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Tabela 2 — Casos de HIV-1 notificados pelo SINAN nos estados da regido Nordeste entre os
anos 2007 e 2019.

Estados Numero de casos notificados
Maranhéo 6.208
Piaui 1.848
Ceara 9.584
Rio Grande do Norte 2.696
Paraiba 2.439
Pernambuco 13.464
Alagoas 3.767
Sergipe 2.071
Bahia 12.963

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em 2019, cerca de 690.000 pessoas evoluiram a Obito por doencas
relacionadas a AIDS. Apesar do numero ainda elevado, houve uma diminuicdo
de mortes de 60%, em comparacao ao pico ocorrido em 2004, onde o numero
de obitos foi de 1,7 milhdes (Figura 5). Essa reducdo pode ser explicada, em
parte, devido ao maior acesso da populacéo a terapia antirretroviral, que desde
2010, estima-se que tenha evitado a morte de cerca de 12 milh6es de pessoas

(UNAIDS, 2019).

Figura 5 — Representacdo do niumero global de mortes relacionadas & AIDS entre os anos 1990
e 2018.
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Fonte: Adaptado de UNAIDS, 2019.
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Muitos avancos tém sido alcancados no combate ao virus e na melhoria
das condi¢des de vida de individuos que vivem com HIV. Uma delas, é o ja
mencionado, aumento do acesso a terapia antirretroviral. Dados demonstram
que, em 2019, mais de 25 milhdes de individuos vivendo com HIV, 67% do total
de infectados, tiveram acesso a terapia. No Brasil, esta atende gratuitamente
mais de 550 mil pessoas (UNAIDS, 2019).

Apesar do conhecimento sobre a necessidade de investir em acdes
relacionadas a AIDS, em 2019, o orcamento destinado ao manejo da mesma foi
de 18,6 bilhGes de ddélares para paises de baixa e média renda, cerca de 1,3
bilhdes a menos que o0 ano de 2017. A UNAIDS estima que para 2020, seria
necessario um investimento em torno de 26,2 bilhées para promocao de acdes
em resposta a AIDS (RESOURCE TRACKING FOR HIV PREVENTION R&D

WORKING GROUP, 2016; UNAIDS, 2020).

2.3 VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA TIPO 1 (HIV-1)
2.3.1 Origem do HIV

Apbs a descoberta do HIV-1 como agente etiolégico da AIDS, muitos
estudos foram realizados com o objetivo de definir qual a origem desse virus. No
New England Regional Primate Research Center (NERPRC), foi isolado, pela
primeira vez, de um macaco rhesus (Macaca mulata) com sintomas clinicos
semelhantes a AIDS, o SIVmac. Conclui-se entdo que o HIV surgiu a partir da
transmissdo zoondtica, envolvendo um lentivirus responsavel por infectar
primatas africanos, o virus da imunodeficiéncia simia (SIV). Mais de quarenta
espécies de primatas abrigam, naturalmente, diferentes formas do SIV

(HEMELAAR, 2012).



31

No ano de 1986 foi descoberto em pacientes da Africa Ocidental um virus
morfologicamente similar ao identificado como causador da AIDS, porém com
caracteristicas antigénicas distintas do HIV-1, mas que também levava ao
desenvolvimento das mesmas caracteristicas clinicas, no entanto, de forma mais
lenta, sendo este nomeado como HIV-2. Apesar de ambos infectarem humanos,
os virus HIV-1 e HIV-2 sao originados de espécies diferentes. Enquanto o HIV-1
esta intimamente ligado ao virus encontrado em chimpanzés (Pan troglodytes),
o SlIVcpz, o HIV-2 se relaciona com o subtipo encontrado nos macacos
mangabeys, o SIVsm (VAN HEUVERSWYN et al., 2006).

Acredita-se que a transmissado para humanos ocorreu a partir da caca e
ingestdo de carne contaminada desses animais, bem como na utilizacdo dos

mesmos no convivio doméstico (HEMELAAR, 2012).

2.3.2 Caracteristicas gerais

O HIV é um virus pertencente a familia Retroviridae e género Lentivirus,
cuja principal caracteristica € ocasionar uma infeccdo crénica que suprime o
sistema imunolégico do hospedeiro. O virus maduro possui morfologia circular e
cerca de 100 nm de didametro (Figura 6). Seu nucleocapsideo possui forma de
cone truncado e abriga duas cOpias de RNA idénticas de aproximadamente 9,2
kb e as enzimas virais integrase, transcriptase reversa e protease. Todas essas
estruturas estdo envoltas, externamente, por um envelope lipoproteico originado
da propria membrana celular do hospedeiro, no qual se inserem as
glicoproteinas transmembranares gp120 e gp41, importantes no ciclo replicativo

do virus (BRIGGS et al., 2003; SIERRA; KUPFER; KAISER, 2005).
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Figura 6 — Representacao esquematica do virus HIV-1. Na imagem é possivel observar as
principais estruturas virais, como sua bicamada lipidica, onde estdo inseridas as glicoproteinas
de membrana e seu nucleocapsideo, onde se encontram o material genético e as enzimas
participantes do ciclo viral.

Bicamada
lipidica
Integrase
Protease

RNA

Transcriptase
reversa

Fonte: Adaptado de Avert, 2015.

Acredita-se que eventos independentes de transmissao de primatas néo
humanos para humanos foram responsaveis por gerar dois tipos de HIV, o HIV-
1, responséavel pelo maior numero de infec¢cdes no mundo, e o HIV-2. De acordo
com as sequéncias de nucleotideos nos genes ou de aminoéacidos nas proteinas
das regifes env e gag, o HIV-1 pode ser classificado em quatro grupos distintos:
0 grupo M (Major), grupo O (Qutlier), grupo N (non-M, non-0) e o grupo P. Cada
grupo ocasiona epidemias de dimensdes variaveis. JA o HIV-2 é divido em

subgrupos de A a H (Figura 7) (HEMELAAR, 2012; TAYLOR et al., 2008).

Figura 7 — Representacdo esquematica do HIV quanto a sua classificacdo filogenética.
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Fonte: Ministério da Saude, 2014.
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O grupo M, seus subgrupos (A, B, C, D, F, G, H, J e K) e suas formas
recombinantes circulantes (CRFsS) sd0 0s responsaveis por ocasionar a
pandemia global. A distribuicdo destes subgrupos €é variavel em todo o mundo.
O subgrupo B, por exemplo, € o mais encontrado na Europa e nas Américas. No
Brasil, este também € o subgrupo predominante, seguido dos subgrupos A, C,
D, e E. Ja4 0 grupo O é responsavel pela epidemia presente na Africa Central e
Ocidental. Os grupos N e P tém sido identificados na Republica de Camardes
(SHARP; HAHN, 2010).

Andlises realizadas a partir do sequenciamento completo do genoma
mostraram que a recombinacdo entre cepas € um evento comum, podendo
ocorrer entre cepas de um mesmo grupo ou entre cepas de grupos distintos.
Estudos demonstraram que ha uma alta taxa de recombinacdo dentro do
subgrupo C do grupo M, ndo havendo conhecimento dessa informacéo para os
outros subgrupos (NDJOYI-MBIGUINO et al., 2020; RAMIREZ et al., 2008).

As CRFs (do inglés, Circulating Recombinant Forms) s&o assim
chamadas se encontradas em trés ou mais individuos epidemiologicamente
desvinculados. Caso nao atendam esse critério e sejam encontradas apenas em
um Unico individuo, sdo denominadas URFs (do inglés, Unique Recombinant
Forms). Ainda no grupo de formas circulantes, existem também as SGRs (do
inglés, Second Generation Recombinants). Todas estas sdo responsaveis por
aumentar a variabilidade genética do virus. Até o ano de 2018 haviam sido
descritos 96 CRFs para o HIV-1. No Brasil, foram encontradas formas
recombinantes entre os subgrupos B e F (ALMEIDA et al., 2009; JAFFAR et al.,

2004; LEITNER et al., 2005; PINTO; STRUCHINER, 2006).
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2.3.3 Genética do HIV

Todos os retrovirus, assim como o HIV, possuem em seu genoma trés
genes responsaveis por codificar proteinas estruturais e enzimas do ciclo viral,
sao eles gag, pol e env. Como particularidade, o HIV possui ainda seis genes
envolvidos nos processos regulatérios (vif, vpr, tat, ver, vpu e nef). O total de 9
genes estdo flanqueados por duas LTRs (do inglés, Long Terminal Repeat)
idénticas (Figura 8), que sao utilizadas como sitio de ligacédo para fatores de
transcricdo, atuando como um importante componente desse processo (CHEN;

WANG,; LIU, 2011; HUTCHINSON, 2001a; SEITZ, 2016).

Figura 8 — Estrutura e organizacdo do genoma do HIV. Em marrom, amarelo e azul, sdo
demonstrados os quadros de leitura aberto (ORF) para os genes que codificam proteinas
estruturais. Retrovirus complexos, como o HIV-1, possuem, adicionalmente, genes que exercem
fungdes regulatdrias (representados em rosa). Além disso, s@o demonstrados também, as
repeticdes terminais longas (LTRs), encontradas nas regides 3’ e 5'.

I< tat > l
p22 p66 p32 vpr [« rev »
|
SLTR | p17 p24 p7 pé - vt v PLTR
gag
ap120 gp41 nef
env
L ] I I 1 I I I 1 I I
r T T T T T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000(bp)

Fonte: Adaptado de Xiao et al., 2019.

O gene gag codifica proteinas virais da matriz (p17), o capsideo (p24) e o
nucleocapsideo (p6, p7). O gene pol é responsavel por originar trés enzimas
envolvidas, diretamente, no processo de replicacao viral, sendo elas a protease
(P), integrase (I) e transcriptase reversa (TR). JA 0 gene env origina
glicoproteinas da membrana viral, gp120 e gp41, que sdo fundamentais no
processo de reconhecimento e fusdo do HIV a célula hospedeira (FERREIRA;
RIFFEL; SANT’ANA, 2010; HUTCHINSON, 2001a).

Em relacdo aos genes com funcéo regulatoria, tat € responsavel por

originar uma proteina reguladora que eleva a taxa de transcrigdo do provirus.
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Enquanto nef possui funcdo oposta, ao codificar uma proteina de 27 kDa, cuja
funcao é retardar a replicacdo do HIV. Acredita-se que isso ocorre por meio de
modificacdes nas proteinas que regulam o inicio da transcricdo. Ainda nesse
mesmo processo, 0 gene Vif origina uma proteina que tem por finalidade garantir
que a transcricdo reversa ocorra completamente. Rev altera o processamento
dos transcritos de RNA viral. O gene vpu esta envolvido nas etapas finais do
ciclo, ao auxiliar na montagem e brotamento de novas particulas virais. E vpr se
relaciona com o transporte do DNA viral do citoplasma para o nucleo
(DONNELLY; CIBOROWSKI, 2016; GOLDSTEIN, 2006; WATTS et al., 2009).

Dos genes estruturais, 0 env € 0 que possui maior variabilidade genética.
Importantes variagdes nas sequéncias do demais genes dessa classe, gag e pol,
podem levar a formacédo de um virus inviavel, enquanto mudancas na sequéncia
de env podem ser facilmente toleradas e ainda fornecer beneficios ao virus,
como por exemplo, auxiliar no escape do sistema imunoldgico do hospedeiro
(GO etal., 2017; GROTTO; PARDINI, 2006).

O HIV possui elevada taxa de mutacdo e alguns fatores tém sido
associados a esta caracteristica. Um deles é o fato da transcriptase reversa, uma
das principais enzimas atuantes no ciclo viral, ndo possuir a capacidade de
correcdo de erros durante esse processo, resultando numa taxa de erro de,
aproximadamente, 102 a 10 nucleotideos mal incorporados (HUTCHINSON,
2001a).

Um outro fator que também merece destaque é recombinacdo homologa
gue pode ocorrer entre as duas fitas de RNA que compdem o genoma viral. No
entanto, para que acontecimento contribua efetivamente no aumento da

diversidade genética, é preciso que as duas fitas que se recombinaram sejam
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distintas. Para isso, é necessario que uma unica célula hospedeira tenha sido
infectada, simultaneamente, por duas variantes do virus, gerando um genoma

heterozigoto (HUTCHINSON, 2001a; RAWSON et al., 2018).

2.3.4 Transmissé&o do HIV

Mais de 80% dos casos de infeccdo ocorrem através do contato virus-
mucosa, tendo como exemplo principal, a troca de fluidos oriunda de relacdes
sexuais. Os 20% restantes acontecem por meio de inoculacdo percutanea ou
intravenosa. Além disso, a transmissdo pode ocorrer, em gestantes, durante o
parto ou aleitamento, na chamada transmisséo vertical (DE COCK et al., 2000;
KALICHMAN et al., 2002).

Com relacdo a transmissdo por via sexual, alguns fatores como a
presenca de infeccbes sexualmente transmissiveis (ISTs) pré-existentes e,
principalmente, a carga viral plasmatica sdo de grande importancia. O risco
aumenta de 2 a 4 vezes a cada aumento de 1 logio de HIV no plasma. Dessa
forma, a fase aguda da infeccdo € um elemento relevante da epidemia do HIV,
uma vez gque, neste periodo, a viremia apresenta-se elevada (COHEN et al.,
2011; HUTCHINSON, 2001b; SHAW; HUNTER, 2012).

Outro fator que contribui para 0 aumento no risco a infec¢éo pelo HIV-1 é
a gravidez. Estudos mostraram que mulheres gravidas tém um risco
significativamente aumentado em relagcdo a mulheres nédo gestantes. Este fato
pode ser explicado pelas alteragbes hormonais que ocorrem nesse periodo e
que resultam na mudanga no trato genital e consequente aumento na
susceptibilidade ao HIV-1. Em mulheres, o risco de infecdo pode ainda ser

associado a composicdo da microbiota vaginal, uma vez que a existéncia de
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determinadas bactérias nessa regido, pode elevar em até 13 vezes o risco de
infeccdo pelo HIV (GRAY et al.,, 2005; HUTCHINSON, 2001b; KALICHMAN,
2000; KUMI SMITH et al., 2018).

Ainda no contexto das mudancas hormonais, 0 uso de contraceptivos
injetaveis também foi, mais recentemente, associado ao aumento no risco de
infeccdo ao HIV-1, uma vez que estes promovem afinamento do epitélio vaginal
e aumento no numero de células T ativadas naquela regido, elevando assim, o
namero de potenciais células alvo do virus. Além disso, sua utilizacdo esta
indiretamente relacionada com o uso reduzido de preservativos, que € o principal
fator de risco na infeccdo por via sexual (DEEKS et al.,, 2015; FOK;
BLUMENTHAL, 2017).

Em individuos do sexo masculino, a circunciséo foi associada a um menor
risco de aquisicdo do HIV. Alguns mecanismos foram propostos para explicar a
participacdo do prepucio no processo de infeccdo. Dentre eles, sua grande area
de superficie que é rica em alvos ativados para o virus. Além disso, a mudanca
na microbiota peniana ap6s a circuncisdo também foi considerada um

mecanismo de protecdo (PRODGER; KAUL, 2017; SHARMA et al., 2018).

2.3.5 Ciclo do HIV-1

A entrada no virus na célula hospedeira ocorre basicamente em trés
etapas: (1) Interacdo do virus com seus receptores CD4+; (2) Ligacdo ao
correceptor e (3) Fusdo da membrana viral com a membrana hospedeira (Figura
9) (DUMAS; PREIRA; SALOME, 2014; FERGUSON et al., 2002).

