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RESUMO

No contexto da infecgdo pelo HIV-1, a terapia antirretroviral (TARV) surgiu com o
objetivo de inibir a replicacdo viral para niveis indetectaveis, tornando o individuo
intransmissivel. Ademais, espera-se que individuos que alcancem a carga viral
indetectavel, apresentem uma recuperacao gradual das células T CD4+ perdidas
durante o curso da infeccdo. Esses pacientes sdo definidos como respondedores
imunologicos (IR). Contudo, alguns individuos que atingem essa inibicdo da carga
viral, ndo conseguem obter uma recuperagdo de células T CD4+ satisfatéria, sendo
caracterizados como nao respondedores imunolégicos (INR). A morte celular
exacerbada vem sendo considerada um importante fator associado a recuperacao
imunologica ineficiente. Essa deplecdo acentuada de linfocitos T CD4+ pode ser
iniciada a partir da sinapse virolégica que promove a transmissado do virus de uma
célula infectada para uma nao infectada. A formacéo da sinapse virolégica ocorre a
partir da estabilizacdo das moléculas de adesdao, principalmente a LFA-1 e ICAM-1.
Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a expressdo dos genes
LFA1 e ICAM1 entre IR e INR, e verificar se ha associacdo dessas moléculas com a
falha imunoldgica. A avaliacao foi feita inicialmente a partir do isolamento de células
mononucleares (PBMCs) obtidas a partir da coleta de sangue periférico de 44
pacientes HIV-positivos sob TARV. Em seguida, foram realizadas extracdes de RNA,
sintese de cDNA e ensaios de expressdo génica para os genes alvo e genes de
referéncia (GAPDH, RPLPO e ACTB). Ademais, também foram avaliados fatores
clinicos que poderiam influenciar no processo de recuperacédo dos linfécitos T CD4+.
A analise dos dados foi realizada através do GraphPad Prism. Assim, os resultados
obtidos demonstraram que alguns dados clinicos, como idade, contagem de linfocitos
T CD4+ pré tratamento, razdo CD4/CD8 pré tratamento, e carga viral antes do inicio
da TARV, demonstram influéncia na recuperagéo imunolégica. No entanto, ndo houve
diferenca significativa na expressao dos genes LFAL1 (FC =1,36; p=0,117) e ICAM1
(FC =-1,04; p = 0,751) entre os grupos IR e INR. Assim, apesar dessas moléculas de
adesao serem importantes no processo de transmissao do HIV-1, ndo foi possivel
observar diferencga estatistica significativa na expressao dos genes LFA1 e ICAM1 na
falha imunoldgica, sendo necessario mais estudos que demonstrem a atividade
dessas moléculas no processo de recuperacao imunoldgica.

Palavras-chave: AIDS. Falha Imunolégica. Moléculas de Adesao. Morte Celular.
Sinapse Virologica.
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ABSTRACT

In the context of HIV-1 infection, antiretroviral therapy (ART) emerged with the aim of
inhibiting viral replication to undetectable levels, making the individual non-
transmissible. Furthermore, individuals who achieve undetectable viral load are
expected to gradually recover the lost CD4+ T cells during the course of the infection.
These patients are defined as immunological responders (IR). However, some
individuals who achieve viral load inhibition fail to achieve satisfactory recovery of
CD4+ T cells and are characterized as immunological non-responders (INR).
Excessive cell death has been considered an important factor associated with
inefficient immune recovery. This pronounced depletion of CD4+ T lymphocytes can
be initiated from the virological synapse that promotes the transmission of the virus
from an infected cell to a non-infected cell. The formation of the virological synapse
occurs through the stabilization of adhesion molecules, primarily LFA-1 and ICAM-1.
Thus, the present study aimed to evaluate the expression of the LFA1 and ICAM1
genes between IR and INR individuals and verify if there is an association of these
molecules with immune failure. The evaluation was initially performed by isolating
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) obtained from 44 HIV-positive patients
under ART. Subsequently, RNA extractions, cDNA synthesis, and gene expression
assays were performed for the target genes and reference genes (GAPDH, RPLPO,
and ACTB). Additionally, clinical factors that could influence the process of CD4+ T
cell recovery were also evaluated. Data analysis was conducted using GraphPad
Prism. The results obtained demonstrated that certain clinical data, such as age, CD4+
T cell count pre-treatment, CD4/CDS8 ratio pre-treatment, and viral load before starting
ART, influence immune recovery. However, there was no significant difference in the
expression of the LFA1 (FC = 1,36; p = 0,117) and ICAM1 (FC = -1,04; p = 0,751)
genes between the IR and INR groups. Therefore, despite the importance of these
adhesion molecules in the process of HIV-1 transmission, it was not possible to
observe a statistically significant difference in the expression of the LFA1 and ICAM1
genes in immune failure. Further studies are necessary to demonstrate the activity of
these molecules in the process of immune recovery.

Key words: Adhesion molecules. AIDS. Cell death. Immunological failure. Virological
synapse.
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1 INTRODUCAO

Desde o inicio da epidemia, a AIDS tem sido uma preocupacao significativa em
todo o mundo, requerendo atenc¢édo social, politica e econémica por ser um importante
problema de saude publica. Apesar dos numeros de novas infec¢des continuarem
elevados, as pesquisas sobre o HIV-1 trouxeram um melhor entendimento dos
mecanismos fisiopatologicos do virus, 0 que levou ao desenvolvimento da terapia
antirretroviral. O principal objetivo dessa terapia é reduzir a carga viral para niveis
indetectaveis, melhorando a expectativa de vida dos individuos que vivem com o HIV-
1.

Uma questdo que ainda ndo esta clara € que uma parte dos pacientes, entre
15% a 30%, que apresentam reducdo da carga viral, ndo conseguem aumentar o
namero de células T CD4+ perdidas durante a infeccéo, o que € conhecido como falha
imunologica. Esse fato é surpreendente, pois esperava-se que com menos Virus,
houvesse menos células infectadas e, consequentemente, um aumento na
quantidade de linfocitos. No entanto, ainda h& muitos fatores que ndo estdo
completamente elucidados em relacdo a deficiéncia na recuperagdo imunoldgica.
Esse quadro € um fendmeno complexo e multifatorial, mas estudos demonstram que
as principais causas relacionadas com o déficit na recuperacao de linfocitos T CD4+
sdo a reducédo na producao de novas células e a morte celular exacerbada.

A interacdo das moléculas de adesdo LFA-1 e ICAM-1 pode influenciar a
deplecdo exacerbada de linfécitos e contribuir para o desenvolvimento da falha
imunoldgica. Isso ocorre porque essas moléculas promovem a estabilizacdo da
sinapse viroldgica, o que aumenta a infecciosidade do HIV-1, permitindo que mais
células sejam infectadas pelo virus. Consequentemente, ocorre um aumento nos
niveis de morte celular, que pode desencadear a falha imunoldgica.

Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo principal, avaliar a
expressdo dos genes LFAL e ICAM1 na recuperacao imunologica de pacientes HIV-
1 positivos submetidos a terapia antirretroviral para melhor compreender a
recuperagdo imunoldgica desse individuos, uma vez que os produtos desses genes
podem funcionar como marcadores de progndstico ou alvos terapéuticos para

pessoas vivendo com HIV-1.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA
2.1.1 Histérico

No dia 5 de junho de 1981, o Centro de Controle de Doencas dos Estados
Unidos (CDC) registrou casos raros de um tipo de pneumonia em cinco homens que
mantinham rela¢des sexuais com outros homens. Apds um més desse acontecimento,
as cidades de Los Angeles, Sao Francisco e Nova lorque registraram mais dez novos
casos de pneumonia causada pelo Pneumocystis carinii. Além disso, hesse mesmo
periodo foi observado que homens que faziam sexo com outros homens comecaram
a morrer de infecgBes oportunistas que normalmente o sistema imune saudavel
conseguiria evitar e tratar naturalmente. Contudo, esses individuos estavam
desenvolvendo severa perda de peso, muitas vezes acompanhada de lesdes de tom
roxo escuro em seus bracos e rostos, causadas por um cancer raro denominado de
sarcoma de Kaposi (GREENE, 2007; QUINN, 2021; SMITH; WHITESIDE, 2010).

Esses casos fizeram com que surgisse um alerta sobre uma possivel nova
sindrome que estaria atingindo o pais, especialmente em homens que mantinham
relacfes sexuais com outros homens. Em setembro de 1982, mesmo antes do agente
etiologico ser descoberto, um novo termo foi criado para definir essa sindrome, AIDS,
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (do inglés, Acquired Immune Deficiency
Syndrome). Ainda em 1982, uma maior incidéncia dessa sindrome foi observada em
grupos populacionais especificos que foram, na época, definidos como “grupos de alto
risco para sindrome”. Esses grupos incluiam homens que fazem sexo com outros
homens (anteriormente denominados “homossexuais”), usuarios de drogas
intravenosas e hemofilicos. Nesse periodo, essa sindrome ficou conhecida como
doenca dos 5H: homens que fazem sexo com homens, heroindbmanos (usuéarios de
drogas injetaveis, especialmente heroina), hemofilicos, haitianos e hookers
(profissionais do sexo). No fim de 1982, dados epidemioldgicos demonstraram que a
AIDS era uma doenca infecciosa, cuja a transmissdo ocorria a partir de fluidos
corporais e sangue contaminado com o agente infeccioso (DE COCK; JAFFE;
CURRAN, 2021; MYERS; PROSE; BARTLETT, 1993).

Infelizmente, durante os primeiros anos de pandemia da AIDS ainda néo se
conhecia o agente etiolégico. Dessa forma, nao existiam medicamentos especificos

para o tratamento dos pacientes com a sindrome. Logo, a expectativa de vida dessas
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pessoas era limitada a meses, tendo coinfec¢cdes e neoplasias associados com 0s
altos indices de mortalidade, junto com sofrimento, discriminacdo e isolamento
(FAUCI; LANE, 2020).

Em margo de 1983, casos de AIDS foram registrados em cinco homens pretos
da Africa Central que ndo apresentavam historico de relagdes sexuais com outros
homens ou uso de drogas injetaveis. Assim, de uma forma preconceituosa, 0S
pesquisadores da época sugeriram que os africanos seriam um dos grupos mais
predispostos ao desenvolvimento de AIDS. Contudo, nesse mesmo periodo,
comecaram a surgir registros de casos de AIDS, em propor¢des semelhantes, em
diferentes partes do mundo, como na América do Norte, Europa Ocidental, assim
como na Africa Central. Além disso, em 1983, o CDC registrou casos de transmiss&o
da AIDS em heterossexuais, sendo essa uma descoberta importante para mudar a
percepcdo, e preconceito de que a AIDS estava diretamente associada com 0s
homens que mantinham relacdes sexuais com outros homens (GREENE, 2007,
KOPELMAN, 2002; SABA et al., 2013).

Os primeiros indicios da real causa da AIDS surgiram a partir de estudos
imunoldgicos. Isso porque, 0s pesquisadores e médicos perceberam que uma
manifestacdo comum nesses pacientes era o rapido declinio dos niveis circulantes de
linfécitos T CD4+. Uma vez que essas células tinham niveis reduzidos para valores
inferiores a 200 células/mm3, os pacientes se tornavam extremamente vulneraveis a
neoplasias e infecgdes oportunistas (BARRE-SINOUSSI; ROSS; DELFRAISSY, 2013;
QUINN, 2021).

Ainda em 1983, grupos de pesquisa identificaram e cultivaram um novo
retrovirus humano que foi isolado a partir de células T CD4+ infectadas de pacientes
com AIDS. Inicialmente, o novo retrovirus foi denominado por dois diferentes grupos
de pesquisadores como LAV (do inglés, virus associado a linfadenopatia) e HTLV-III
(do inglés, virus linfotrépico de células T humanas tipo Ill) devido as semelhancas que
esse virus apresentava com o HTLV-l e HTLV-Il. No entanto, apesar das
semelhancas, estudos logo demonstraram que o virus causador da AIDS era um novo
retrovirus. Uma das evidéncias foi que pacientes com AIDS apresentavam anticorpos
especificos para esse virus e que ndo eram encontrados em pessoas infectadas pelo
HTLV. Sendo assim, esse novo agente passou a ser classificado como Virus da
Imunodeficiéncia Humana, HIV (do inglés, Human Immunodeficiency Virus) (BARRE-
SINOUSSI et al., 2004; GALLO et al., 1983; HEMELAAR, 2012).
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Os testes para diagnostico levaram mais um ano, desde a descoberta do HIV
como agente etioldgico da AIDS, para serem desenvolvidos e distribuidos, permitindo
gue as amostras de sangue fossem analisadas, e possibilitando a identificacdo de
pacientes infectados pelo virus, independente de apresentar um quadro assintomatico
ou sintomatico. Ademais, um Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA) também
foi desenvolvido para detectar a presenca de anticorpos do HIV nos pacientes. Os
resultados positivos eram confirmados a partir de analises de Western Blot
(HANDSFIELDL et al., 1987; THORN et al., 1987).

Na Africa Ocidental foi identificado um novo virus em 1985, nomeado de SIV-
mac (Virus da Imunodeficiéncia Simia), em pessoas que apresentavam sintomas
semelhantes aos da AIDS. Entretanto, o soro desses pacientes apresentava uma
reacao positiva mais forte para antigenos do SIV-mac quando comparados com o HIV.
Contudo, posteriormente percebeu-se que o virus isolado do oeste africano era uma
segunda classe principal do HIV, sendo definido como HIV-2, enquanto que o
retrovirus causador da AIDS identificado inicialmente na América do Norte, Europa e
Africa Central passou a ser identificado como HIV-1 (CLAVEL et al., 1986; MYERS;
PROSE; BARTLETT, 1993).