A ligacdo ao receptor CD4, presente na célula alvo, € mediada pela
glicoproteina 120 encontrada no envelope viral. Esta, sofre uma série de

mudancgas conformacionais, sendo a principal delas, a exposicdo da sua al¢a V3,
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gue se torna apta para a ligacdo com um correceptor, que pode ser o CCR5 ou
0 CXCRA4, a depender da origem da cepa viral, ou ainda ambos, nos casos de
cepas com duplo tropismo. A interacdo da gp120 com o correceptor, estimula a
atividade da gp41, responsavel por promover a fusdo entre as membranas
celular e viral (BLUMENTHAL; DURELL; VIARD, 2012; DUMAS; PREIRA;
SALOME, 2014; LINDEMANN; STEFFEN; POHLMANN, 2013).

Apoés a fusdo, ocorre o desnudamento com a seguinte liberacdo do
nucleocapsideo, contendo RNA e proteinas virais, no citoplasma. Uma vez
presente neste ambiente, o0 RNA viral, por acdo da transcriptase reversa, €
convertido em cDNA. ApGs sua sintese, o cDNA é transportado para o nucleo,
onde por atividade da integrase, € incorporado ao DNA hospedeiro, dando
origem ao DNA pré-viral. O provirus originado desse evento pode permanecer
latente no individuo por décadas (DUMAS; PREIRA; SALOME, 2014
HUTCHINSON, 2001b).

A transcricdo ocorre a partir da ativacdo da RNA polimerase Il através da
ligacdo de proteinas reguladoras, NF-k[3/Re, as LTRs encontradas em ambas
extremidades do provirus. Sdo formadas cépias de RNA mensageiro que se
diferenciam em tamanho e funcionalidade. S&o elas, o RNAmM de cadeia longa
gue compde o RNA genémico e o de cadeia média que, posteriormente, originara
diferentes proteinas do HIV (CARTER; EHRLICH, 2008; ENGELMAN;
CHEREPANOV, 2012; HASELTINE, 1991).

As proteinas recém-formadas se organizam para formar a nova particula
viral, sofrem clivagem, decorrente da acdo da protease, e maturagéo,
preparando-se para deixar a célula hospedeira a partir do processo de

brotamento. As glicoproteinas 120 e 41 migram e se fusionam a membrana
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plasmatica e la permanecem até que ocorra a liberacao da particula viral. Apés
a saida da célula hospedeira, o virus completa sua maturacdo e pode infectar
outras células do organismo (HUTCHINSON, 2001b; WILEN; TILTON; DOMS,

2012).

Figura 9 — Ciclo viral do HIV-1. Inicialmente ocorre o reconhecimento e ligacdo ao receptor de
membrana. Apés uma série de mudancas conformacionais, o material genético do virus é
liberado no citoplasma da célula hospedeira. Ocorre entdo a transcricdo reversa em DNA, que
sera posteriormente integrado ao genoma da célula. A expressdo dos genes contidos nessa
molécula de DNA é responsavel pela formacédo de novas proteinas virais. Estas, formam as
estruturas que compde o virus, ocorrendo, em seguida, liberacdo da nova particula viral que esta
pronta para infectar outras células.
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2.3.6 Patogénese do HIV-1

Existem diversos fatores correspondentes ao virus e ao hospedeiro que
podem influenciar a patogénese do HIV, bem como a taxa de progresséo para a
AIDS, sendo possivel destacar o tropismo celular. As cepas do HIV-1 podem ser
classificadas em trés tipos de acordo com o seu tropismo. Tipo M, responsavel
por infectar macrofagos e monacitos atraves da ligacao ao correceptor CCR5 e
associado a néo inducéo de sincicio (NSI) e tipo T, capaz de infectar linfocitos e

induzir a formacao de sincicio (Sl) através do reconhecimento do correceptor
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CXCRA4. Existe ainda as cepas que apresentam duplo tropismo, que infectam
macrofagos, mondcitos e células T, levando ou ndo, a inducdo de sincicio
(FAUCI, 1996; GROSSMAN et al., 2006; NAIF, 2013).

O virus, que normalmente, penetra no organismo através da mucosa
vaginal ou anal, em cerca de 10 a 12 dias ap0s o evento de infec¢do, migra para
0sS noédulos linfaticos, onde estdo localizados os linfocitos T CD4+ ativados,
células preferenciais do virus devido a maior permissibilidade em comparacao
com linfécitos em repouso. Em seguida, ocorre a replicacao viral e disseminacéo
para outros tecidos linfaticos. O inicio da viremia é um ponto importante na
histéria da infeccdo pelo HIV, uma vez que indica que o individuo pode ser
diagnosticado através de uma amostra sanguinea, bem como adquiriu a
capacidade de transmissdao (EMANUELE FANALES-BELASIO, MARIANGELA
RAIMONDO, 2011; FRASER et al., 2014).

A infeccdo aguda é definida como o periodo desde o inicio da infeccao
até o aparecimento das primeiras respostas imunes. Essa fase inicial € marcada
por uma elevada replicacdo viral (Figura 10), associada ou ndo, a sintomas
inespecificos semelhantes a gripe, como febre, erup¢des cutaneas, dores
musculares e declinio da contagem de linfocitos T CD4+. Cerca de 6 a 18
semanas apos a infeccdo inicial, ja é possivel a detec¢cao de anticorpos anti-HIV.
O aparecimento de anticorpos unido ao aumento de linfécitos T CD8+ circulantes
constituem a primeira resposta imune especifica contra o HIV que marca o fim
da fase aguda (COHEN et al.,, 2011; LEVER; SHEER, 2010; SIMON; HO;
KARIM, 2006).

Em seguida, ocorre um periodo de laténcia clinica, onde o virus apresenta

uma replicacdo basal nas células T CD4+ de memoéria, em consequéncia do
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desenvolvimento da resposta imune. Essa fase € conhecida como assintomatica
ou crbnica e caracteriza-se também por uma viremia estavel e perda gradual de
células T CD4+, podendo persistir durante décadas. Outras células como
monaocitos e macrofagos também podem abrigar uma proliferacdo homeostatica
do virus. Estas, juntamente com os linfonodos, sdo conhecidas como
reservatorios virais, uma vez que, devido a baixa capacidade de penetracédo dos
farmacos antirretrovirais, sao as principais fontes de reincidéncia dos individuos
gue abandonam a terapia (MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014; MOIR; CHUN;
FAUCI, 2011; NAIF, 2013).

A fase mais avancada da infeccdo pelo HIV-1 ocorre a partir de um
aumento na replicacao viral e diminuicdo acentuada na contagem de linfécitos T
CD4+ que se torna inferior a 200 células/uL, caracterizando a AIDS. Nesta, 0
individuo encontra-se imunossuprimido e susceptivel ao aparecimento de
diversas infec¢Bes oportunistas e doencas neoplasicas (KINTER et al., 2000;

LEVY, 2009; NAIF, 2013).

Figura 10 — Representacéo da relagao entre cépias de HIV e contagens de linfécitos T CD4+
no curso médio de uma infeccdo néo tratada. Durante a fase aguda (infecg&o priméria) ocorre
uma perda acentuada de linfécitos T CD4+, que é parcialmente recuperada em seguida, e uma
elevada viremia. No periodo de laténcia clinica, ha uma nova queda na contagem de linfécitos T
CD4+, dessa vez, de forma lenta e gradativa. Nessa fase, devido ao estabelecimento da resposta
imune contra o HIV-1, o nimero de cépias virais circulantes diminui. Com o passar da infec¢éo,
e a destruicdo progressiva de linfécitos T CD4+, o HIV-1 se replica descontroladamente,
ocasionando a imunodeficiéncia e estabelecimento da AIDS.
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2.3.7 Terapia antirretroviral

A terapia antirretroviral tem como objetivo principal alcancar e manter a
carga viral plasmatica em niveis indetectaveis (<40 cépias/mL) nos individuos
que vivem com HIV-1. Esse fato reduz, significativamente, o aparecimento de
doencas neoplasicas e infec¢des oportunistas decorrentes da imunodeficiéncia
causada pelo virus. Tais beneficios resultam em consequente diminuicdo das
mortes que tém como causa base a AIDS (MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014;
PAU; GEORGE, 2014).

Em 1987, surgiu a primeira droga antirretroviral, a zidovudina (AZT), um
Inibidor Nucleosideo da Transcriptase Reversa (INTR). Apesar de inicialmente
ter demonstrado resultados satisfatérios ao retardar a progressado clinica da
infeccdo, esse farmaco apresentava elevada toxicidade resultante da alta
dosagem administrada no tratamento e, em alguns casos, supressao virologica
incompleta. Esse regime monoterapico possibilitou o surgimento de formas virais
resistentes (FRATER, 2015; TSENG; SEET,; PHILLIPS, 2015; VELLA et al.,
2012).

A partir de 1990, foram introduzidas novas classes de farmacos ao
esquema terapéutico, modificando-o e elevando a eficiéncia do tratamento
contra a infec¢do. Atualmente, existem cerca de 29 farmacos distribuidos em 6
classes diferentes (Tabela 3), a depender do seu mecanismo de ac¢ao no ciclo
viral (Figura 11)(WOLFF et al., 2017). Séo eles:

e Inibidores de Entrada (IE): Ligam-se ao correceptor CCR5, localizado na
membrana celular, bloqueando a entrada das cepas R5 do HIV-1 em

linfécitos T CD4+ e macroéfagos.
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e |Inibidores de Fuséo (IF): Ligam-se a gp4l, impedindo que ocorra o
rearranjo necessario para a entrada do virus na célula, bloqueando o
processo de fusao.

e Inibidores Nucleosideos da Transcriptase Reversa (INTR): Sdo analogos
de nucleosideos que interrompem o ciclo viral ao atuarem na enzima
transcriptase reversa.

e Inibidores Ndo-Nucleosideos da Transcriptase Reversa (INNTR): Ligam-
se a sitios alostéricos da transcriptase reversa, impedindo sua atividade
e, consequentemente, a continuidade do ciclo viral.

e Inibidores da Integrase (INI): Inibem a replicagdo viral ao bloguear a
enzima integrase, que tem como funcao integrar o DNA viral ao DNA
hospedeiro.

e Inibidores de Protease (IP): Atuam na enzima protease, impedindo que

ocorra o processamento correto das proteinas virais.

Tabela 3 — Distribuicao, em classes, dos farmacos da terapia antirretroviral.

Classe Farmacos
Inibidores de Entrada (IE) maraviroc (MRV)
Inibidores de Fuséo (IF) enfuvirtida (T20)

abacavir (ABC), didanosina (ddl), lamivudina (3TC),

Inibidores Nucleosideos da tenofovir (TDF), zidovudina (AZT) e entricitabina

Transcriptase Reversa (INTR)

(FTC)
Inibidores Nao-Nucleosideos da efavirenz (EFZ), nevirapina (NVP) e etravirina
Transcriptase Reversa (INNTR) (ETR)
Inibidores da Integrase (INI) dolutegravir (DTG) e raltegravir (RAL)

atazanavir (ATV), darunavir (DRV), fosamprenavir
Inibidores de Protease (IP) (FPV), lopinavir (LVP), nelfinavir (NFV), ritonavir
(RTV), saquinavir (SQV) e tipranavir (TPV)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 11 — Mecanismos de ac¢éo das drogas utilizadas na terapia antirretroviral. Os farmacos
agem em diferentes etapas do ciclo viral afim de inibir esse processo, evitando a formacédo de
novas particulas virais e, consequentemente, a infec¢do de novas células.
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Fonte: Adaptado de Marteens el al., 2014.

Ainda na década de 90, o inicio do tratamento era recomendado para
pacientes com contagem de linfécitos T CD4+ menor que 500 células/mm?3. No
comeco dos anos 2000, esse limiar foi reduzido e passou-se a tratar pacientes
cujo a contagem dessas mesmas células era menor que 200 células/mm3. Entre
0s anos 2009 e 2013 houve uma nova mudanca, que trouxe de volta o inicio da
terapia para pacientes com <500 células/mm?3, de acordo com a Organizacdo
Mundial de Satude (GUNTHARD et al., 2014; SONG et al., 2018; YENI et al.,
2002).

Atualmente, € recomendado o inicio precoce da TARV, independente da
contagem de células T CD4+, devido aos seus beneficios relacionados a
reducdo da mortalidade de pacientes vivendo com HIV, a diminuicdo da

transmissao da infeccdo e menor acometimento por doencas oportunistas e
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infecciosas, como por exemplo, a tuberculose, que se apresenta como a maior
causa de Obitos de PVHIV no Brasil e no mundo (CHERET et al., 2015;
GUNTHARD et al., 2016; NSANZIMANA et al., 2015; VAN GELDER et al., 2009).

A terapia inicial deve ser feita a partir da combinacéo de trés farmacos,
sendo dois INTR associados a alguma outra classe de antirretroviral, que podem
ser INNTR, IP/r ou INI. No Brasil, esse esquema é formado, preferencialmente,
por lamivudina (3TC) e tenofovir (TDF) — que sédo INTR — associados ao
dolutegravir (DTG), que é um INI. Outros esquemas podem ser adotados em
situacdes especiais (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2019).

No contexto preventivo, surgiu a Profilaxia Pré-Exposicdo (PrEP), que
consiste na administracdo diaria de uma combinacao de antirretrovirais (tenofovir
e entricitabina), cujo objetivo é impedir a entrada do virus na célula diante de
uma situacdo de exposicao. Atualmente, é ofertada pelo sistema publico de
saude, principalmente para populacdes-chave, mediante indicacdo médica.
Além disso, existe também a Profilaxia P6s-Exposicédo (PEP), qgue é uma medida
de prevencédo de urgéncia contra o HIV e outras ISTs. Consiste no uso, por 28
dias, de uma combinacado de farmacos antirretrovirais que visam reduzir o risco
de infeccdo mediante exposicao ao virus (ELLIOTT et al., 2019; SPINNER et al.,
2016; YOULE; WAINBERG, 2003).

O advento da TARV fez com que a infeccdo pelo HIV, anteriormente
progressiva e fatal, se tornasse crénica e administravel. Devido a sua elevada
eficiéncia, o sucesso do tratamento é dependente, principalmente, da adeséo do
paciente. Nesse contexto, alguns fatores como estigmatizagcdo social, baixa
alfabetizacdo em saude e problemas psicolégicos, ja foram relatados como

barreiras no processo de adesdo, uma vez que sao consideradas como possiveis
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causas de abandono do tratamento (GIR; VAICHULONIS; DE OLIVEIRA, 2005;
SAYLES et al., 2009)

A adesdao ao tratamento consiste numa importante ferramenta no combate
a mortes relacionadas a AIDS. Dados da UNAIDS demonstram que, no periodo
em que a TARV nao era tao difundida, o individuo infectado com HIV tinha uma
sobrevida de apenas 12,5 anos. Com o passar dos anos e avango nos protocolos
de tratamento, essa faixa seguiu aumentando. Atualmente, a expectativa de vida
dessas pessoas pode superar a de individuos nao infectados, demonstrando a
importancia da boa adeséo a terapia (COLLAZO, 2014; LEWDEN et al., 2012;
NSANZIMANA et al., 2015; UNAIDS, 2015).

Além dos beneficios ja citados, a ampliacdo da TARYV reflete também no
cenario econbmico, uma vez que, estudos anteriores demonstraram que 0
investimento na expansao do tratamento contra o HIV gera retorno duas vezes
maiores que os custos produzidos pela atencdo médica e assisténcia a Obitos.
Sendo esse, um lucro que, em alguns paises, poderia ser observado a curto
prazo (UNAIDS, 2015).

Baseado na importancia do diagndéstico precoce, bem como no acesso
universal e boa aderéncia a terapia, na Ultima década, surgiu uma nova
perspectiva quanto ao rumo da AIDS para os anos seguintes, a meta 90-90-90

(UNAIDS, 2015).

2.3.8 Meta 90-90-90

Em outubro de 2014, a UNAIDS e a Organizacdo Mundial de Saude,
convocaram diversos paises, a fim de que fosse adotada uma iniciativa cujo
objetivo principal era erradicar a epidemia da AIDS até 2030. Assim, surgiu a

meta 90-90-90 (Figura 12). A triplice consiste em fazer com que até o ano de
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2020, 90% de todas as pessoas que vivem com o HIV conhecam seu estado
sorologico, destas, 90% tenham acesso ininterrupto a terapia antirretroviral, e
gue neste grupo, 90% das pessoas atinjam a supressao viral. Estima-se que 0
alcance dessa meta, fard com que 73% de todas as pessoas infectadas no
mundo, tenham carga viral indetectavel e se enquadrem no grupo de
intransmissiveis (CORLESS et al.,, 2017; JAMIESON; KELLERMAN, 2016;

PETER et al., 2017; UNAIDS, 2015).

Figura 12 — Meta 90-90-90 da UNAIDS para controle da epidemia de HIV-1.
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Fonte: Adaptado de UNAIDS, 2016.

Uma das principais questbes a serem resolvidas para que haja a
progressdo da meta, é garantir a toda populacdo, o diagndstico precoce e a
continuidade do tratamento. Além disso, o controle de novas infeccdes €
essencial para a erradicacdo da AIDS. O relatério mais recente da UNAIDS
mostra que menos de 50% das populacbes-chave — usuarios de drogas
injetaveis, homens gays, homens que fazem sexo com homens, transexuais,
profissionais do sexo e pessoas privadas de liberdade — foram alcancadas por
servicos de prevencgdo ao HIV em mais da metade dos paises que forneceram
seus dados estatisticos. Demonstrando que ainda persiste a marginalizacédo
desse grupo na resposta ao HIV (BAGGALEY et al., 2016; LEVI et al., 2016;

MONTEIRO et al., 2019).
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Atualmente, dados exibidos por essa mesma instituicdo mostram que, em
2019, 81% das pessoas infectadas pelo HIV, no mundo, tinham conhecimento
acerca do seu diagnostico. Destas, 67% dispunham de acesso a terapia
antirretroviral e 59% possuiam carga viral indetectavel (Figura 13). No Brasil,
esses numeros chegam a 84% de pessoas diagnosticadas, onde 64% recebem
tratamento e 59% apresentam carga viral suprimida (BENZAKEN et al., 2019;

NORTH, 2017; UNAIDS, 2019).

Figura 13 — Grafico da cascata representando o status atual de testagem e tratamento do HIV
no mundo.
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Fonte: Adaptado de UNAIDS, 2020.

No final de 2019, foi demonstrado que cerca de 14 paises - Australia,
Botswana, Camboja, Eswatini, Irlanda, Namibia, Holanda, Ruanda, Espanha,
Suica, Tailandia, Uganda, Zadmbia e Zimbabue — atingiram a marca de 73% de
individuos com carga viral indetectavel. Outros dois paises se destacaram ao
superar a marca inicial da meta 90-90-90, e garantir que mais de 86% dos
individuos que vivem com HIV sejam indetectaveis, foram eles, a Suica e

Eswatini (UNAIDS, 2020).

2.4 FALHA E SUCESSO TERAPEUTICO
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A terapia antirretroviral tem por objetivo principal a diminuicdo da carga
viral plasmatica para niveis indetectaveis. Esse quadro vem sendo alcancado
por um maior niumero de pacientes devido, principalmente, ao uso combinado e
generalizado das potentes drogas que compdem a TARV. Estudos anteriores
demonstraram que cerca de 40 a 60% dos individuos atingiam a supressao viral
maxima apos um ano de tratamento. Atualmente, esse numero chega a cerca de
80% (ARTS; HAZUDA, 2012; MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014; PAU;
GEORGE, 2014).

Apesar dos avancos realizados pela terapia, alguns individuos
apresentam um quadro de resisténcia viral. Essa condicdo, pode ter como causa
base inumeros fatores, como por exemplo, intolerancia ou ma adesdo ao
tratamento, uso de esquemas inadequados e resisténcia primaria. Para esses
individuos sdo prescritos novos esquemas antirretrovirais, os chamados
“‘esquemas de resgate”. Estes sdo guiados através da genotipagem viral, a fim
de que sejam identificadas mutacdes de resisténcia pertencentes ao HIV-1
(JORAM et al., 2017; MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

Com o intuito de definir se ha sucesso ou falha terapéutica, alguns
aspectos, como a carga viral plasmatica, a contagem de linfécitos T CD4+ e a
presenca de sintomatologia clinica sdo analisados. Destes, a carga viral € a mais
pertinente, e a ndo obtencdo e manutencdo dos niveis indetectaveis, leva o
individuo a um quadro de falha virol6gica. Antagonico a este, existe o status de
sucesso viroldgico, onde a carga viral permanece indetectavel, e ao atingir essa
condicdo, o individuo passa a ndo mais transmitir a infeccédo (<40 copias/mL)

(LEDERGERBER et al., 2004; VALLABHANENI et al., 2013).
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Como segundo ponto a ser analisado, estd a contagem de linfocitos T
CD4+. Ainda hoje, existe uma falta de consenso no que diz respeito a
classificacdo desses individuos com relacdo ao ganho de células T CD4+ ao
longo da TARV. No entanto, algumas classificacbes vém sendo consideradas,
como por exemplo, a do Ministério da Saude, onde sao enquadrados no grupo
de falha imunoldgica os pacientes que apds um ano de terapia, apresentam uma
reconstituicdo de linfécitos T CD4+ abaixo de 30% do valor inicial (MINISTERIO
DA SAUDE, 2014, 2016).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, sdo considerados
individuos em falha imunoldgica aqueles que apdés um ano de TARV, a contagem
de linfécitos T CD4+ retorna aos valores iguais ou abaixo da baseline, ou ainda,
aqueles cujo o nimero de células é inferior a 100 células/mm3. Alguns outros
estudos buscam formas alternativas de classificacdo, e outros valores ja foram
sugeridos para enquadrar o individuo no status de falha imunoldgica, como um
namero de linfécitos T CD4+ menor que 200 e 350 células/uL (CORBEAU;
REYNES, 2011a; GAARDBO et al., 2012a; WHO, 2015).

N&o menos importante, também é analisado a presenca ou auséncia de
sintomatologia associada a AIDS, como presenca de tumores e infeccdes
oportunistas, para classificar a falha clinica. Esta ocorre quando, apos seis
meses de administracdo continua da TARV, o avanco das manifestacfes
clinicas sugerem evolucdo e mau prognéstico da infeccdo (CORBEAU;

REYNES, 2011b; PRABHAKAR et al., 2011).

2.5 SUCESSO E FALHA IMUNOLOGICA
Embora ndo seja um objetivo direto da terapia antirretroviral, espera-se

que o individuo, ao atingir o sucesso viroldgico, seja também capaz de
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reconstituir-se imunologicamente. Essa recuperacéo é avaliada, principalmente,
através do ganho de linfécitos T CD4+ absolutos ao longo do tratamento. Apesar
da eficiéncia com que a TARV se desenvolveu ao longo dos anos, cerca de 15
a 30% dos pacientes que atingem o nivel indetectavel de carga viral, ndo
conseguem recuperar sua contagem de linfécitos T CD4+, e esses individuos
sdo enquadrados no grupo de nao respondedores imunologicos. Nesses casos,
a progressao clinica da infeccdo e os riscos de evoluir a 6bito sdo mais
acentuados (DARRAJ et al., 2018; GAARDBO et al., 2012b; PACHECO et al.,
2014; SERRANO-VILLAR et al., 2014).

Muitos fatores, tanto de origem viral, quanto do hospedeiro, vém sendo
estudados quanto a possivel influéncia na recuperagdo imunoldgica. Alguns
como idade avancada, a baixa contagem de células T CD4+ pré-tratamento,
presenca de coinfeccbes, ativacdo imunoldgica, uso de drogas injetaveis e
fatores genéticos ja foram bem associados quanto a participacdo nesse
processo. Atualmente, dois principais mecanismos sdo utilizados a fim de
explicar a recuperacdo sub-Gtima das referidas células, sendo eles a baixa
producao periférica de linfécitos T CD4+ ou reducdo na producéo timica dessas
células e o aumento na destruicdo das mesmas. O desbalanco em um destes
mecanismos, pode resultar em diminuicdo acentuada de linfécitos T CD4+
(GAARDBO et al., 2012b; OKOYE; PICKER, 2013; PACHECO et al., 2014).

Ao iniciar a administragdo da TARV, é esperado que haja um aumento
inicial na contagem dos linfécitos T CD4+, devido a dois eventos principais: a
reducd@o na apoptose dessas células e aumento nos processos de proliferacdo
periférica e producdo timica. Independente de qual regime terapéutico seja

utilizado, o ganho periférico de linfécitos T CD4+ ocorre em trés fases, com
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aumento diferencial em cada uma delas (Figura 14). Durante os primeiros seis
meses de terapia, ha um ganho mensal médio de 20 a 30 células/ pL. Postula-
se que essa recuperacao inicial seja resultado da redistribuicdo de células T
CD4+ dos tecidos linfoides para o sangue periférico (CORBEAU; REYNES,
2011b; GAARDBO et al., 2012b).

Na segunda fase, até o final do segundo ano de terapia, o0 aumento
mensal fica em torno de 5 a 10 células/ pL. Ja na terceira e ultima fase, ha ganho
de 2 a 5 células/ pL por més. Esta ultima, se estende por pelo menos sete anos
de terapia. Além dos dois processos ja citados, 0 aumento da meia vida dos
linfécitos T CD4+ também é responsavel por sustentar a contagem dessas
células, principalmente nos individuos de idade avancada, cujo a producao
timica € menos eficiente (BATTEGAY et al., 2006; CORBEAU; REYNES, 2011a;

KAUFMANN et al., 2005).

Figura 14 — Recuperagédo média de linfocitos T CD4+ em um individuo HIV-positivo durante a
administracdo da TARV. O processo ocorre em trés fases, onde em cada uma delas, ha um
ganho diferencial no nimero de células. Além disso, trés principais mecanismos ocorrem nesse
periodo: proliferacdo homeostatica, produgéo timica e aumento no tempo de meia vida dos
linfocitos T CD4+.

Tempo

1-6 meses 2 anos >4 anos

Fonte: Adaptado de Corbeau et al., 2011

Apesar de serem o0s trés principais mecanismos responsaveis pela
recuperagdo imunolégica, os processos citados ndo sado, qualitativamente,

equivalentes. A perda de células T CD4+ induzida pelo HIV, é responsavel pela
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diminuicdo no repertério de conhecimento de antigenos em um individuo
infectado. A producao de novo pode recuperar, parcialmente, essa capacidade
de reconhecimento, no entanto, a proliferacdo periférica e 0 aumento no tempo
de meia vida das células T CD4+, mantém o repertério limitado, mesmo que a
guantidade de linfocitos seja normalizada (CORBEAU; REYNES, 2011b).
Durante mais de 10 anos buscou-se um consenso sobre qual a melhor
forma de classificar os pacientes capazes de desenvolver a recuperacao das
células T CD4+, os respondedores imunolégicos (IR) e os que ndo possuem a
mesma eficiéncia nesse processo, 0s ndo respondedores imunolégicos (INR).
Cenderello et al. (2016) sugeriram uma classificacdo baseada numa contagem
de células TCD4+ pré-TARV e outra pés 18 meses, propondo ainda a existéncia

de um terceiro grupo, cujo a recuperacdo de linfécitos T CD4+ era parcial.

Tanto a producéo timica, quanto a proliferacdo periférica dos linfécitos T
CD4+ acontece por estimulo, dentre outros fatores, de interleucinas. A presenca
de polimorfismos ou algum outro componente genético que atue modificando a
producdo dessas moléculas, pode levar ao comprometimento de sua
funcionalidade, bem como afetar, indiretamente, a producao de células T CD4+,
sendo este um fator essencial para garantir a reconstituicdo imunoldgica nos
individuos que vivem com HIV (CORBEAU; REYNES, 2011b; HORTA et al.,

2013).

2.6 INTERLEUCINAS
Interleucinas (IL) sdo moléculas proteicas, glicosiladas ou ndo, que podem
atuar de forma autdcrina ou parécrina, participando de diversas interacfes no

organismo, a depender do estimulo que levou a sua producéo. Toda interleucina
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€ uma citocina e elas séo capazes de regular o desenvolvimento celular, reparo
tecidual, hematopoese, inflamacdo e respostas imunes ao se ligarem a seus
receptores especificos (Figura 15) (AKASE et al., 2017; BROUGHTON et al.,

2012; JIANG et al., 2017; MORAGA et al., 2015).

Figura 15 — Vias de sinalizacdo das interleucinas a partir da ligacdo com seu receptor
especifico.
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As primeiras interleucinas foram identificadas no ano de 1970.
Inicialmente, postulou-se que essas citocinas eram produzidas apenas por
leucdcitos e que atuavam, principalmente, em outros leucdcitos, por isso foi dado
o nome de interleucina (“entre leucdcitos”). Essas moléculas, por vezes também
nomeadas de linfocinas, sao capazes de modular o crescimento, diferenciacéo
e ativacdo de diversas células durante o desenvolvimento da resposta imune
(BROCKER et al., 2010; COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010; MIZEL, 1989).

Com o aumento dos estudos acerca destas moléculas, descobriu-se que,
além dos leucdcitos, uma vasta gama de outras células sao capazes de produzir

e secretar essas citocinas, fazendo com que elas participem de uma complexa
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rede de interacdes moleculares que desencadeiam respostas diferenciadas no
corpo (DINARELLO, 1986, 2007).

As interleucinas também sdo capazes de promover a proliferacéo,
maturacdo, migracdo e adesao de células imunes, bem como participar dos
processos de ativacao e inativacdo dessas mesmas células. Além disso, elas
também apresentam propriedades anti e pro-inflamatérias. A producdo de
interleucinas € um processo autolimitado, ocorrendo a partir de um RNA
mensageiro instavel que garante uma rapida producdo, seguido de uma
secrecdo igualmente rapida (SCHLUNS; LEFRANCOIS, 2003; SPANGLER et
al., 2015; STEINKE; BORISH, 2006).

Atualmente, existem mais de 45 tipos de interleucinas, uma vez que
algumas sdo compostas por mais de uma espécie molecular, a exemplo da IL-1,
que apresenta ainda dois subtipos IL-1a e IL-1B. Sua classificacdo em cada
familia é baseada na homologia da sequéncia, nas caracteristicas do seu
receptor e, ainda, nas propriedades funcionais das mesmas. Além disso, essas
moléculas exibem uma grande variedade na sua conformacédo, seja ela na
estrutura primaria, no tamanho e nas modificacées pds-traducionais (COMMINS;
BORISH; STEINKE, 2010; SPANGLER et al., 2015).