No Brasil, os primeiros casos de pessoas HIV-positivo, assim como a evolugao
para o estagio de AIDS, foram registrados em 1983 no Estado de Sao Paulo. Ja o
virus, so veio a ser isolado pela primeira vez em territorio nacional no ano de 1987,
pelo Instituto Oswaldo Cruz (IOC). O governo brasileiro respondeu de forma positiva,
e rapida as demandas requisitadas por grupos gue lutavam pelos direitos dos homens
gue fazem sexo com outros homens em relagéo ao HIV. Por conseguinte, surgiram
as cooperacdes entre o Ministério da Saude e Organizacdes Nao Governamentais
para combater o HIV, promovendo uma campanha voltada para a prevencao,
tratamento e garantia dos direitos humanos das pessoas vivendo com o HIV
(BERKMAN et al., 2005; GALVAO, 2005).

2.1.2 Epidemiologia
De acordo com o Programa da Junta das Nag¢des Unidas Contra o HIV/AIDS
(UNAIDS), 84,2 milhdes de pessoas foram infectadas pelo virus desde o inicio da
pandemia do HIV, e 40,1 milhdes de pessoas morreram por doencas relacionadas a
AIDS nesse mesmo periodo. Atualmente, estima-se que ha cerca de 38,4 milhdes de

pessoas vivendo com o HIV ao redor do mundo (Figura 1), e desse total, 28,7 milhdes
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estdo submetidas a terapia antirretroviral (UNAIDS, 2022).

Figura 1. Estimativa da prevaléncia de pessoas vivendo com HIV ao redor do mundo.
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Fonte: Adaptado da UNDAIS, 2022 (disponivel: https://aidsinfo.unaids.org/)

Em relacdo ao numero de infeccbes recentes, no ano de 2021 foram
registradas em torno 1,5 milhdo de novas infeccdes pelo HIV. Diante desse contexto,
€ possivel observar que houve uma reducéo de 32% em relacdo ao ano de 2010 em
que houve cerca de 2,2 milhdes de casos de novas infecgbes (Figura 2). Além disso,
verificou-se que em 2021 em torno de 85% das pessoas vivendo com o HIV estavam
cientes do seu estado sorolégico, e 75% desses individuos tinham acesso ao
tratamento (UNAIDS, 2022).

Figura 2. Representacao do numero global de novas infec¢es pelo HIV ao longo dos anos de 1990
até 2021.
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O Sistema de Informacédo de Agravos de Notificacdo (Sinan) informou que no
periodo de junho de 2007 até junho de 2022 foram registrados 434.803 casos de
infecgao pelo HIV no Brasil. Apenas no ano de 2021 foram notificados 40.880 casos
de novas infecgBes, isso € importante pois € possivel observar que também houve um
declinio de 11% no numero de casos de infeccdo pelo HIV no Brasil em comparacao
ao periodo de 2019 a 2020 em que foi registrado uma média anual de 41.081 novos
casos de infecgbes pelo HIV (MINISTERIO DA SAUDE,2022).

O Nordeste apresentou 10.896 novos casos de infeccdo pelo HIV,
representando 26,7% do total de novas infec¢des no pais. Dessa forma, foi a segunda
maior regido em namero de novos casos de infeccédo pelo HIV em 2021 (Tabela 1),
ficando atras apenas da regido Sudeste (MINISTERIO DA SAUDE,2022).

Tabela 1. Casos de infecgéo pelo HIV registrados pelo Sinan em 2021 nas regides do Brasil.

Regides Numero casos notificados de infec¢cao pelo HIV em 2021 (%)
Norte 5.494 (13,4)
Nordeste 10.896 (26,7)
Centro-Oeste 3.665 (8,9)
Sudeste 13.926 (34,1)
Sul 6,899 (16,9)

Fonte: Elaborada pelo autor.

No ano de 2021 foram registrados cerca de 650 mil casos de morte
relacionados com a AIDS no mundo inteiro. Nesse sentido, € possivel observar uma
reducdo de 68% desde o pico de mortalidade em 2004 em que houve cerca de 2
milhdes de mortes, assim como uma reducédo 52% desde 2010 em que houve em
torno de 1,4 milhdo de mortes (Figura 3). Desde 2010, a mortalidade em relagéo a
AIDS reduziu 57% entre mulheres e 47% entre homens (UNAIDS, 2022).
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Figura 3. Representacdo do numero global de mortes relacionadas a AIDS no periodo de 1990 até
2021.
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2.2 VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA TiPO 1
2.2.1 Origem E Diversidade Do HIV-1

Atualmente, a teoria mais aceita sobre o surgimento do HIV é que esse tenha
surgido a partir de multiplas transmissées zoonoéticas do Virus da Imunodeficiéncia
Simia (SIV) de primatas para humanos na Africa Ocidental e Central. As transmissoes
ocorreram durante as atividades de caca e abates desses animais para consumo de
sua carne, além do comércio e a utilizacdo dos primatas como animais de estimacao
(AGHOKENG et al., 2010; HAHN et al., 2000).

As multiplas transmissfes zoonoticas do SIV geraram também as diferentes
linhagens de HIV em humanos. Ademais, as elevadas taxas de mutacdes e
recombinacgdes durante a replicagéo viral resultaram em uma grande variabilidade
genética do HIV nos individuos, assim como uma diversidade entre as populagfes
(HEMELAAR, 2012).

Diante desse contexto, as transmissdes entre espécies acabaram gerando as
diferentes linhagens do HIV, sendo as principais: HIV-1 e seus subgrupos M, N, O e
P (Figura 4); Assim como o HIV-2 e seus subgrupos A-H. Sobre o HIV-1, o subgrupo
M é o principal responsavel pela pandemia em nivel global. Enquanto o subgrupo O é

encontrado em uma frequéncia maior na Africa Ocidental e Central. Os grupos N e P
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foram descobertos mais recentemente, porém demonstram estarem associados a
populacdo de Camardes. Algumas evidéncias apontam que o subgrupo M além de ser
o responsavel pela pandemia do HIV, também é a linhagem mais antiga desse virus
em humanos (KORBER et al., 2000; ROQUES et al., 2004; SIMON et al., 1998;
VALLARI et al., 2011).

Figura 4. Representacéo esquematica do HIV quanto a sua classificagao filogenética.
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Fonte: Ministério da Saude, 2016.