Nos ultimos anos, tém sido frequentes o numero de estudos com
interleucinas que buscam explicar sua participacdo em uma série de processos
patologicos, assim como também, sua possivel utilizagcdo como potencial agente
terapéutico frente a diversas infec¢des, como por exemplo, a causada pelo HIV-
1. Foi observado, por exemplo, que o curso da infecgéo pelo HIV, principalmente
a fase aguda, € acompanhado de uma série de modificacdes nos padrdes de

liberacdo dessas interleucinas (Figura 16) e isso é capaz de influenciar tanto a
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patogénese do virus, quanto as respostas imunoldgicas do hospedeiro (OSUJI

et al., 2018; STACEY et al., 2009).

Figura 16 — Mudanca no perfil de citocinas durante a fase aguda da infeccéo pelo HIV-1.
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Fonte: Adaptado de Stacey et al., 2009.

Além de ser um processo altamente regulado, a producdo dessas
moléculas pode ser influenciada por uma série de outros fatores, sejam eles
extrinsecos ou intrinsecos aos individuos, como por exemplo, os fatores
genéticos. Estes, por sua vez, podem provocar alteracdes tanto nos padrées de
expressdo do gene, quanto nos niveis plasmaticos da proteina. A mudanca no
perfil de liberacéo de interleucinas é capaz de moldar a resposta do organismo
frente a processos fisioldgicos e patolégicos (SARAIVA et al., 2020; TSIARA et
al., 2018).

Nesse contexto, dentre as moléculas mais estudadas, esta a interleucina
10, uma potente citocina anti-inflamatoria, cuja atividade mostrou capacidade de
influenciar e interagir com diferentes vias imunoldgicas. Além disso, sua
producdo mostrou-se ser passivel de sofrer regulacdo por fatores genéticos,

como 0s SNPs, tornando-a assim, um alvo importante no estudo da patogénese
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do HIV e da falha imunoldgica (JIN et al., 2020; SARAIVA et al., 2020; TSIARA

et al., 2018).

2.71L-10
2.7.1 Gene IL10

O gene IL10, localizado no cromossomo 1 (1g32.1) (Figura 17), possui
4.893 pares de base, 5 éxons e 4 introns (Figura 18), organizacgdo tipica de todas
as citocinas da familia IL-10, e € responséavel por codificar a interleucina 10. No
gene IL10 humano, a regido TATA box € encontrada entre sequéncias de 91 e
88 pares de base. O sitio inicial de transcri¢éo esté localizado a 57pb anteriores
ao primeiro ATG. Similarmente aos genes das demais citocinas, o IL10 tem como
intermediario, um RNA mensageiro que apresenta cerca de 2kb (www.

https://ghr.nlm.nih.gov/gene/IL10).

Figura 17 — Localizagéo citogenética do gene IL-10.
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Fonte: NCBI, 2020.

Figura 18 — Estrutura do gene IL-10 humano. Os éxons sdo representados na cor rosa,
enguanto os intros, em marrom. Flanqueando essas regifes estdo as extremidades 5UTR e
3'UTR, nas cores vermelha e azul, respectivamente.
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Fonte: Adaptado de Mishra, 2015.
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O promotor do gene IL10 é altamente polimorfico, apresentando dois
microssatélites a 1,2 kb e 4 kb a montante do sitio de inicio de transcricdo. Além
disso, essa regido apresenta cerca de dez polimorfismos ja relatados na
literatura, sendo os mais estudados o -1082 (A/G), -819 (C/T) e o 592 (C/A).
Devido a sua capacidade de receber a ligacdo de fatores de transcricao,
variacfes na regido promotora podem alterar ativacao e producao dessa citocina
(GRONDAHL-YLI-HANNUKSELA et al., 2016; RAZA; SHATA, 2013;
TRIFUNOVIC et al., 2015).

Alguns aspectos da regulacdo desse gene sao conservados em todas as
células que o codificam, enquanto outros, sdo célula-especificos. Em contraste
com a presenca de fatores de transcricdo conservados em todas as células que
produzem essa interleucina, as vias de sinalizacdo costumam diferir de acordo
com a natureza da célula. Um outro aspecto que pode divergir entre células sdo

as modificacBes que ocorrem na cromatina (SARAIVA; O'GARRA, 2010).

2.7.2 Regulacao da expresséao do gene IL10

Devido aos importantes efeitos imunomudoladores da IL-10, sua
expressdo deve ser rigorosamente controlada, sendo passivel de ocorrer em
diversas etapas, desde o nivel epigenético até o pds-transcricional (RAZA;
SHATA, 2013; RUTZ; OUYANG, 2016).

O controle da expressao do gene IL10 a nivel transcricional, em humanos,
se da, principalmente, a partir da ligacdo da ligacao de determinados fatores de
transcricio ao promotor. S&o eles, Spl e Sp3, STAT3, C/EBPD,
(CCATT/enhancer-binding protein B e 8), IRF-1 (IFN regulatory factor-1), c-Maf
(cmusculoaponeurotic fibrosarcoma), AP-1 (activator protein-1), CREB (CAMP

response element binding) e NF-kB (Figura 19). A presenca de alguns desses
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fatores é dependente do tipo da célula e qual estimulo a mesma esta recebendo

(Benkhart et al. 2000; Saraiva and O’Garra 2010; Raza and Shata 2013).

Figura 19 — Representacao da localizacdo dos elementos reguladores na regido promotora do
gene IL10 humano.
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Fonte: Adaptado de Mosser et al., 2008.

A presenca de alguns desses fatores de transcricdo é dependente do tipo
da célula e qual estimulo a mesma esta recebendo. Por exemplo, alguns estudos
mostraram que, em determinado tipo celular, o inicio da transcricdo depende da
ligacdo de Spl a um sitio especifico, localizado entre as posi¢cfes -636 e -631.
Enquanto em outro tipo, esse processo é dependente da atividade do motivo
C/EBP5 (RAZA; SHATA, 2013).

Alguns fatores podem ser responsaveis por iniciar a transcricdo em
algumas células e silencia-la em outras, como ocorre com o STAT1, que regula
negativamente a expressao de IL10 em mondcitos, enquanto em células T,
exerce o0 papel inverso ao induzir a transcricéo (KIMURA et al., 2009).

Outro meio do controle da expressao se da através de regulacdes pos-
transcricionais, sendo a modulacao da estabilidade do RNA mensageiro uma das
principais formas modifica-la. Um dos primeiros indicios desse tipo de regulacao
no gene IL-10 surgiu a partir de estudos da regido 3’UTR do RNAm, que mostrou
a existéncia de elementos ricos em UA, que seriam capazes de mediar a
degradacdo do mRNA em uma dada linhagem de linfocitos (BAKHEET, 2006;

BREWER et al., 2003; IVANOV; ANDERSON, 2013; RAZA; SHATA, 2013).
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Muitos fatores podem alterar a estabilidade desse intermediério, incluindo
a prépria IL-10, que desencadeia a degradacdo do RNAm. Ja a ativacdo do
receptor de adenosina atua aliviando o controle transcricional repressivo da
regidao 3'UTR, que contém multiplos alvos de desestabilizagdo, aumentando a
meia vida do RNAm e, consequentemente, levando ao aumento da producao de
IL-10 (RUTZ; OUYANG, 2016).

A regulacdo em nivel transcricional também pode ser modulada através
da inflamacéo. O Blimp-1 (B lymphocyte-induced maturation protein-1) tem sido
reconhecido como o principal estimulo para gerar a producéo de IL-10 em células
T efetoras e reguladoras que entram em status efetor apos serem estimuladas
com IL-2 e IL-4, principalmente. Blimp-1 se relaciona com outro fator de
transcricdo, o c-Maf, cuja expressado é estimulada por fatores pro-inflamatérios,
como a IL-27 e também por ligantes Notch, expressos pelas APCs em resposta
ao estimulo da ligacédo aos TLR. Dessa forma, c-MAF atua sinergicamente com
Blimp-1 para aumentar a expressdo de IL10 em condi¢des inflamatorias
(APETOH et al., 2010; CRETNEY et al., 2011; IWASAKI et al., 2013; OUYANG
et al., 2011).

Esse meio de regulacéo € essencial para garantir que a rapida transcri¢ao
do gene em resposta a um estimulo inicial, consiga ser desligada com a mesma
eficiéncia, evitando a exacerbacédo do processo inflamatorio, que poderia resultar
em uma infecgéo crénica (OUYANG et al., 2011; RUTZ; OUYANG, 2016).

Dentre as formas de regulacéo, pode-se destacar também, a epigenética.
Estudos recentes demonstraram a presenca de um microRNA que atua

regulando a transcricdo do gene IL10. A expressdo do gene IL10 pode ser
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regulada por varios microRNAs, dentre eles miR-106a, miR-4661, miR-98, miR-
27, let7, e miR-142-3p/5p (GABRYSOVA et al., 2014; IYER; CHENG, 2012).

O miR106a expresso em células de linhagem mieloide e linfoide, por
exemplo, tém a capacidade de se ligar a regido 3’UTR no RNAm de IL-10,
resultando em sua degradacdo. Essa forma de regulacéo explica o fato de que
células cujo a via de sinalizacdo da IL-10 é comum, secretam diferentes
quantidades dessa interleucina. Em contraste, o0 miR-4661 se liga a regido
3'UTR, resultando no aumento da meia vida do RNAm (RUTZ; OUYANG, 2016).
2.7.3 Interleucina 10 (IL-10)

A interleucina 10 (IL-10) foi descrita pela primeira vez em 1989, por
Mosmann e colaboradores, como sendo uma molécula originada de células de
perfil TH2, com capacidade de limitar a producdo de outras citocinas. Devido a
essa caracteristica, ficou conhecida como CSIF (do inglés,
Cytokine Synthetic Inhibitory Factor). E uma potente citocina anti-inflamatoria,
pertencente a chamada familia da IL-10, que reune outras citocinas, como a IL-
19, IL-20, IL-22, IL-24 e IL-26 (Tabela 4) (HAZLETT,; JIANG; MCCLELLAN,

2014; MOSMANN; MOORE, 1991; SABAT et al., 2010; YAO et al., 2013).

Tabela 4 — Interleucinas pertencentes a familia da IL-10 e suas principais fontes de producéo.

Interleucinas Principais células produtoras
Linfécitos T CD4+, CD8+ e B; Macroéfagos, células

IL-10 dendriticas e células NK
Subfamilia IL-20
Mondécitos, macrofagos, linfocitos B, células epiteliais e
IL-19 i
fibroblastos

IL-20 Mondcitos, macrofagos, _ne,ufcr()filos, fibroblastos e

queratinécitos
IL-22 _Linf_écito_s T CD4+, CD8f,

células linfoides inatas (ILCs) e fibroblastos

IL-24 Monécitos, macréfagos, !in]‘épitos T CD4+ (Th2)

e queratindcitos
IL-26 Linfocitos T, células NK, macréfagos e fibroblastos

IL-28A/B Leucdcitos e células epiteliais

IL-29 Leucécitos e células epiteliais

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Essa interleucina é produzida por uma série de células adaptativas do
sistema imune, incluindo THl, Tu2, Tul7, Trec, T CD8+ e células B. Além disso,
também é expressa por elementos do sistema imune inato, como macrofagos,
células dendriticas, células natural killers, neutrofilos, eosindfilos e as mais
recentemente estudadas, células linfoides inatas (BEDKE et al., 2019;
BOONPIYATHAD et al, 2019; COUPER; BLOUNT; RILEY, 2008;
MOLLAZADEH et al., 2019).

A IL-10 é uma proteina composta por 178 aminoacidos, sendo 160 aa
responsaveis pela formacdo de um segmento maduro e 18 aa geradores de uma
sequéncia de sinal. E um homodimero, com peso molecular de 37 kDa, em forma
de V (Figura 20). As formas humanas e murinas apresentam 80% de homologia
entre si. Além disso, existem diversos homologos virais dessa proteina,
produzidos por virus como o Epstein-Barr, Herpes tipo 2 e Citomegalovirus.
Desses, o0 homdlogo do virus Epstein-Barr € o mais estudado (ASADULLAH,;

STERRY; VOLK, 2003; MANNINO et al., 2015).

Figura 20 — Estrutura tridimensional da IL-10 humana. Os dois polipeptideos de
entrelagamento, contendo 160 aminoacidos, séo girados 180° entre si, formando dois dominios
orientados em forma de V.

Fonte: Asadullah et al., 2003.

A IL-10 exerce suas funcdes a partir da ligacdo com seu receptor de

superficie, o IL-10R, composto por duas cadeias IL-10R1 e IL-10R2 (Figura 21).



63

Ambas séo glicoproteinas transmembranas que se diferem no tamanho e na
sequéncia de aminoacidos dos componentes intracelulares. Além disso, a
localizacdo cromossémica das cadeias € distinta, enquanto a subunidade R1 &
encontrada no cromossomo 11, a subunidade R2 se localiza no cromossomo 21
(GLOCKER et al., 2011; MOORE et al., 2001).

A subunidade R1 € uma proteina de peso molecular de,
aproximadamente, 80.000 kDa, que possui um dominio de ligacdo extracelular
composto por 227 residuos de aminoacidos, uma hélice transmembranar
formada por 21 aminoacidos e um dominio de ligacdo intracelular de 322
aminoéacidos. Na subunidade R2, o tamanho do dominio de ligacdo extracelular,
se assemelha ao da subunidade R1, contendo 201 residuos de aminoacidos. Ja
o dominio intracelular € menor, possuindo cerca de 83 aminoacidos

(GABRYSOVA et al., 2014; OUYANG et al., 2011; ZDANOV, 2010).

Figura 21 — Estrutura cristalogréafica complexa da ligacéo entre a IL-10 e o receptor IL-10R.

Fonte: Adaptado de Acuner-Ozbabacan et al., 2016.
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Uma de suas principais funcdes da IL-10 € promover a inibicdo de
citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, atuando
principalmente na manutencdo da homeostase das respostas imunologicas. Um
bloqueio na via da IL-10 pode resultar em respostas imunes prolongadas,
desencadeamento de imunopatologias e destruicdo tecidual (COMMINS;
STEINKE; BORISH, 2008; PENALOZA et al., 2016; SAXENA et al., 2015).

Além disso, a IL-10 exerce outras atividades, como por exemplo, limitar a
apresentacao de antigenos através da reducdo da expressao de moléculas do
Complexo de Histocompatibilidade Principal de classe Il (MHC II) e a producéo
de moléculas de adesao e coestimulatérias, como CD54 (ICAM-1), CD80 (B7) e
CD86 (B7.2) em mondcitos mesmo apos a inducédo das mesmas por IL-4 e IFN-
vy (BEDKE et al., 2019; GRU, 2005).

O reconhecimento de moléculas associadas a patdégenos (PAMPS) por
TRLs na superficie das APCs (do inglés, Antigen Presenting Cells) estimula a
producdo de IL-10 por macrofagos e células dendriticas, principalmente. A
ligacdo da IL-10, que atua através de um ciclo autocrino de feedback, ao seu
receptor ativa o sinal imunossupressor sob as APCs. A limitacdo da
apresentacao de antigenos pode ocorrer entdo de forma indireta, através da
producdo de moléculas que suprimem a atividade de células T ou diretamente
por meio da producdo de sinais inibitérios pela prépria IL-10. A auséncia dessa
sinalizacao negativa pode resultar em reacdes de hipersensibilidade (MA et al.,
2015; MOORE et al., 2001; ZINDEL; KUBES, 2020).

Dentro desse contexto de regulacdo imunoldgica, se insere um papel
crucial da IL-10, a manutencdo do equilibrio intestinal. O trato gastrointestinal

representa a maior interface entre o sistema imunoldgico e 0 meio ambiente e a
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frequente exposicdo a micro-organismos externos faz com que esse tecido
precise ser altamente regulado. A IL-10 atua, principalmente, promovendo a
tolerancia de componentes da microbiota intestinal. Estudos in vitro e in vivo
demonstraram que a perda da atividade da IL-10 ou de seu receptor, podem
promover o desenvolvimento de doencas inflamatérias intestinais, como Doenca
de Crohn, colite ulcerativa, dentre outras (GABRYSOVA et al., 2014; MORAN et
al., 2013; NEUMANN; SCHEFFOLD; RUTZ, 2019).

Com relacédo ao processo infeccioso, as atividades induzidas pela IL-10
podem levar a uma reposta mais efetiva contra o patégeno e,
consequentemente, eliminacdo mais rapida do mesmo, ou, pode originar
também uma resposta imune exacerbada, resultando em dano tecidual. Por
exemplo, a IL-10 produzida a partir de macrofagos, € essencial no controle das
respostas imunes inatas a estimulos microbianos, como o lipopolissacarideo
(LPS). Estudos demonstraram que camundongos deficientes de IL-10, apds a
administracdo de baixas doses de LPS, sdo capazes de desenvolver choque
séptico (BROOKS et al., 2010).

Em contraste, alguns patégenos, evoluiram ao ponto de usar as
caracteristicas funcionais da IL-10 como forma de se evadir do sistema
imunolégico do hospedeiro. O feedback negativo gerado pela IL-10 pode reprimir
uma resposta inflamatéria eficiente, promovendo a transicdo de uma infeccao
aguda para um processo infeccioso cronico, impedindo a morte e eliminacdo do
patégeno. Essa atividade ocorre a partir da liberagéo da IL-10 por macrofagos e
células dendriticas, principalmente, ao serem estimulados agente infeccioso

(IYER; CHENG, 2012).
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Ainda sobre o desenvolvimento da infeccdo e estabelecimento da fase
cronica, foi observado que os sinais inibitorios transmitidos pela IL-10 podem
contribuir para a exaustao das células T durante o processo infeccioso viral, e a
perda dessa sinalizacéo resulta em restauracao da atividade dessas células e
depuracéo do virus (RICHTER; PERRIARD; OXENIUS, 2013; TIAN et al., 2016).

A IL-10 também atua na resposta imune humoral, dessa vez, sendo
considerada um fator de estimulo para a mesma. Isso é fortemente demonstrado
na habilidade dessa interleucina promover a diferenciacdo de células B, bem
como a proliferacdo e sobrevivéncia de anticorpos, via inducdo de Bcl-2

(FICKENSCHER et al., 2002; LEVY; BROUET, 1994; QIU et al., 2017).

2.7.4 1L-10 na infecgéo pelo HIV-1

O papel da IL-10 na infeccéo pelo HIV é considerado bastante complexo,
sendo ainda muito discutido, devido as diversas interagdes realizadas por esta
citocina, tanto com o virus, quanto com os elementos do sistema imunolégico.
Apesar disso, algumas relacdes de como a IL-10 se comporta frente a esta
infeccdo ja foram descritas, como por exemplo, o fato dela estar aumentada em
individuos com o quadro clinico mais grave e perfil imunolégico mais debilitado
(NI et al., 2015; STYLIANOU et al., 1999).

Além disso, estudos demonstraram que 0 aumento na expressao da IL-
10 se correlaciona com individuos HIV positivos que apresentam maior viremia,
e que o bloqueio in vivo na sinalizacdo dessa citocina, resulta em aumento da
atividade de linfécitos T CD4+ e T CD8+, mediados pelo aumento na liberagéo
de INF-y, TNF-a e IL-2, esta ultima, importante no processo de proliferacédo e

ativacao de linfocitos. A capacidade de afetar a carga viral plasmatica, faz com
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gue os niveis de IL-10 interfiram, diretamente, no sucesso da TARV (BROOKS
et al., 2010; ORSILLES et al., 2006; WHITMIRE et al., 2007).

Comprovando o papel controverso da IL-10 na infeccdo pelo HIV,
mostrou-se que ela pode bloquear ou induzir a replicacéo viral, a depender do
tipo de célula analisada. Ao examinar a linhagem de macréfagos e mondcitos,
verifica-se que a exposicao a IL-10 na presenca de TNF-a induz a replicagao
viral. Em contraste, a mesma citocina mostrou influenciar negativamente a
replicacdo nas células T CD4+. Um dos motivos que podem levar a essas
diferentes funcdes, € a presenca de diferentes correceptores, como o0 CCR5 e o
CXCR4, cuja sinalizacao é afetada pela IL-10 (SHRESTHA et al., 2010).

Nesse contexto, foi demonstrado que a presenca da IL-10 pode regular
positivamente receptores de quimiocinas do tipo CC, como no caso do CCR5,
em fagocitos mononucleares. Essa atividade ocorre por meio de uma rapida
inducdo na transcricdo do mRNA do CCR5, que consequentemente, leva ao
aumento desse receptor na superficie celular e pode influenciar na
susceptibilidade a infeccdo por cepas R5 do HIV-1. Além do CCR5, outros
receptores como o0 CCR2 e o CCR1 também demonstraram regulacéo positiva
ao serem estimulados com a IL-10. Em contraste, verificou-se que para o
receptor CXCR4, o mesmo néo ocorre, sendo este inibido pela presenca da IL-
10 (FREEMAN et al., 2016).

Outras constatacdes de como o HIV se correlaciona com os niveis de IL-
10 também foram feitas. Por exemplo, foi demonstrado que algumas proteinas
do HIV, como Tat podem induzir a producéo de IL-10 em mondcitos. Além disso,
também foi observado que os niveis plasmaticos de gp120 eram proporcionais

ao volume sérico de IL-10, reforcando a correlagdo entre 0 aumento da
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interleucina e a elevada viremia (HOULE et al., 1999; PLANES et al., 2016, 2018;
SOZZANI et al., 1998; TASCA; CALVI; DO ROSARIO DE SOUZA, 2012;
TORRES et al., 2001).

Também foram encontradas correlacdes entre os niveis de IL-10 e o
desenvolvimento de comorbidades associadas ao HIV. Um estudo mostrou que
um baixo padrdo na liberacéo da IL-10, esta associado ao desenvolvimento de
diabetes em individuos que vivem com HIV-1 e estdo em terapia. Além da
diabetes, a lipodistrofia também é uma condicdo que pode ser desenvolvida em
individuos HIV positivos que estdo em TARV. Pesquisas anteriores também
relacionaram a diminui¢ao plasmatica de IL-10 com esse quadro. Nestes casos,
foi demonstrado que a terapia foi capaz de diminuir a producdo de IL-10 na
mucosa do colon (ALFANO et al., 2008; SEKHAR et al., 2004; TRABATTONI et
al., 2006).

Além das ja citadas relacdes, foi evidenciado também que a IL-10 esta
intimamente ligada ao desenvolvimento de Sarcoma de Kaposi (SK) em
individuos que vivem com HIV. O SK é um distlrbio angioproliferativo do
endotélio vascular e um dos tipos de cancer mais comuns em pessoas HIV-
positivas. Nesses individuos foram encontrados niveis mais elevados de IL-10.
Acredita-se que o desenvolvimento da doenca e sua forma mais agressiva se
correlaciona com o fato da IL-10 ser capaz de suprimir a producéo de citocinas
pelos linfécitos Tuwl e, consequentemente, a resposta imune celular
(BURDETTE; C, 2019; LOPES et al., 2019; MACHADO et al., 2014).

Em suma, durante a infeccéo pelo HIV-1, a IL-10 pode apresentar efeitos
benéficos e maléficos, a depender do momento em que esta desempenhando

sua funcéo e da fonte a qual esta sendo produzida. E necessario que haja um
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equilibrio para que ocorra uma bem-sucedida eliminacdo do patdogeno e um
eficaz desenvolvimento do processo de recuperacdo imunolégica (SINGH;

SHARMA; ARORA, 2016).

2.7.51L-10 na Falha Imunoldgica

Como mencionado anteriormente, o principal elemento que estabelece a
diferenca entre respondedores (IR) e ndo respondedores imunoldgicos (INR), é
o ganho de linfécitos T CD4+ apOs determinado periodo da terapia. Esse
processo de recuperacdo de células, é mediado, dentre outros fatores, pela
atividade de citocinas. Algumas citocinas, como a IL-2, ja foram bastante
descritas na participacdo desse processo. No entanto, para algumas outras,
como no caso da IL-10, muitos questionamentos ainda sdo realizados
(CORBEAU; REYNES, 2011a; GAARDBO et al., 2012a; XIA et al., 2018).

A IL-10 é uma citocina pleiotrépica que exerce um papel fundamental na
regulacdo do sistema imunoldgico. Essa sua atividade se da, principalmente,
através da limitacdo no desenvolvimento de outras citocinas, incluindo as
interleucinas necessarias para o desenvolvimento dos linfocitos T CD4+. Tal fato
€ capaz de influenciar diretamente no processo de recuperacao imunologica dos
individuos que vivem com HIV e estdo em TARV, afetando, consequentemente,
a qualidade de vida desses pacientes (CORBEAU; REYNES, 2011a; SARAIVA;
O'GARRA, 2010).

Atraveés, principalmente, da atuacdo em macrofagos e células dendriticas,
a IL-10 é responsavel por inibir o desenvolvimento de células T do tipo TH1. Isso
acontece em decorréncia da inibicdo do principal fator de diferenciacdo da

resposta Twl, a interleucina 12 e em menor grau, a interleucina 23. Dessa forma,
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a producao de uma das principais citocinas representantes das células de perfil
Tul, se torna prejudicada, a IL-2. Em raz&o disso, ocorre, consequentemente, a
diminuicdo da producao timica e proliferacdo periférica dos linfocitos T CD4+,
induzida, dentre outros fatores, por essa interleucina (Figura 22) (ORAL et al.,

2006; RAHIM et al., 2005; SABAT et al., 2010).

Figura 22 — Representacdo da atividade da IL-10 sob células dendriticas. A célula dendritica,
ao reconhecer o antigeno, é responsavel pela producao e liberacédo da IL-12, principal fator de
estimulo para diferenciacdo da resposta Tuwl em linfécitos. Como uma das principais
representantes desse tipo de resposta, a IL-2 é liberada e vai agir, dentre outras atividades,
promovendo a producdo timica e proliferacao periférica de linfocitos T CD4+, garantindo a
reconstituicdo imunoldgica dos individuos que vivem com HIV e estdo em terapia. A IL-10
produzida, normalmente, em maior quantidade pelos individuos HIV-positivos, ao ter seu nivel
plasmético aumentado, inibe o processo de liberacdo da IL-12 pelas células dendriticas e,
consequentemente, toda cascata subsequente, resultando em menor producédo de células T
CD4+ e menor eficiéncia na recuperacao imunolégica.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A IL-10 mostrou também apresentar efeito inibitdrio nas células T CD4+
ao bloquear a sinalizacdo via CD28, que € uma molécula co-estimulatoria
presente na superficie das células T, responsavel por garantir tanto a ativacao

guanto sobrevivéncia das mesmas. CD28 também funciona como receptor para

as moléculas CD80 (B7.1) e CD86 (B7.2), proteinas também inibidas pela IL-10,
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gue garantem a producéao da IL-2 ao participarem do processo de apresentacéo
de antigenos. Dessa forma, foi demonstrado que o mecanismo pelo qual a IL-10
induz imunossupressao €, principalmente, através da inibicdo de IL-12, IL-2, IFN-
y e CD28 (LANGFORD; ANANWORANICH; COOPER, 2007; ORAL et al., 2006;
SHRESTHA et al., 2010).

Estudos anteriores mostraram que a proliferacéao de linfécitos T CD4+ era
inversamente proporcional ao nivel plasmatico de IL-10 e que o processo de
multiplicacdo dessas células foi, parcialmente, restaurado apds a administracao
de anticorpos anti IL-10 (LANGFORD; ANANWORANICH; COOPER, 2007;
ORAL et al., 2006; SHRESTHA et al., 2010).

Outro grupo celular cuja relacdo ainda é mal descrita nos INR e que é um
dos principais produtores de IL-10, € o formado pelas células Trec. Essas células
possuem propriedades anti-inflamatérias e sdo responsaveis por regular,
negativamente, a ativacdo imunoldgica, um dos fatores jA descritos como
possivel causa da falha imunoldgica. No entanto, foi demonstrado que em
individuos INR, as células Trec Se apresentaram em niveis quase normais,
enquanto que nos individuos IR, suas proporcdes estavam diminuidas. Essa
ambiguidade é responsavel por gerar duvidas quanto ao papel das células Trec

frente a infeccao pelo HIV (GAARDBO et al., 2014; HORTA et al., 2013).

2.7.6 Polimorfismos no gene IL-10

A biossintese das citocinas € um processo altamente regulado no
organismo. No entanto, sua funcionalidade e concentracido podem ser alterados
de acordo com a presenca de alguns fatores. Dentre eles, esta a presenca de
SNPs, que podem provocar modificagcdes tanto na expressao do gene, quanto

na concentracdo plasmatica da proteina resultante deste. Nesse contexto,
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diversos estudos tém demonstrado que variacbes no perfil de citocinas,
decorrentes da presenca de SNPs, podem influenciar diversos aspectos de
diferentes infeccbes e doencas (SINGH, 2015; SINGH; SHARMA; ARORA,
2016).

Dentre as infeccBes as quais ja foram relatadas a associacdo de SNPs
em genes que codificam citocinas com o desenvolvimento da doenca, esta a
infeccdo causada pelo HIV-1. Diferentes estudos demonstraram que esse
componente genético pode influenciar desde a patogénese do virus até as
respostas imunes inatas e adaptativas desenvolvidas pelo hospedeiro no
decorrer da infeccdo. Neste contexto, muito se tém pesquisado sobre os
polimorfismos presentes no gene da IL-10, uma vez que foi relatado que 50-75%
da producao de IL-10 é controlada geneticamente, e que alguns deles ja foram
correlacionados com o processo de infeccéo e também recuperacao imunolégica
dos individuos que vivem com HIV-1 (MARSILI et al., 2012; SINGH; SHARMA;
ARORA, 2016; WESTENDORRP et al., 1997).

A regido promotora do gene IL10 é bastante polimérfica, apresentando
cerca de dez polimorfismos ja bem descritos como sendo capazes de exercer
influéncia em algum aspecto da infeccdo pelo HIV-1. Destes, podem-se destacar
3 polimorfismos bialélicos, -1082A/G, -819C/T e -592C/A (Figura 23), cuja
presenca da forma variante foi associada com aumento ou diminuicdo da
expressao e, consequentemente, concentracao plasmatica da IL-10. Além disso,
foram também relacionados com a perda de linfécitos T CD4+ e reposta mais
ampla de células T CD8+ contra os peptideos virais (Naicker et al. 2009; Shres

tha et al. 2010; Naicker et al. 2012).
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Figura 23 — Representagdo esquematica da localizagdo dos SNPs rs1800896, rs1800872 e
rs1800871 na regido promotora do gene IL-10.

Promotor
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Na posicao -1082, esta localizado o SNP rs1800896, o mais estudado
dentre os 3, constituido pela troca de uma adenina (A) por uma guanina (G). O
SNP ocorre dentro de um sitio de ligacdo para o fator de transcricdo ETS e,
portanto, pode influenciar o processo de ligacao entre esses dois componentes
e, consequentemente, alterar os niveis da interleucina. Foi demonstrado, em
alguns estudos, que a presenca do alelo variante G esta relacionado com maior
atividade transcricional e com consequente aumento na producdo da IL-10
(AREESHI et al., 2017; NAICKER et al., 2012; SCHAAF et al., 2003).