Um dos principais fatores que contribuiu para a pandemia do HIV-1 é a
capacidade que o virus possui de evoluir rapidamente, assim como apresentar uma
elevada variabilidade genética. Essa variabilidade é um resultado das altas taxas de
mutacdes e recombinagfes entre as cepas virais. Além disso, a enzima transcriptase
reversa apresenta uma elevada taxa de erros na incorporacdo de nucleotideos
durante a replicacdo viral, e esse mecanismo também promove a variabilidade
genética. No mais, os processos de delecdes e inser¢cdes ocorrem com frequéncia no
genoma viral. Esses mecanismos acabam gerando uma diversidade genética do HIV-
1 entre pessoas e populacdes. Somado a isso, 0s subgrupos do HIV-1 podem sofrer
recombinacdes entre si, originando CRFs (do inglés, Circulating Recombinant Forms),
URFs (do inglés, Unique Recombinant Forms) ou ainda SGRs (do inglés, Second
Generation Recombinants), que sdo formas recombinantes do virus que podem ser

encontradas em diferentes individuos HIV-1 positivos e que possibilitam o aumento
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na diversidade viral (DAVID et al., 1995; ROBERTS; BEBENEK; KUNKEL, 1988).

Adicionalmente, o sequenciamento de nucleotideos das proteinas do HIV-1 e
HIV-2 demonstrou uma homologia de 58%, 59% e 39% para os produtos dos genes
gag, pol e env, respectivamente. Outros estudos identificaram um grande numero de
variacbes moleculares nos subtipos de HIV-1 e HIV-2 que permitiram entender o
porqué esses subtipos apresentam diferentes propriedades de viruléncia e
transmissdo. Além disso, apesar de inicialmente identificado na Africa Ocidental,
relatos de AIDS causados pelo HIV-2 foram registrados na Europa, Estados Unidos e
Ameérica do Sul (MYERS; PROSE; BARTLETT, 1993; QUINN, 2021).

Apesar das semelhancas, o HIV-1 e HIV-2 apresentam diferencas significativas
em relacdo a sua viruléncia, patogenicidade e transmissdo. O HIV-2 é menos
transmissivel, assim como leva mais tempo para iniciar a manifestacdo dos sinais e
sintomas da infeccédo. Isso explica o motivo da pandemia do HIV estar relacionada ao
subtipo HIV-1, uma vez que esse é mais transmissivel. Outrossim, o HIV-2 € menos
virulento quando comparado com o HIV-1. No entanto, apesar de ser menos virulento,
e as pessoas infectadas pelo HIV-2 apresentarem uma viremia menor que pessoas
infectadas pelo HIV-1, o subtipo HIV-2 apresenta uma maior resisténcia para
determinados antirretrovirais, especialmente inibidores de proteases, o que pode
dificultar o tratamento dessas infeccoes (NYAMWEYA et al., 2013; TIE et al., 2012).

2.2.2 Biologia do HIV-1

O HIV-1 é um retrovirus complexo que pertence a familia dos lentivirus. Esse
virus apresenta uma estrutura morfoloégica esférica que varia de 100 nm até 120 nm
de diametro. Ademais, o HIV-1 é envolvido por uma dupla membrana lipidica de
origem celular, e possui aproximadamente 72 espiculas de glicoproteinas no envelope
viral e algumas proteinas celulares. A bicamada lipidica reveste o nucleocapsideo, em
forma de cone, composto pelas proteinas p24 e p17, e contendo as moléculas do RNA
gendmico, assim como a protease viral, transcriptase reversa, integrase e outras
moléculas importantes para a replicacdo e disseminac¢éao viral (Figura 5) (BRIGGS;
KRAUSSLICH, 2011; ENSOLI et al., 2014; FRANKE et al., 1994).
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Figura 5. Representacdo esquematica da estrutura morfolégica do HIV-1. Na imagem é possivel
destacar os principais componentes virais, como a bicamada lipidica, onde estdo inseridas as
glicoproteinas de membrana. Também é possivel observar o seu nucleocapsideo, onde se localizam o
material genético do HIV-1 e as principais enzimas envolvidas na replicacao viral.
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Fonte: Elaborada pelo autor (criada com biorender.com)

O genoma do HIV-1 é constituido por duas moléculas idénticas de fita simples
de RNA que possuem um peso molecular equivalente a 9.2 kb. Contudo, o HIV-1
dentro das células infectadas se encontra na forma de uma dupla fita de cDNA que
armazena as mesmas informacgfes que estavam contidas no RNA viral inicialmente
(SIERRA; KUPFER; KAISER, 2005).

Além disso, o genoma do HIV-1 apresenta trés genes estruturais gag, pol e env,
responsaveis pela sintese de proteinas estruturais e enzimas essenciais para a
replicacdo viral, como a integrase, protease, transcriptase reversa e o nucleocapsideo.
O HIV-1 também possui seis genes adicionais envolvidos nos processos regulatérios
do ciclo viral, entre eles o nef e o vif que sdo genes importantes na etapa de
desencapsulamento. O tat e rev, que desempenham um papel critico na transcricéo e
transporte de mMRNAS, respectivamente. E 0s genes vpr e vpu estao relacionados com
mecanismos que permitem o HIV-1 driblar o sistema imune durante o processo de
infeccdo, assim como auxiliam na transmisséao do virus para células néo proliferativas,
como as celulas de memdéria (KUNIHOLM; COOTE; HENDERSON, 2022; LI et al.,
2021; MATSUDA, 2015; NEKHAI; JEANG, 2006).

Os genes do HIV-1 séo flanqueados por duas LTRs (do inglés, Long Terminal
Repeat). As LTRs séo duas sequéncias repetidas de DNA, que possuem em torno de

600 nucleotideos cada, e estao presentes nas extremidades do HIV-1. Nesse sentido,
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essas regides sao utilizadas como um sitio de ligacdo para fatores de transcricao.
Importante ressaltar que as LTRs desempenham papel crucial na replicacdo do HIV-
1, uma vez que atuam na integracdo do genoma viral no DNA da célula alvo. Sendo
assim, as LTRs também podem funcionar como um alvo da terapia antirretroviral na
inibicdo da replicacéo viral (ZHANG; CRUMPACKER, 2022).

Ademais, a gpl20 (glicoproteina 120) externa esta ligada de forma nao
covalente ao dominio transmembranar da gp41 (glicoproteina 41). A gp120 é uma das
principais moléculas alvo para anticorpos neutralizantes, pois inclui tanto o dominio
de ligacdo do receptor CD4, assim como a regido de ligacdo com o correceptor.
Enquanto gp41 origina os poros na membrana celular, e conecta o gp120 tanto aos
virions, como as células infectadas (FLORES; QUESADA, 2013; HELSETH et al.,
1991; POSTLER; DESROSIERS, 2013).

2.2.3 Transmissao Do HIV-1

A pandemia do HIV/AIDS tem sido avaliada e discutida nos seus aspectos
sociais, econdmicos e politicos, assim como a sua relagdo com outras infec¢des
sexualmente transmissiveis (ISTs). Isso porgque, o processo de infec¢céo e transmissao
do HIV-1 envolve fatores sociais, ambientais e culturais (SANTIESTEBAN DIAZ;
ORLANDO-NARVAEZ; BALLESTER-ARNAL, 2019).