A presenca desse SNP também foi descrita em individuos com hepatite
B, uma das principais co-infec¢Bes associadas ao HIV-1, demonstrando também
que o aumento no nivel de IL-10 é responsavel por facilitar o desenvolvimento
de comorbidades associadas ao HIV-1. Além da hepatite, constatou-se que a
presenca desse SNP conferia maior susceptibilidade a outras doencas, como
psoriase, espondilite anquilosante, doenca da artéria coronaria, dentre outras (DI
BONA et al., 2012; MAURYA et al., 2018; MOUDI et al., 2016).

Com relacdo ao SNP localizado na posicao -819 (rs1800871), cuja

citosina (C) é trocada por uma timina (T), foi verificado que ele também pode
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afetar um ponto de ligacdo de fatores necessarios a transcricdo. Da mesma
forma, o polimorfismo -592 (rs1800872), no qual ocorre a troca de uma citosina
(C) por uma adenina (A), também esta localizado numa regido de regulacao
negativa e por isso, considerado importante no estudo de infec¢cdes e disturbios
que podem sofrer influéncia da concentracdo de citocinas (MARMOR et al.,
2006; TSIARA et al., 2018).

No SNP -592, a presenca do alelo A foi relacionado com uma menor
producao da IL-10. Além disso, a forma variante também mostrou uma tendéncia
para promover uma perda mais acentuada de linfécitos T CD4+ em individuos
HIV-positivos, sendo encontrado também nos chamados progressores rapidos.
Outra caracteristica desse SNP é estar associado a um maior numero de
peptideos do HIV-1 alvos das CTLs, corroborando com um estudo feito
anteriormente, onde foi comprovado que o blogueio na via da IL-10, é
responsavel por aumentar as repostas das células T (CHATTERJEE et al., 2009;
EJRNAES et al., 2006; NAICKER et al., 2009; SINGH; SHARMA; ARORA, 2016;
TSIARA et al., 2018).

Além de influenciar no curso da infeccdo, a presenca desses
polimorfismos também foi investigada com relacao a hepatotoxicidade causada
pela terapia antirretroviral, sendo esta ocasionada pela presenca de mediadores
toxicos e citocinas que podem promover tanto lesdo, quanto protecéo, como € o
caso da IL-10. Foi demonstrado que, em pacientes HIV-positivos que ja
apresentavam certo grau de hepatotoxicidade, a presenca do genétipo -819/TT,
correlacionou-se com a evolucao para um quadro mais grave de dano hepético

(SINGH et al., 2019).
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Esses SNPs ja foram associados também a outro aspecto da infecgcéo
pelo HIV-1, a susceptibilidade. O gendtipo AA do SNP -592 demonstrou
promover o aumento da susceptibilidade a infeccdo pelo HIV-1. O mesmo foi
relatado para o gendtipo homozigoto ancestral AA no SNP -1082, enquanto o
alelo variante G foi associado a progressdo mais lenta da infecéo, relacionando
a maior ou menor susceptibilidade ao HIV e a progressdo da doenca com os
niveis de IL-10 (FU et al., 2020; SINGH, 2015).

Ademais, esses SNPs também ja foram correlacionados como capazes
de influenciar alguns aspectos, como susceptibilidade e desenvolvimento, de
outras doencas, principalmente as que tem como base desregulacdes
inflamatorias, como Lupus Eritematoso Sistémico (LES), Doenca de Crohn,
Alzheimer, dentre outras (DMELLO et al., 2017; KE et al., 2015; RAMASERI

SUNDER et al., 2012).
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3 METODOLOGIA
3.1 DESENHO DO ESTUDO E SELECAO DOS PACIENTES

O grupo de estudo consistiu em individuos HIV-positivos aderentes ao
tratamento antirretroviral em atendimento no Hospital Dia do Instituto de
Medicina Integral Professor Fernando Figueiras (IMIP), em Recife.

Foram analisados um total de 393 prontuarios médicos e, em seguida,
selecionados pacientes que respondiam, obrigatoriamente, aos seguintes
critérios de inclusdo: (1) ter entre 18 e 65 anos, (2) estar em TARV ha mais de
um ano sem troca do regime terapéutico devido a falha virolégica, (3) boa adesao
ao tratamento e (4) sem histérico de uso de drogas injetaveis. Além disso, foram
excluidos do estudo mulheres gravidas ou que estiveram gestantes no decorrer
da terapia e pacientes cujo as informacdes nos prontuarios meédicos e demais
plataformas digitais estavam incompletas.

Foram selecionados 112 pacientes que se encaixavam dentro dos
critérios de inclusdo. Em seguida, de acordo com a contagem e ganho de
linfécitos T CD4+, estes, foram classificados em trés grupos de acordo com o

esguema a seguir:
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Figura 24 — Esquema de classificacdo dos pacientes.
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Fonte: Adaptado de Cenderello et al., 2016.

Apés apresentacdo do estudo, 0s pacientes que concordaram com a
participagcdo na pesquisa, assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (Anexo B), autorizando a coleta da amostra para o0s
procedimentos subsequentes. Além disso, também foi realizado um questionario
com perguntas socioepidemiolégicas, (Anexo C) para caracterizacdo da
populacdo em estudo. Foram coletados 4 mL de sangue periférico em tubo de
EDTA, onde em seguida, houve a separacéo do plasma para posterior dosagem
€ 0 sangue seguiu para a separacao de PBMCs.

O projeto foi desenvolvido no Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA), 6rgao suplementar da Universidade Federal de Pernambuco, 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).
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3.2 DOSAGEM SERICA
A dosagem sérica foi realizada através do kit CBA Human Th1/Th2
Cytokine Kit Il (N° de catalogo: 551809), seguindo o protocolo do fabricante. A

quantificacao foi realizada através BD Accuri™ C6 Plus Flow Cytometer.

3.3 SEPARACAO DE PBMCS

As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram
separadas através do gradiente de concentracdo proporcionado pelo reagente
Ficoll durante 30 minutos em 1400 rpm. Em seguida, foram realizados dois
processos de lavagem em tampéo fosfato—salino (PBS) 1X e centrifugacao por
cerca de 10 minutos em 700 rpm. O produto final foi ressuspendido em 250uL

de PBS 1X, onde, em seguida, foi levado para extracdo de RNA.

3.4 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO RNA

O RNA foi extraido pelo método do Trizol (Invitrogen®), seguindo as
instrucdes do fabricante, utilizando 250 L de suspensdo de PBMCs em PBS 1X.
A quantificacao foi realizada utilizando o espectrofotdmetro Thermo Scientific™
NanoDrop 2000 (ThermoFisher), considerando entre 1.8 e 2.2 a raz&o ideal entre
as absorbancias 260/280nm, e entre 1.8 e 2.2 para a razdo 260/230nm. A analise
qualitativa foi realizada por meio de eletroforese. Em seguida, o RNA foi

armazenado em -80°C.

3.5 SINTESE DE cDNA
A sintese de cDNA foi realizada através do kit High Capacity cDna

Reverse Transcription (ThermoFisher). A reacéo foi realizada a partir de um input
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de 500ng de RNA, de acordo com os dados do fabricante, possuindo um volume
final de 20uL, sendo 10uL de RNA e 10uL da solugao formada por 2 pyL de 10X
RT Buffer, 0,8uL de 25X dNTP Mix, 2uL de 10X RT Random Primers, 1uL de
MultiScribe Reverse Transcriptase (50U/ uL) e 4,2uL agua Milli-Q.

O processo de sintese foi realizado no termociclador, nas seguintes
condicBes: 1° passo ocorreu em 25°C por 10 minutos, 2° em 37°C durante 120
minutos e 3°, na temperatura de 85°C por 25 minutos. O produto dessa reacao

foi diluido em 80uL, formando um cDNA estoque de 100pL.

3.6 ENSAIOS DE QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO RELATIVA

O ensaio de expressao foi realizado a partir de sondas fluorogénicas
Tagman®) através da técnica de PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR), no
sistema de deteccdo real time ABI 7500 (Applied Biosystems, EUA). Foram
utilizados como gene de referéncia o GAPDH e o 18s além do gene alvo IL10.
Para analise quantitativa dos resultados, foi utilizado o método do CT
comparativo.

A reacdo foi formada a partir de uma solucéo contendo 4uL de Master Mix,
4uL de agua Milli-Q e 0,4pL da sonda, somando um volume final de 8,4uL, que
foi posteriormente adicionado a 1puL do cDNA anteriormente sintetizado. A

reacao de amplificacdo ocorreu em um total de 45 ciclos

3.7 EXTRACAO DE DNA
A extracdo do DNA gendmico foi realizada através do protocolo de mini
salting-out, estabelecido por Miller et al. (1988). A pureza do DNA foi avaliada

utiizando o espectrofotbmetro Thermo Scientific™ NanoDrop 2000
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(ThermoFisher), considerando a raz&do entre as absorbancias 260/280nm e
260/230nm. As amostras consideradas satisfatérias apresentaram valor igual ou
superior a 100ng/ul de DNA razéo 260/280 nm entre 1.8 e 2.2 e a razdo 260/230
ao redor de 2.0. Em seguida, as amostras foram diluidas com agua Mili-Q, para
que houvesse uma padronizacdo das amostras, de modo que todas
apresentassem uma concentracao final de 50ng. Apoés isso, as amostras foram

armazenadas em freezer a -20°C.

3.8 GENOTIPAGEM

A genotipagem foi realizada utilizando sondas TagMan®, através da
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (Real Time PCR), alelo-
especificas para os polimorfismos rs1800896, rs1800871 e rs1800872 (codigo
de catdlogo c_1747360 10, c 1747363 10 e c_1747362_10, respectivamente).
O volume final na reacao foi de 5uL, sendo 1uL de DNA na concentracdo de
50ng e 4L da solucao formada pelo master mix (2,5 uL), agua Milli-Q (1,5 pyL) e
as sondas na concentracdo de 20 vezes (0,25 pL). O processo de amplificacéo
e discriminacdo alélica foi realizado nas seguintes condi¢des: 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) localizada no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami —

LIKA/UFPE.

3.9 ANALISES ESTATISTICAS
As andlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism

versdo 6.1. Para verificar se as variaveis numéricas se encontravam em
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distribuicdo normal, foi utilizado o teste Shapiro-Wilk. Confirmada a distribuicé&o
normal, foi utilizado o teste paramétrico T de student. Nos casos de variaveis
ndo-normais, foi utilizado o teste ndo paramétrico Wilcoxon-Mann-Whitney. Para
as variaveis categoricas, foi utilizado o teste Exato de Fisher.

Ja as frequéncias genotipicas e alélicas foram calculadas através de

contagem direta.
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4 RESULTADOS

Apoés analise dos prontuarios, foram selecionados um total de 112
individuos diagnosticados com HIV-1 entre os anos de 2016 e 2017, e que se
encaixavam dentro dos critérios de inclusdo, sendo 28 individuos do sexo
feminino e 84 do sexo masculino. Esses pacientes foram ainda classificados, de
acordo com a contagem de linfécitos, em IR (80 individuos) e INR (32 individuos).

Foi realizado entdo uma andlise, com essa populacdo, através das
informacgdes contidas nos prontuarios, investigando a associacdo de algumas

variaveis epidemioldgicas e clinicas com a falha imunologica (Tabela 5).

Tabela 5 — Caracterizacéo do grupo amostral completo a partir de algumas variaveis clinicas e
epidemioldgicas.

Variaveis INR n=32 (%) IR n=80 (%)

p-value
Masculino 25 (78.1) 59 (73.7)
Sexo (n=112/112) 0,8
Feminino 7 (21.9) 21 (26.3)
Carga viral pré-TARV i i .
(Cépias/mL) 5.1 (4.2-5.8) 4.0 (3.4-4.7) 0,002
Contagem de linfécitos T
CDA4+ pré- TARV 129.0 (65.0-226.3) 423 (325.1-685.0) <0,0001*
(células/uL)
Idade no inicio da TARV 40.5 (34.5-48.2) 31.0 (23.0-39.2)  <0,0001*
Tempo para inicio da TARV 1.0 (0-1.75) 2 (1.0-3.0) 0,07

(meses)

Contagem de linfocitos T
CD4+ ap6s 18 meses de
TARYV (células/uL)

280.0 (226.0-

274.0) 789.0 (667.0-952.0) <0,0001*

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Nessa andlise, foi encontrada uma diferenca estatistica significativa entre
os grupos INR e IR, nas variaveis carga viral pré-TARV (p=0,002), idade no inicio
da TARV (p= <0,0001), contagem de linfécitos T CD4+ pré-TARV (p= <0,0001)
e contagem dessas mesmas células 18 meses apds o inicio da TARV (p=
<0,0001). Para as demais variaveis, nao foi encontrada associacdo com a falha
imunologica.

Desse total de pacientes, foram coletados o material biolégico de 45
individuos, no qual 11 foram classificados como INR, sendo 8 do sexo masculino
e 3 do sexo feminino, e 34 como IR sendo 24 do sexo masculino e 10 do sexo
feminino. Além do sexo, foram reunidas informa¢cBes sobre a etnia, com o
objetivo de realizar a melhor caracterizacdo da amostra.

Além das ja citadas, foram obtidas, também, informacdes clinicas, como
a carga viral pré-TARV, a contagem de células T CD4+ nesse mesmo periodo,
a idade na qual o individuo iniciou a terapia e quanto tempo levou-se do momento
do diagnéstico até o inicio da administracdo da TARV. Afim de classificar os
pacientes em INR ou IR, foram coletadas também, a contagem de linfécitos T
CD4+ 18 meses ap6s o uso da TARV, como forma de se obter uma

caracterizacao descritiva da amostra (Tabela 6).
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Tabela 6 — Caracterizacdo epidemioldgica e clinica, de origem descritiva, da populacdo

participante dos experimentos.

Variaveis INR n=11 (%) IR n= 34 (%)
s (n=45/45) Masculino 8 (72.7) 24 (70.6)
exo (n=
Feminino 3(27.3) 10 (29.4)
Branca 1(9.1) 2 (5.9
Etnia Avaliada (45/45) Parda 6(54.5) 19 (55.9)
Negra 4 (36.4) 13(38.2)
Carga viral pré-terapia i i
(Cépias/mL) 5.2 (4.5-6.1) 4.0 (1.9-4.4)
Contagem de células T
CD4+ pré-TARV 96 (36.1-204.0) 423.0 (323.2-662.0)
(células/uL)
Idade no inicio da
TARV 42.5 (£7.2) 34.5 (+12.6)
Tempo para inicio da 0.0 (0.0-2.0) 2.0 (1.0-2.0)

TARV (meses)

Contagem de células T
CD4+ 18 meses poés-
TARYV (células/uL)

234.5 (159.5-347.7)  857.5 (737.2-1029.0)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Com relacdo a quantificagdo da dosagem sérica da IL-10, ndo foi

encontrado diferenca estatistica significativa entre os grupos IR e INR (p=0,954).

Foram encontradas médias de 23,76 e 23,81 para os grupos IR e INR,

respectivamente (Figura 25).



85

Figura 25 — Representacéo da dosagem sérica entre os grupos IR e INR.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Ja no ensaio de expressdo génica, foi realizado a quantificacdo relativa
do gene de referéncia GAPDH para cerca de 34 individuos, distribuidos entre os
grupos IR e INR. J& para o gene alvo, o IL10, a expresséao foi realizada em um
total de 14 pacientes, sendo divididos em 5 individuos do grupo INR (1 do sexo
feminino e 4 do sexo masculino) e 9 do grupo IR (3 do sexo feminino e 6 do sexo
masculino). Os pacientes de ambos os grupos variaram nua faixa etaria de 21 a
60 anos.

Foi realizado um grafico com os valores de ACt de todas as amostras
participantes desse ensaio (Figura 26). Foi entdo demonstrado que esses
valores estdo elevados no grupo formado por IR em comparagdo com o grupo
INR, e essa diferenca foi estatisticamente significativa (p=0,04). O valor de fold
change encontrado quando realizado a comparagao entre oS grupos, mostrou
gue o grupo formado por INR possui uma expressao do gene IL10 aumentada

em cerca de 3,77 vezes quando comparado ao grupo IR.



86

Figura 26 — Representacéo dos valores de ACt para os grupos IR e INR.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi realizado também a quantificagcdo de um segundo gene de referéncia,
o0 RNA ribossomal 18s. No entanto, este se mostrou com grande variagdo nos
ciclos de amplificacao, portanto, foi descartado.

Com relacéo aos ensaios de genotipagem, foi realizado a discriminagéo
alélica dos 45 pacientes para os trés polimorfismos rs1800896, rs1800871 e
rs1800872. A partir disso, foram geradas as frequéncias alélicas e genotipicas

(Tabela 7).
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Tabela 7 — Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos rs1800896, rs1800871 e
rs1800872 nos grupos de estudos de individuos vivendo com HIV-1 em terapia antirretroviral.

SNP (ID) Frequéncias
INR n=11 (%) IR n=34 (%)
rs1800896
Alelos
A 12 (19.0) 51 (81.0)
G 8 (32.0) 17 (68.0)
Gendtipos
AA 4 (19.0) 17 (81.0)
AG 4 (19.0) 17 (81.0)
GG 2 (100) 0 (0)
rs1800871
Alelos
C 6 (14.2) 36 (85.5)
T 14 (30.4) 32 (69.6)
Genotipos
CcC 0(0) 8 (100)
CT 6 (23.1) 20 (76.9)
TT 4 (40.0) 6 (60.0)
rs1800872
Alelos
C 11 (27.5) 29 (72.5)
A 9 (18.7) 39 (81.3)
Genotipos
CcC 1 (50.0) 1 (50.0)
CA 9 (25.0) 27 (75.0)
AA 0(0) 6 (100)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ainda com relagéo a genotipagem, foi realizado uma investigacao quanto
a relacao desses SNPs com a dosagem sérica da IL-10. Foi verificado que, para
os trés polimorfismos rs1800896, rs1800871 e rs1800872 ndo houve diferenca
estatistica entre os gendtipos e a concentracao plasmatica da proteina em
ambos o0s grupos, IR e INR, apresentando um p-value=1 para os trés

polimorfismos (Figura 27,28 e 29).



88

Figura 27 — Representacdo dos niveis séricos da IL-10, distribuidos por genétipo, para o
polimorfismo rs1800896 (-1082A/G).
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 28 — Representacdo dos niveis séricos da IL-10, distribuidos por genétipo, para o
polimorfismo rs1800871 (-819C/T).
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 29 — Representacdo dos niveis séricos da IL-10, distribuidos por genétipo, para o
polimorfismo rs1800872 (-592C/A).
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90

5 DISCUSSAO

Embora muito se tenha avancado na compreensdo acerca dos
mecanismos envolvidos na infeccdo pelo HIV-1 e de como age a terapia
antirretroviral, algumas questbes permanecem imprecisas. Uma delas, € o
motivo ou conjunto de fatores que leva uma consideravel porcentagem de
individuos em terapia a ndo obterem 0 sucesso imunoldgico esperado como
consequéncia do éxito terapéutico (CORBEAU; REYNES, 2011a; GAARDBO et
al., 2012a; PACHECO et al., 2014).

Uma analise realizada com dados dos prontuarios da populacédo formada
por 112 individuos revelou, dentre outras, uma associacdo entre uma baixa
contagem de células T CD4+ pré-TARV com a falha imunolégica. Diversos
estudos corroboram com essa informacédo. Cogita-se que a baixa contagem de
linfécitos T CD4+ pré-tratamento poderia ocasionar o desenvolvimento de cepas
X4, translocacao microbiana, além do desenvolvimento de coinfeccdes, fatores
esses que levariam a dificuldades na regeneracdo das células T CD4+
(CORBEAU; REYNES, 2011a; FALSTER et al., 2009).

Essa mesma analise demonstrou também associacéo da carga viral pré-
TARV com a ineficiéncia na recuperacdo de células T CD4+. Outros estudos
realizados também mostraram que a elevada carga viral pré-TARV pode
influenciar no processo de recuperacao imunoldgica. Niveis mais elevados de
RNA viral plasmatico podem estar associados a um maior numero de células T
CD4+ sendo infectadas (DOUEK et al., 1998; FLORENCE et al.,, 2003;
KAUFMANN et al., 2002; PINZONE et al., 2012a).

Além disso, a idade no inicio da terapia também se mostrou associada

com o mecanismo de falha imunoldgica. Segundo alguns estudos, pessoas de



91

idade mais avancada apresentam maior ativacdo imune. Esse processo,
considerado um elemento chave na determinacdo de uma recuperacdo
imunologica insuficiente, é desencadeado pela translocacdo microbiana
resultante da deplecéo de linfécitos T CD4+ nos tecidos linfoides da mucosa,
podendo contribuir com uma funcdo timica reduzida. Além disso, outros
processos degenerativos, como a imunossenescéncia, originada da propria
elevacdo da idade podem contribuir para uma recuperacdo imunoldgica
deficiente (CORBEAU; REYNES, 2011b; HORTA et al., 2013; PINZONE et al.,
2012b).

Com relacdo aos niveis plasmaticos da IL-10, alguns estudos
demonstraram que estes estdo aumentados, principalmente na fase aguda da
infeccdo, e esse aumento esta diretamente relacionado a elevada carga viral
plasmatica e maior risco de perda de células T CD4+ durante esse mesmo
periodo. Apesar da IL-10 ser capaz de reduzir a replicacdo do HIV em
macrofagos, ela pode, também, contribuir para a persisténcia da infeccdo ao
inibir a atividade de células T efetoras, além de também ter a capacidade de
diminuir a proliferacdo dessas células (AMIRAYAN-CHEVILLARD et al., 2000;
BROOKS et al., 2006; ELREFAEI et al., 2006; ROBERTS et al., 2010).

Além disso, foi demonstrado que individuos HIV-positivos que apresentam
maiores concentracfes plasmaticas de IL-10 e que possuem uma recuperacao
imunoldgica ineficaz, evidenciam também uma menor producdo de IL-12, com
consequente limitagdo na producao de células T CD4+, através, principalmente,
da inibicdo dos mecanismos proliferativos promovidos pela IL-2 (LANGFORD;
ANANWORANICH; COOPER, 2007; SHRESTHA et al., 2010; SOBTI et al.,

2010).
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Para a analise de dosagem sérica da IL-10, o presente estudo difere de
outros ja realizados que encontraram maior concentracdo plasmatica de IL-10
em individuos cujo a contagem de células T CD4+ eram menores, em
comparacao aos que possuiam maior eficiéncia na recuperacdo imunoldgica,
correlacionando, mais uma vez, os niveis elevados de IL-10 a progressao clinica
mais acentuada. A auséncia de diferenca entre os grupos IR e INR, nesse
estudo, pode ter sua origem em alguns diferentes fatores, como por exemplo, o
avanco da terapia antirretroviral (CHEHIMI et al., 1996; JI et al., 2005).

A TARYV ocasiona alteracdes tanto na patogénese da infeccéo, quanto no
perfil de citocinas que passa a predominar apds a administracdo da mesma. Foi
observado, por exemplo, que a terapia resultou em diminuicdo nos niveis de IL-
10 circulantes em individuos que vivem com HIV. No entanto, essa reducao
ainda ndo pode ser comparada a concentracdo presente nos individuos
saudaveis. Na populacdo do presente estudo, todos apresentavam boa adeséo
a TARV e isso pode explicar, parcialmente, a auséncia da diferenca de
concentracdo da IL-10 entre os IR e INR (STYLIANOU et al., 1999).

Ja foi estabelecido, ainda, que esse processo de regulacéo plasmética de
citocinas, incluindo a IL-10, durante o curso da infeccdo, pode durar cerca de um
ano apos administracdo da TARV. Tendo em vista que os pacientes do presente
estudo, tiveram seus niveis séricos quantificados apos mais de 18 meses do
inicio da terapia, esse seria mais um fator que poderia explicar a ndo diferenca
encontrada entre os dois grupos (MARTINON et al., 1999; ORSILLES et al.,
2006; OSUJI et al., 2018).

A auséncia de declinio nos niveis séricos de IL-10 com o transcorrer da

administracdo da terapia, é indicativo de falha do tratamento. O aumento dessa
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interleucina durante o periodo de TARV também pode estar associada a
presenca de co-infeccbes, corroborando o fato de, nesse estudo, ndo haver
diferenca entre os grupos, ja que a auséncia de co-infecbes foi considerada
como um dos critérios de inclusdo (WILSON; SERETI, 2013).

Além disso, com o alcance da supressdo virologica adquirida apos a
TARV e constante manutencdo dos niveis indetectaveis, € possivel observar
uma diminuicdo na concentracdo de IL-10. Uma vez que, algumas proteinas
virais como tat, env e outras, também tem a capacidade de promover 0 aumento
da IL-10. A diminuicdo da IL-10 pds-TARV pode indicar o inicio de uma
recuperacédo imunoldgica mais eficaz (ELREFAEI et al., 2006).

Ainda no contexto na TARV, estudos iniciais demonstraram que, mesmo
entre 0s usuarios da terapia, a depender do esquema utilizado, ha variagdo entre
as concentracdes de IL-10. Por exemplo, constatou-se que individuos que fazem
uso do esquema lamivudina/tenofovir/efavirez apresentavam niveis mais baixos
de IL-10 e IL-6 em comparacdo com pacientes que usavam outro tipo de
combinacdo. Em contraste, outros dados apresentam que 0s hiveis das
interleucinas independem no tipo de regime terapéutico utilizado (AKASE et al.,
2017; ESSIEN-BAIDOO et al., 2019).

No que diz respeito a quantificacdo da expressao do gene IL10, embora
0 numero de pacientes incluidos nesse ensaio tenha sido pequeno, limitando
assim os resultados, foi encontrado uma diferenca significativa na expressao do
gene entre os grupos IR e INR. Resultado esse que contrasta com o encontrado
na dosagem plasmatica da IL-10. Estudos anteriores ja demonstraram que a
expressdo do gene IL10 se encontra aumentada nos individuos HIV- positivos.

E que esse aumento esta relacionado a contagens de células T CD4+ mais
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baixas nesses mesmos individuos (DIAZ-MITOMA et al.,, 1995; KNUDSEN;
BENFIELD; KOFOED, 2009).

Assim como ocorre com muitos transcritos inflamatérios, o RNAmM do gene
IL10 esta sujeito a uma deterioracdo rapida apos sua sintese. A presenca de
mecanismos pos-transcricionais de regulacdo pode explicar a auséncia, no
presente estudo, da concentracdo plasmatica elevada, em consequéncia do
aumento da expresséo. Por exemplo, 0 RNAmM do gene IL10 contém grupos de
elementos ricos em adenosina e uridina na regidao 3’'UTR. Foi demonstrado que
a exclusdo dessa regido, € responsavel por aumentar o tempo de meia vida do
transcrito, podendo levar a maior traducdo da proteina. Além disso, existem
microRNAs que também participam desse processo de regulacédo (COBB et al.,
2006; IYER; CHENG, 2012; STOECKLIN et al., 2008).

Apesar do resultado encontrado para essa analise, S0 necessarios mais
estudos, com um numero maior de individuos, a fim de que essa maior
expressdo do gene IL10 possa ser confirmado como um possivel atuante do
processo de recuperacdo imunolbgica, uma vez que essa interleucina ainda
apresenta uma série de ambiguidades com relagdo ao mecanismo de
reconstituicdo dos linfécitos T CD4+ em individuos que vivem com HIV
(CORBEAU; REYNES, 2011a; GAARDBO et al., 2012a).

No que diz respeito a avaliacdo genotipica desses individuos, nao foi
encontrada diferenca significativa entre os SNPs rs1800896, rs1800871 e
rs1800872 e o perfil de dosagem sérica da IL-10, demonstrando que, para esta
populacdo, os polimorfismos estudados n&o exerceram influéncia funcional.
Esse resultado difere de outros ja encontrados que relacionam a presenca das

formas variantes com alteragbes na concentragdo plasmatica dessa proteina
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(AD’HIAH et al., 2019; NAICKER et al., 2012; QADDOURAH et al., 2014; WANG
et al., 2011).

Por exemplo, ja foi relatado a presenca do alelo G, no SNP -1082A/G
correlacionou-se com niveis mais elevados de IL-10. Assim como também, a
presenca do gendtipo homozigoto TT no SNP -819C/T, foi relacionado a menor
producao de IL-10, quando comparado ao seu genaotipo ancestral, em um estudo
realizado numa populacédo brasileira. No que diz respeito ao SNP -592C/A,
verificou-se que a presenca do gendtipo CC foi associado a maior concentracéo
plasmatica de IL-10 (AD’HIAH et al., 2019; RODRIGUES et al., 2017; SOBTI et
al., 2010).

Alguns estudos postulam que, na infeccao pelo HIV-1, a concentracédo da
IL-10 é benéfica ou maléfica de acordo com o periodo da infeccdo. Por exemplo,
foi demonstrado que a presenca do alelo A no SNP -592C/A esta relacionado
com uma menor producdo da interleucina e, consequentemente, progressao
mais acentuada para AIDS, particularmente nos estagios finais da infeccao.
Enquanto esse mesmo alelo variante também pode ser considerado favoravel
ao individuo, nos momentos iniciais da infec¢cdo, onde a menor producéo de IL-
10 permite maior atividade das respostas imunes efetoras (HARISHANKAR et
al., 2018; NAICKER et al., 2012; OLEKSYK et al., 2009).

Possivelmente, a limitagdo no niumero de amostras do presente estudo
pode ter contribuido para a presenca de resultados tdo conflitantes com relacéo
aos resultados que ja foram encontrados ao longo dos anos, no quais foram
identificadas associacdes entre as formas variantes desses polimorfismos e
alteracdes no perfil de producéo e liberacdo da IL-10. Ademais, é importante

salientar que ainda sdo reduzidos os numeros de estudos que buscam a relacéo
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entre a expressao desse gene e a deficiéncia na recuperacdo imunologica,
correlacionando os grupos IR e INR (RODRIGUES et al., 2017; SOBTI et al.,
2010).

Apesar disso, um estudo realizado por Naicker et al., (2012) demonstrou
a falta de alteracéo na concentracéo de IL-10 na presenca da forma variante do
SNP -592 em individuos que vivem com HIV, corroborando com o mesmo
resultado encontrado no presente estudo.

O aprofundamento na compreensao de como as citocinas se comportam
mediante a infeccdo pelo HIV-1, contribui, efetivamente, para elucidar as
complexas relagcbes entre mecanismos virais e resposta imunolégica do
hospedeiro, auxiliando no aumento da expectativa e qualidade de vida dos
individuos que vivem com HIV-1. Dessa forma, é de extrema importancia o
continuo estudo sobre essas moléculas e suas vias de sinalizacéo a fim de que
se possa compreender o processo de ineficiéncia da recuperacdo imunoldgica

nesses individuos (GAARDBO et al., 2012a, 2014; PACHECO et al., 2014).
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6 CONCLUSOES

| — Com relacdo a quantificacdo da dosagem sérica da IL-10, a diferenca
encontrada na dosagem dos grupos nao foi estatisticamente significante,
mostrando que a IL-10 ndo contribuiu para a deficiéncia na recuperacao
imunologica.