A principal forma de disseminacdo do HIV-1 é a partir da transmisséo
horizontal, ou seja, da propagacéao do virus de uma pessoa infectada para uma pessoa
nao infectada. Essa forma de transmissao ocorre a partir de relagdes sexuais ou a
partir do contagio direto na corrente sanguinea. Tém-se entdo que a propagacao do
virus depende do contato com fluidos corporais como o sémen, fluidos vaginais e
retais, ou ainda sangue contaminado. A exposic¢ao de individuos néo infectados ocorre
principalmente através das mucosas, tecidos comprometidos, inoculacdo percutanea
ou via intravenosa (SHAW; HUNTER, 2012; THEYS et al., 2018).

Diante desse contexto, a principal forma de transmissdo do HIV-1 entre as
pessoas é através da via sexual, correspondendo a cerca de 80% dos casos.
Aproximadamente 51,6% dos novos casos de infecgéo viral relacionados com a
transmissao sexual ocorrem por pessoas que nao estavam cientes do seu status
sorologico. Sendo assim, o controle do HIV-1 depende da combina¢éo do aumento de
testes realizados para identificacdo do virus na populacdo, assim como acesso a

terapia antirretroviral e acompanhamento médico adequado. Além da conscientizagéo
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sobre os comportamentos considerados de risco e métodos de prevencdo da
transmissao (PINKERTON, 2012).

O contagio por meio do contato direto com o sangue pode ocorrer através do
uso de drogas injetaveis, transfusdes sanguineas, acidentes laboratoriais e ferimentos
com materiais perfuro cortantes contaminados com o virus (KARIUKI et al., 2017
TAYLOR; SWAN; MATTHEWS, 2013).

J4 a via de disseminacdo do HIV-1 de mée para filho é conhecida como
transmissao vertical. Essa forma de propagacao do HIV-1 ocorre principalmente em
trés estagios: pré-parto (durante a passagem transplacentaria), intraparto (quando
ocorre a exposicdo da pele e mucosa do bebé ao sangue e secrecdes vaginais da
mae infectada no momento do parto), e pds-parto (através da ingestdo do leite
materno infectado pelo virus) (AHMAD, 2011; VOLMINK; MARAIS, 2008).

Os principais fatores maternos relacionados com o aumento de risco para a
transmissao vertical do HIV-1 sdo: baixos niveis de linfocitos T CD4+, alta caga viral,
tabagismo e uso de drogas. Importante ressaltar que os recém-nascidos apresentam
mais linfécitos T circulantes quando comparados com adultos. Dessa forma, os bebés
infectados apresentam uma carga viral mais elevada em compara¢ao aos adultos, e
assim, podem evoluir para o quadro sintomatico de AIDS em velocidade mais
acelerada (HURST, 2015; REDMOND; MCNAMARA, 2015).

2.2.4 Ciclo De Replicagédo Viral do HIV-1

O HIV-1 infecta a célula a partir de algumas interacdes moleculares entre o
virus e a célula do hospedeiro. Esse virus tem tropismo, principalmente, por linfocitos
T CD4+, porém também é capaz de realizar seu ciclo replicativo em outras células do
sistema imune, como macrofagos, monécitos e células dendriticas. Indicando que o
HIV-1 depende que a célula alvo apresente receptores CD4 em sua superficie para
realizar o processo de infec¢cdo (CHEN, 2020; DOMS, 2006).

Inicialmente, a proteina gp120 presente no envelope viral interage com o
receptor CD4 da célula hospedeira e com seus correceptores de quimiocina (CCR5 e
CXCR4). Essa interacdo faz com que a gp4l, uma segunda proteina presente na
membrana do HIV-1, sofra alteragbes conformacionais que sdo responsaveis pela
fusdo da membrana viral com a membrana plasmatica da célula alvo. No geral, os
virus que usam CCR5 (cepas R5) sdo responsaveis pela disseminacéo viral, e

aqueles que usam CXCR4 (cepas X4) ou ambos (tropismo duplo, conhecidos como
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cepas R5X4) estdo relacionados com o estado mais avancado da infeccéo, e
influenciam positivamente na estabilizacdo dessa infeccdo (GREENE, 2007; MILD et
al., 2010; VERHOFSTEDE; NIJHUIS; VANDEKERCKHOVE, 2012).

Durante esse processo de fuséo, ocorre a liberacdo do nucleocapsideo viral
dentro do citoplasma da célula alvo (Figura 6). Esse nucleocapsideo €
desencapsulado no citosol celular, onde a enzima transcriptase reversa converte o
RNA de fita simples em cDNA de fita dupla. A molécula de cDNA viral ira migrar em
direcdo ao nucleo celular com o objetivo de integrar o genoma viral ao genoma do
hospedeiro a partir da enzima integrase, formando o DNA proviral. Esse é transcrito
através da acdo da RNA polimerase I, enquanto que os RNAs mensageiros sao
traduzidos por polirribossomos celulares (GUERRERO et al., 2015; MARTINEZ-
PICADO; DEEKS, 2016; SU et al., 1997).

Figura 6. Representagdo esquemdtica do ciclo de replicacao viral do HIV-1. Em um primeiro momento,
ocorre o reconhecimento e ligacdo ao receptor presente na membrana celular. Em seguida, o virus
passa por uma série de mudancas conformacionais que resultam na liberacdo do material genético
viral no citoplasma da célula hospedeira. A partir dali, inicia-se o processo de transcricdo reversa do
RNA viral para DNA, que sera posteriormente integrado ao genoma da célula hospedeira. Os genes
contidos nessa molécula de DNA sao expressos e levam a formagdo de novas proteinas virais. Essas
proteinas séo responsaveis por formar as estruturas que compdem o virus, que sera entao liberado na
forma de novas particulas virais capazes de infectar outras células.
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Desta maneira, inicialmente se acreditava que o cDNA viral era inserido de
forma aleatéria no genoma humano pela integrase. Contudo, estudos demonstraram
gue o HIV-1 se integra preferencialmente em regides que possuem genes transcritos
ativamente. Isso porque essas regides permitem uma maior replicacdo e
disseminacao viral. Os provirus de HIV-1 que foram integrados expressam
inicialmente proteinas regulatorias, como as proteinas Tat, Rev e Nef. Posteriormente,
esses provirus expressam as proteinas estruturais e enzimaticas necessarias para a
montagem do virion (LEWINSKI et al., 2005; SHINN et al., 2002).

Uma vez que todos 0s componentes virais SA0 expressos, 0S Novos Virions
(particulas infectantes) formados se reanem proximos a membrana plasmatica, e
migram para 0 meio extracelular a partir de brotamentos na superficie da célula.
Ademais, uma outra enzima crucial nessa etapa da replicacao do HIV-1 é a protease,
gue age clivando e ativando proteinas essenciais na montagem e maturacdo das
particulas virais. Assim, a protease permite a formacao de virions maduros e capazes
de continuar o processo infecioso. Adicionalmente, para uma melhor eficiéncia nessa
mobilidade do meio intracelular para o meio extracelular, o virus captura componentes
da maquinaria de transporte vesicular da célula (KLEINPETER; FREED, 2020;
LERNER et al., 2022).