Il — Para o ensaio de quantificacdo relativa da expressao génica, foi
verificado que o gene IL-10 estava cerca de 3,77 vezes mais expresso no grupo
formado por INR em comparacdo com o grupo IR.

Il — N&o foi encontrado diferenca estatistica significante entre os SNPs
estudados com a dosagem plasmatica da IL-10 para essa populacéo (p=1 para

rs1800896, rs1800871 e rs1800872).
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo da pesquisa: Fatores Genéticos Humanos Envolvidos no Curso da Infeccéo pelo
HIV: Transmissdo Vertical, Imunidade e Resposta a Terapia Antirretroviral
Pesquisador responsavel Comité de Etica em Pesquisa
Rafael Lima Guimaraes Rua dos Coelhos, 300, Boa Vista, Recife, PE.
Local de trabalho: Laboratério de Diretoria de Pesquisa, Prédio Orlando Onofre,
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) - UFPE  1° Andar.
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Convidamos vocé a participar de uma pesquisa que estamos realizando sobre
diferencas genéticas envolvidas no comportamento do HIV no organismo. Algumas
pessoas respondem melhor a terapia com o0s antirretrovirais que outras. Estamos
fazendo essa pesquisa para tentar descobrir se diferengas genéticas ou imunolégicas
expliguem essa diferenca entre as pessoas convivendo com o HIV e pretendemos
recrutar cerda de 200 voluntarios. Essa pesquisa é importante porque podera contribuir
para que no futuro os médicos melhorem os tratamentos contra o HIV. Além disso, vocé
podera solicitar aos pesquisadores que comuniquem os resultados a vocé e a seu
médico para que ele avalie se vocé obteria beneficios com as descobertas.

Com sua autorizacdo, gostariamos de realizarmos entre uma e cinco coletas de
pequenas quantidades do seu sangue (no maximo 8 mL por coleta), colhidas durante
0os 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 autorizagdo para
utilizar dados do prontudrio, como idade que iniciou 0 acompanhamento médico e os
resultados dos seus Ultimos exames de rotina para avaliar o controle do HIV e seu pefrfil
de resposta imunoldgica. Como a Genética estd em constante evolugéo, € possivel que
novas pesquisas além desta sejam realizadas com suas informacdes e material
biol6gico armazenados. Caso isso ocorra, 0s pesquisadores entrardo em contato com
0 comité de ética e com vocé para solicitar nova autorizag¢ao.

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 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 sao apenas
sintomas provocados pela coleta do sangue como: vermelhidédo 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 € totalmente voluntaria. Ndo havera nenhum gasto
pela sua participacéo, ndo recebendo cobranca com o que sera realizado. Vocé também
ndo receberd nenhum pagamento ou beneficio financeiro pela sua participa¢do. Da
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mesma forma, ndo havera nenhum prejuizo a vocé caso néo queira participar ou desistir
de participar desta pesquisa.

Caso vocé se sinta prejudicado(a) pelo andamento da pesquisa, asseguramos
que vocé recebera todas as assisténcias cabiveis neste hospital, incluindo o direito de
solicitar indenizagéo aos pesquisadores por eventuais danos. Caso vocé possua alguma
davida acerca dos objetivos do estudo, por favor, entre em contato com os responsaveis
pela pesquisa. Além disso, se vocé tiver alguma consideracdo ou ddvida 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 informacdes repassadas e autorizo que seja
realizada a avaliagdo genética e imunologica da amostra de sangue coletada, e
concordo que os dados obtidos sejam utilizados para pesquisa. Declaro que fui
informado(a) pela equipe do pesquisador Rafael Lima Guimardes sobre os objetivos da
pesquisa e estou consciente de que:

1. Concordei em participar da pesquisa sem nenhum tipo de pressao;

2. Posso a gqualquer momento entrar em contato por telefone com o pesquisador
se tiver qualquer duavida 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 poderé ter acesso ao meu prontuario e que minhas informagées
pessoais serdo mantidas em sigilo;

5. Recebi uma copia deste documento.

Assinatura do Voluntario

Assinatura da Testemunha 1 Assinatura da Testemunha 2

Assinatura do Pesquisador Responsavel

NUumero do prontuério Cdédigo de amostra
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ANEXO C — QUESTIONARIO SOCIOEPIDEMIOLOGICO
FORMULARIO DE RECRUTAMENTO: COLETA DE DADOS CLINICOS E SOCIODEMOGRAFICOS
1. Dados pessoais (apenas para identificagio, NAO serdo divulgados)

Nome do Paciente

Data de Nascimento Naturalidade Cidade de residéncia Sexo
M( ) F()
2. Informagdes clinicas e sociodemograficas
Etnia (segundo classificagao do IBGE) Escolaridade (anos) Renda mensal (reais)
( )Branca ( )Indigena
() Negra () Amarela
( )Parda ( )lgnorado
Peso (kg) Altura (m)
Fumo Etilismo
SIM( ) SIM( )

Se SIM, quantos cigarros por dia/sem.? ___

Se SIM, qual frequéncia?

NAO ()

NAO ()

Se NAO, parou de fumar?

Se NAO, parou de beber?

SIM( )NAO( ) SIM( ) NAO( )
Comorbidades pré-existentes
Desordem Psiquiatricas SIM( ) NAO( ) IGNORADO ( )
Doenga autoimune SIM( ) NAO( ) IGNORADO ( )
Doenga cardiovascular SIM( ) NAO( ) IGNORADO ( )
Diabetes SIM( ) NAO ( ) IGNORADO ( )
Doenga renal SIM( ) NAO( ) IGNORADO ( )
Doenga de figado SIM( ) NAO( ) IGNORADO ( )
Osteoporose SIM( ) NAO( ) IGNORADO ( )
Se SIM, houve fratura? SIM( ) NAO( ) IGNORADO ( )

Local da fratura:

3.

Infec¢ao pelo HIV

Modo de transmissdo (marcar todos que se apliquem)

) Transmissdo vertical

(

Relagdo sexual heterossexual

) Relagdo sexual homossexual

)
() Transfusdo sanguinea
)

(

Acidente com material bioldgico

(
(
() Durante tratamento para hemofilia
(

) Uso de drogas injetaveis

() IGNORADO

dade de Inicio da vida sexual

Data de diagndstico de infecgdao pelo HIV (no
Prontudrio)
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Se a paciente for mulher, ela esta atualmente gravida?

SIM( )  Mésde gestacdo: NAO( )
0O(a) paciente tem filhos?
Ne 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( )
Possui parceiro(a) fixo(a)?

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

O paciente é usuario de SIM( ) NEO ()
drogas? Qual?

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 () \ NAO( )
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 relagao as consultas, o quao frequentemente o paciente falta a elas?

Muitas vezes Algumas vezes Ocasionalmente ( Raramente Nunca

() () ) () ()

Considerando as condigGes 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 proximas consultas?
SIM () \ NAO ( )

5. Observacoes

Algum sintoma ou queixa no momento da coleta? Se sim, descrever.
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Curriculum Vitae

Dados Pessoais

Nome: Maria Carolina dos Santos Guedes
Filiacdo: Marcia Maria dos Santos
Manoel Dornelas Guedes

Nascimento: 25/05/1995 — Joao Pessoa/PB- Brasil
CPF: 094.510.004-37

Formagdo Académica/ Titulagao:
2018

Mestrado em andamento em Genética (Conceito CAPES 4).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.
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Titulo: Influéncia da IL-10 na resposta imunoldgica de individuos HIV- positivos

em terapia antirretroviral,Orientador: Rafael Lima Guimaraes.

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnolégico, CNPq, Brasil.
2014 - 2018

Graduacao em Biomedicina.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2010 - 2012
Ensino Médio (2° grau).
Colégio da Sagrada Familia, CSF, Brasil.

Formacao Complementar

2020 - 2020

Minicurso de Inverno em Imunologia e Virologia. (Carga horéria: 14h).

Universidade Federal de Juiz de Fora, UFJF, Brasil.

2020 - 2020

IV Curso de Inverno em Genética Humana. (Carga horaria: 20h).

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2020 - 2020

Manejo Clinico da COVID-19 na Atencao Priméria a Saude. (Carga horaria:

18h).
Fundacao Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Brasil.
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2020 - 2020
Hemograma, Anemia e Linfadenopatia. (Carga horaria: 30h).
Universidade Aberta do SUS, UNA-SUS, Brasil.

2020 - 2020
| Curso de Atualizacdo em Genética Médica. (Carga horaria: 20h).
Universidade Federal de Mato Grosso, UFMT, Brasil.

2019 - 2020
Metodologia da Pesquisa Cientifica. (Carga horaria: 30h).
Fundacao Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Brasil.

2017 - 2017
Andlise da Expressao Génica Relativa. (Carga horéaria: 10h).
Universidade Federal Rural de Pernambuco, UFRPE, Brasil.

2016 - 2016
V Curso de Bioética e Manejo de Animais de Laboratério. (Carga horaria: 21h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2014 - 2014
| Workshop de Gerenciamento de Residuos Quimicos. (Carga horéria: 8h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

Atuacao Profissional

Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Vinculo institucional

2018 - 2018

Vinculo: Voluntario, Enquadramento Funcional: Monitoria de Ferramentas
Moleculares, Carga horéaria: 12

Monitoria da disciplina Ferramentas Moleculares Aplicadas ao Diagnostico
Clinico

2016 - 2017

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Monitoria de Urinalises, Carga
horéria: 12

Monitora bolsista da disciplina de Urinalises, concluida sob orientacéo da Prof2.
Dra. Isvania Maria Serafim da Silva Lopes.

2015 - 2015

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Monitoria de Embriologia, Carga
horéria: 12

Monitora bolsista da disciplina de Embriologia, concluida sob orientacéo da
Profd. Dra. Luciana Maria Silva de Seixas Maia.
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2017 - Atual
Polimorfismos nos genes CCR5, SDF1 e CCR2 e sua possivel influéncia na
susceptibilidade a infeccéo pelo HIV-1

Situacdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.
Alunos envolvidos: Graduacéo: (1) .

Integrantes: Maria Carolina dos Santos Guedes - Integrante / Rafael Lima
Guimaraes - Coordenador.

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico - Bolsa.

Prémios e Titulos
2020 - 2° lugar Apresentacéo Oral, Universidade Federal de Pernambuco.

2017 - Mencédo Honrosa no Il Coléquio de Biologia e Saude, Universidade
Federal de Pernambuco.

Producdes
Producéao Bibliografica

Artigos completos publicados em periédicos

1. VELOSO CARVALHO-SILVA, WLISSES HENRIQUE ; ANDRADE-SANTOS,
JOSE LEANDRO ; DOS SANTOS GUEDES, MARIA CAROLINA ;
GUIMARAES, RAFAEL LIMA . Genetics and immunological recovery with
antiretroviral treatment for HIV. PHARMACOGENOMICS i«r, v. 21, p. 979-983,
2020.

2.CARVALHO-SILVA, WLISSES HENRIQUE VELOSO ; ANDRADE-SANTOS,
JOSE LEANDRO ; GUEDES, MARIA CAROLINA DOS SANTOS ;
CROVELLA, SERGIO ; GUIMARAES, RAFAEL LIMA . CCR5 genotype and
pre-treatment CD4+ T-cell count influence immunological recovery of HIV-
positive patients during antiretroviral therapy. GENE s, v. 741, p. 144568,
2020.

Apresentacdes de Trabalho

1. ROCHA, A. K. O.; SILVA,W. H. V. C.; SANTOS, J. L. A. ; GUEDES, M.
C.S.; SOUSA, P. V. O. ; GUIMARAES, R. L. . Polimorfismo na regiao
promotora do gene IL2R&#945; e sua influéncia na recuperacao
imunoldgica em pacientes HIV- positivos em terapia antirretroviral. 2020.
(Apresentacgao de Trabalho/Outra).
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2. ARAUJO, H. F. L. ; SOUSA, P. V. 0. ; ROCHA, A. K. O. ; GUEDES, M.
C.S.; SANTOS, J. L. A.; SILVA,W. H. V. C. ; GUIMARAES, R. L. .
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4. SOUSA, P.V.0.; ROCHA, A.K. O.; GUEDES, M. C. S. ; SANTOS, J.
L. A.; SILVA, W. H. V. C. ; GUIMARAES, R. L. . Polimorfismo no gene
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5. SANTOS, J. L. A.; SILVA,W. H. V. C. ; ROCHA, A.K. O. ; GUEDES, M.
C.S.; SOUSA, P. V. 0. ; ARAUJO, H. F. L. ; GUIMARAES, R. L. .
Fatores clinicos e sociodemogréficos associados a falha imunoldgica de
individuos HIV-positivos sob terapia antirretroviral. 2019. (Apresentacao
de Trabalho/Outra).

6. SILVA,W.H.V.C.; GUEDES, M. C. S.; SANTOS, J. L. A.;
GUIMARAES, R. L. . Association of low pre-treatment CD4+ T-cell count
and male gender with immunological failure during anti-HIV therapy.
2017. (Apresentacédo de Trabalho/Simpdésio).

7. SANTOS, J. L. A. ; GUEDES, M. C. S. ; SILVA, W. H. V. C. ; COELHO,
A.V. C.; GUIMARAES, R. L. . FREQUENCIA DO POLIMORFISMO
SDF1-3'A EM POPULACOES BRASILEIRAS: UMA META-ANALISE.
2017. (Apresentacado de Trabalho/Outra).

8. GUEDES, M. C. S.; BRITO, S. A.;OLIVEIRA,A.R. S.; ALMEIDA, C. L.
E.; BORGES, A. S.; SANTOS, S. M. ; XIMENES, R. M. ; GONCALVES,
R. C. R.; KITAGAWA, R. R. ; WANDERLEY, A. G. . XXIV Simpoésio de
Plantas Medicinais do Brasil. 2016. (Apresentacao de
Trabalho/Comunicacgao).

Demais tipos de producéao técnica
1. GUEDES, M. C. S.. Estudos de Associacado: da extracdo do DNA a
Andlise Estatistica. 2019. (Monitor)
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Participacdo em Eventos, Congressos, Exposicdes e Feiras
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. 6° Encontro Brasileiro de Inovacéo Terapéutica. 2020. (Encontro).
2. lll Simpdsio de Genética do Delta do Parnaiba. 2020. (Simpdsio).

3. | Encontro de Biociéncias da Universidade Federal de
Pernambuco.Efeito dos Antirretrovirais dolutegravir e efavirenz na
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SDF1-3'A EM POPULACOES BRASILEIRAS: UMA META-ANALISE.
2017. (Outra).

5. 1l Curso de Inverno de Genética Humana. 2017. (Outra).

6. XXIV Semana de Biomedicina: Atuacao do Biomédico no Mercado de
Trabalho - Um contexto multidisciplinar. Analise da associacdo do
polimorfismo SDF1-3'A com a falha imunolégica de pacientes com HIV-1
em terapia antirretroviral. 2017. (Congresso).

7. XXIV Simposio de Plantas Medicinais do Brasil.Avaliacdo da atividade
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8. XXII Semana de Biomedicina: Perspectivas no avanco cientifico e
diagndstico&quot;. 2015. (Congresso).
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