2.2.5 Patogénese Do HIV-1

A principal caracteristica da infec¢éo pelo HIV-1 é a reducéo dos linfocitos T
CD4+ circulantes, sendo essas células componentes essenciais do sistema imune. A
fase aguda é a primeira fase apos a infeccdo pelo HIV-1, e tem duragédo de 4 até 5
semanas. Nesse momento ocorrem 0S primeiros sinais da resposta imune ao virus.
Apesar disso, os sintomas dessa fase ainda s&o inespecificos, envolvendo febre,
dores musculares e mal-estar. Ademais, a fase aguda €& caracterizada por uma
elevada viremia (Figura 7), pois 0 organismo ainda ndo desenvolveu uma resposta
imunoldgica especifica para combater o virus, aumentando seu potencial infeccioso.
Além disso, essa fase acontece paralelamente com o aumento das citocinas
inflamatorias que contribuem para a diminuicdo dos niveis dos linfocitos T CD4+

(FRASER et al., 2016; ROWLAND-JONES, 2003).
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Figura 7. Representacéo da progresséo clinica da infeccéo pelo HIV-1 e a relagao entre cépias do HIV-
1 e a contagem de linfécitos T CD4+ no curso médio de uma infecgdo néo tratada. Durante a fase
aguda da infeccao primaria pelo HIV-1, ha uma reducao significativa nos niveis de linfécitos T CD4+ e
um aumento acentuado da quantidade de virus circulante. Posteriormente, ocorre uma recuperacéo
parcial dos linfocitos T CD4+ e uma diminui¢cdo na carga viral durante a fase de laténcia clinica. Nesse
periodo, a resposta imunolégica contra o HIV-1 é estabelecida, o que resulta em uma diminuigdo da
quantidade de virus circulante. A medida que a infeccéo avanca e ha uma destruicéo progressiva dos
linfécitos T CD4+, o HIV-1 se replica sem controle, levando a imunodeficiéncia e ao desenvolvimento
da AIDS.
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A fase crbnica acontece apoés a fase aguda, nesse momento o sistema imune
desenvolve uma resposta adaptativa para o virus. Essa fase é caracterizada por uma
diminuicAo na carga viral enquanto o sistema imune adaptativo reconstitui,
gradualmente, os niveis de linfocitos T CD4+, mas ainda ndo consegue eliminar o
virus do organismo. Importante ressaltar que algumas dessas células infectadas
permanecem em um estado de laténcia que € caracterizado pela manutencdo da
replicacdo viral nos reservatorios virais, assim como uma alta taxa de mutacao, que
permite que o HIV-1 eventualmente possa contornar e escapar do sistema imune.
Logo, a fase cronica da infeccdo pelo HIV-1 pode durar anos, e gerar uma doenca
cronica e assintomatica (BAI et al., 2022; LIU et al., 2015; THORLUND et al., 2017).

Desta maneira, em uma média de 10 anos apoés a infeccdo pelo HIV-1, os

individuos infectados e nao tratados possuem uma drastica reducdo nos niveis de
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linfécitos T CD4+ que culmina num quadro de imunocomprometimento severo.
Portanto, a AIDS € o estagio final da infeccdo pelo HIV-1. Essa sindrome é definida
por um nivel de linfécitos T CD4+ abaixo de 200 células/mm?3, acompanhada de uma
replicacdo viral descontrolada. Assim, a AIDS é caracterizada por um enorme
comprometimento imunoldgico do paciente infectado pelo virus, tornando esses
individuos mais suscetiveis a diversas infec¢cdes oportunistas (por exemplo
Pneumocystis sp. e citomegalovirus) e neoplasias (por exemplo, sarcoma de Kaposi)
que podem levar ao 6bito. Contudo, atualmente existem medicamentos que podem
auxiliar no tratamento da infeccdo pelo HIV-1 e evitar casos de AIDS. Esses
medicamentos sdo conhecidos como farmacos antirretrovirais, e esse tratamento
possibilita que os pacientes mantenham uma qualidade de vida, assim como reduz o
risco de mortalidade para esses individuos (HANNA, 2017; MANZARDO et al., 2015).

2.3 TERAPIA ANTIRRETROVIRAL

O desenvolvimento da Terapia Antirretroviral (TARV) foi uma das principais
evolugbes no controle da pandemia do HIV-1. Isso porque, antes da descoberta da
terapia antirretroviral, o tratamento das pessoas infectadas pelo virus era limitado.
Nesse sentido, o0 manejo clinico de pacientes vivendo com o HIV-1 era voltado a
profilaxia das doencas oportunistas relacionadas com a AIDS (ARTS; HAZUDA, 2012,
THOUEILLE et al., 2022).

A terapia antirretroviral tem como objetivo a inibigdo da replicagdo viral para
niveis indetectaveis, ou seja, reduzir a viremia para niveis abaixo dos limites de
detecc¢do dos ensaios de diagndstico clinico (<40 copias/mL). Sendo assim, o paciente
além de ter uma reducao da carga viral circulante, também n&o vai mais transmitir o
virus para outras pessoas. Desta maneira, a supressao viral pode durar décadas e
permite que as pessoas vivendo com o HIV-1 tenham uma qualidade de vida sem
sofrer com manifestacdes clinicas da infec¢ao viral, assim como ter uma reducao nos
riscos de mortalidade e complicacdes relacionadas com a AIDS (KHETAN et al., 2022;
SHEN et al., 2017).

O tratamento farmacol6gico comecou a ser desenvolvido em meados dos anos
90, a partir da descoberta de inibidores de transcriptase reversa e inibidores de
protease, duas enzimas essenciais para o sucesso viroldégico do HIV-1. Inicialmente,
0os medicamentos eram administrados como monoterapia, mas o0s estudos

evidenciaram que a combinagdo de medicamentos que inibem a replicagdo viral por
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diferentes mecanismos resultou em um melhor progndstico e sucesso terapéutico
para os pacientes infectados pelo virus. Esse mecanismo de terapia combinada foi
essencial para reducdo da morbimortalidade da infeccdo pelo HIV-1 e as
complicagdes relacionadas com a AIDS (IYIDOGAN; ANDERSON, 2014; SAAG et al.,
2020).

No momento, existem 32 medicamentos antirretrovirais aprovados pela Food
and Drug Administration (FDA) dos EUA para o tratamento da infec¢ao pelo HIV-1. No
entanto, o sistema de saude brasileiro possui e distribui gratuitamente 22
medicamentos antirretrovirais, em 38 apresentacbes farmacéuticas. Esses
medicamentos sdo divididos em sete classes de acordo com 0 seu mecanismo de
acao no ciclo viral (Figura 8) (BECCARI et al., 2019; DE CLERCQ; LI, 2016;
MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Figura 8. Mecanismos de acdo da terapia antirretroviral. E possivel destacar os pontos de ligacéo
especificos de cada classe de farmaco durante o ciclo viral, os quais tém a capacidade de inibir a
entrada do virus na célula hospedeira, assim como a transcri¢do, integragdo e maturacédo do virus.
Como resultado, é possivel prevenir a forma¢éo de novas particulas virais.
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Fonte: adaptado de BARRE-SINOUSSI; ROSS; DELFRAISSY, 2013

e Inibidores Nucleosideos da Transcriptase Reversa (INTR): analogos de
nucleosideos que atuam na inibicdo da transcriptase reversa, bloqueando a
replicacéo viral.

e Inibidores Nao-Nucleosideos da Transcriptase Reversa (INNTR): promovem

uma alteracdo estrutural na transcriptase reversa, inibindo a sua funcéo e
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bloqueando a replicacéo viral, a partir de uma ligacéo alostérica.

e Inibidores de Protease (IP): atuam na enzima protease, impedindo o
processamento das proteinas virais e maturagdo das particulas virais.

e Inibidores de Fusao (IF): interagem com a gp41, impedindo a entrada do virus
na célula pela fusdo com membrana plasmatica.

e Inibidores de Integrase (INI): bloqueiam a replicacao viral a partir da inibicdo da
atividade da enzima integrase que € responsavel por integrar o DNA viral no
genoma do hospedeiro.

e Inibidores de Entrada (IE): atuam se ligando ao correceptor CCR5, impedindo
a entrada do virus, especialmente as cepas R5 do HIV-1.

e Inibidores de Ligacgao (IL): anticorpo monoclonal (anti CD4) que atua se ligando
ao receptor primario do HIV-1 (CD4), bloqueando a entrada do virus na célula.

Atualmente, a primeira linha de tratamento consiste em um regime oral diario
de trés medicamentos composto por dois INTR (como, lamivudina e tenofovir)
combinado com um INI (por exemplo, dolutegravir), ou ainda a combinacéo de dois
INTR com um INNTR (como, efavirenz). Caso nao seja possivel administrar esses
esquemas terapéuticos, outras combinacdes passam a ser adotadas, como dois INTR
com um IP (por exemplo, lopinavir). Além disso, a atual recomendacédo médica para o
tratamento da infec¢do pelo HIV-1 € iniciar a terapia antirretroviral o mais rapido
possivel apés a confirmacao da infeccdo pelo virus, pois estudos verificaram que
guanto maior for o nivel de linfécitos T CD4+ no inicio do tratamento, maiores séo as
chances de o paciente alcancar o sucesso terapéutico. Assim, a TARV consegue
promover uma melhora na qualidade de vida do individuo HIV-positivo, e reduzir o
risco de transmissao viral para outras pessoas (COHEN et al., 2016; TANG; SHAFER,
2012; THOUEILLE et al., 2022).

Entretanto, a TARV é limitada por ndo ser capaz de eliminar completamente o
HIV-1 do corpo do individuo devido ao estabelecimento da laténcia viral nas células T
CD4+ em regides especificas, denominadas reservatérios virais. O reservatorio
latente do HIV-1 é uma populacdo celular ou regido anatémica que contém provirus
persistentes e competentes para a replicacdo viral por toda a vida, mesmo que o
paciente esteja submetido a terapia antirretroviral. Quando a TARYV ¢€ iniciada ainda
durante a fase aguda da infeccdo pelo HIV-1, esses reservatérios s8o menores em

comparagao com 0s pacientes que iniciam a TARV durante a fase cronica (BAI et al.,
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2022; JOLY et al., 2019; KOENIG et al., 2017).

Atualmente ha diferentes estudos sobre interven¢des na laténcia viral com o
objetivo de alcancar a cura definitiva para a infec¢do do HIV-1, como as estratégias
“shock and kill”, “block and lock” e edicao de genes. “Shock and kill” € um mecanismo
gue tem como objetivo forcar o provirus a sair do estagio de laténcia, tornando o0s
transcricionalmente ativos, a partir da utilizacdo de agentes reversores de laténcia,
culminando na produc¢éo de virions que podem ser eliminados pelo sistema imune.
Nesse sentido, anticorpos amplamente neutralizantes (bNAbs), quando combinados
com as estratégias de “shock and kill” podem facilitar a eliminacédo do HIV-1 através
do sistema imunologico (ABNER; JORDAN, 2019; BINGFENG LIU et al.,, 2021;
KHETAN et al., 2022).

Em contrapartida, a estratégia “block and lock” € uma abordagem mais recente,
e envolve a utilizacdo de agentes promotores de laténcias que modificam de forma
epigenética o provirus a fim de manté-lo em estado de laténcia profunda, de modo
que nao exista mais a possibilidade de ser reativado. J4 a edi¢cdo de genes utiliza
diferentes estratégias para modificar o receptor CCR5 nos linfécitos T CD4+, tornando
essas células resistentes a infeccdo por cepas tropicas de HIV-1 R5. A TARV quando
aplicada no inicio da infeccéo viral aumenta as chances de reduzir os reservatorios de
HIV-1 ao longo do tempo, assim, em combinacdo com outras estratégias
imunolégicas, pode promover um melhor controle na replicagdo e reincidéncia viral
(ATKINS et al., 2021; MORANGUINHO; VALENTE, 2020).

No sentido de terapia de prevencéo da infeccao pelo HIV-1, podemos destacar
a profilaxia pré-exposicao (PrEP) que é a ingestéo oral e diaria de uma combinacao
de antirretrovirais (tenofovir + entricitabina) que bloqueiam a entrada do virus nas
células. A PrEP é recomendada para pessoas nao infectadas pelo HIV-1, mas que
apresentam riscos significativos para a infec¢cdo pelo virus, como estar em um
relacionamento sorodiscordante, possuir multiplos parceiros sexuais ou histérico de
infeccbes sexualmente transmissiveis. Paralelamente, também ha a profilaxia pos-
exposicdo (PEP). Essa € uma medida de urgéncia que consiste na administragcao de
uma combinagdo de antirretrovirais, por um periodo de 28 dias, com objetivo de
reduzir o risco de infecgdo apos a possivel exposi¢ao ao virus. A PEP é recomendada
em casos de acidentes ocupacionais, violéncia sexual ou apds relacdes sexuais
desprotegidas. Importante ressaltar que ambas PrEP e PEP sé&o fornecidas
gratuitamente pelo SUS (ELLIOTT et al., 2019; SOUSA et al., 2021).
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Os medicamentos antirretrovirais, assim como todas as drogas, podem estar
associados a efeitos colaterais e toxicidade. O efeito adverso mais comum dos
antirretrovirais sdo as complicagdes gastrointestinais (nauseas, diarreia e vémitos).
Contudo, o desenvolvimento dessas complicagbes € raro com 0 uso dos
medicamentos disponiveis atualmente, pois os farmacos se tornaram menos toxicos,
0 que permite uma melhor adesdo a TARV, uma vez que os efeitos colaterais eram
um dos principais motivos para a baixa adesao ao tratamento antigamente (ABAH et
al., 2019; ARTS; HAZUDA, 2012).

A eficacia da TARV pode ser influenciada negativamente pela baixa adesao a
terapia, baixa tolerabilidade aos medicamentos e interacfes medicamentosas entre
0s agentes antirretrovirais e outros medicamentos que podem diminuir 0s niveis ideais
dos medicamentos. Esses fatores podem levar a falha virologica e a evolucdo da
resisténcia aos medicamentos (COHEN et al., 2016; GUPTA; SINGH, 2020).

O sucesso virologico é caracterizado pela reducéo da carga viral do HIV-1 para
niveis indetectaveis e intransmissiveis (<40 cépias/mL) apds o uso da TARV. Esse
sucesso virologico € importante porque a reducdo da viremia estd associada com a
diminuicdo na chance de desenvolvimento da AIDS e riscos relacionados com a
mesma. Antagonicamente, a falha virologica é definida como a deteccdo de RNA do
HIV-1 em niveis acima de 200 cépias/mL em pacientes submetidos a terapia
antirretroviral. Entre os principais fatores que podem causar a falha virol6gica
podemos destacar a baixa adesdo ao tratamento, resisténcia aos farmacos
antirretrovirais ou ainda interagbes medicamentosas. Assim, a falha virologica € um
dos principais obstaculos na recuperacdo dos pacientes HIV-positivos, de uma forma
gue esses precisam adotar medidas para contornar esse problema e obterem a
reducdo da viremia. Isso pode ser feito a partir da avaliagdo do historico de terapia,
com o objetivo de avaliar resisténcia ou interagbes medicamentosas, e se necessario
promover mudanc¢a no esquema terapéutico (MAKWAGA et al., 2021; WIJTING et al.,
2019).
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2.4 FALHA IMUNOLOGICA

A utilizacdo de combinacBes de antirretrovirais no tratamento de pessoas
vivendo com o HIV-1 reduziu drasticamente a morbimortalidade relacionada a essa
infeccéo e suas complicacdes. Desse modo, a TARV permite a reducédo da carga viral
plasmatica para niveis indetectaveis, e de uma forma secundaria, pode promover uma
recuperacédo gradual dos linfocitos T CD4+, permitindo uma reconstituicdo do sistema
imune desses individuos. Assim, 0s pacientes submetidos a terapia que conseguem
obter o sucesso virolégico, acompanhado de uma recuperacdo adequada de células
T CD4+ sao denominados respondedores imunolégicos (IR, do inglés immunological
responders) (ARRIBAS; ERON, 2013; BATTEGAY et al.,, 2006; CONNICK, 2001;
EGGER, 2009; SAAG et al., 2020).

Entretanto, apesar da elevada eficacia da terapia, cerca de 15-30% dos
pacientes submetidos a TARV que alcancam o sucesso virolégico, ndo conseguem
atingir uma recuperacéo satisfatoria de linfocitos T CD4+ (Figura 9). Esses individuos
sdo denominados como nado respondedores imunoldgicos (INR, do inglés
immunological non-responders), e essa deficiéncia na recuperacao imunolégica esta
associada a disfuncéo do sistema imune, assim como um maior risco de complicacées
relacionadas a AIDS (BONO et al., 2022; VAN LELYVELD et al., 2012).

Figura 9. Representagdo esqueméatica do sucesso terapéutico e falha imunoldgica. No sucesso
terapéutico é possivel observar que antes da TARV o paciente apresentava elevada carga viral, e
baixos niveis de linfocitos T CD4+, mas ap6s o tratamento obteve uma recuperacado dos linfocitos T
CD4+ e reducao da viremia. Paralelamente, na falha imunoldgica também é possivel observar baixos
niveis de células T CD4+ e elevada viremia antes do tratamento, mas apés o uso da TARV esses
individuos ndo apresentam recuperacdo das células imunes, mesmo apoés reducdo dos niveis de HIV-
1 circulantes.
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Terapia antirretroviral
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Fonte: Elaborada pelo autor (criada com: biorender.com).
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A falha imunolégica € um fenébmeno multifatorial (Figura 10), e 0s seus
mecanismos ainda ndo estdo completamente estabelecidos. No entanto, existem
alguns fatores que podem influenciar esse processo, como: idade avancada, sexo,
coinfeccdes, alteracbes no processo de liberagdo de citocinas, reducdo da
hematopoiese, baixa contagem de linfocitos T CD4+ no inicio do tratamento, ativacao
imune exacerbada, caracteristicas genéticas e metabdlicas individuais. Dessa forma,
os dois principais mecanismos que podem explicar a falha imunoldgica estao
associados com a producao insuficiente de linfocitos T CD4+ e a destruicao excessiva
dessas células. Na infeccdo pelo HIV-1, o processo de morte celular ocorre,
principalmente, por meio da piroptose e apoptose. Logo, em relacdo a deplecéo
exacerbada de linfécitos, um dos componentes que podem influenciar nesse
mecanismo € a interacdo das moléculas de adesédo LFA-1 e ICAM-1, tendo em vista
gue essas moléculas promovem a estabilizacdo da sinapse viroldgica, aumentando a
infecciosidade do HIV-1, e permitindo com que mais células sejam infectadas pelo
virus. Como resultado, ha um aumento nos niveis de morte celular, que serve de
gatilho para o desenvolvimento da falha imunoldgica. (MASSANELLA et al., 2013;
UTAY; HUNT, 2016; YANG et al., 2020b).

Figura 10. Representacao dos diferentes fatores associados com a falha imunologica.
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25 LFA-1

A LFA-1 (do inglés, Lymphocyte Function-associated Antigen-1) é um integrina
heterodimérica (CD11a/CD18) presente na superficie de leucdcitos. Essa integrina é
fundamental para o recrutamento de leucdcitos para o local de inflamagéo tecidual.
Além disso, a LFA-1 contribui para outros mecanismos imunoldgicos importantes,
como a ativacdo de linfécitos T e formacdo de sinapse imunoldgica, virologica e
infecciosa (PFLUGFELDER; STERN; ZHANG, 2017; WANG et al., 2009).

A LFA-1 é composta por subunidades a e B que juntas formam um
heterodimero expresso na superficie celular. Essas subunidades incluem: longos
dominios extracelulares, um Unico dominio transmembranar e caudas citoplasméticas
curtas. Além disso, a LFA-1 possui trés estados conformacionais diferentes que
contribuem para diferentes tipos de afinidade com o ligante, e que séo classificados a
partir do movimento dos dominios extracelular e citosélico (Figura 11) (SHIMAOKA et
al., 2003; SHIMAOKA; TAKAGI; SPRINGER, 2002):

Figura 11. Representacdo dos diferentes estados conformacionais da LFA-1 e suas diferentes
afinidades com o ligante.
fechado/estendido aberto/estendido

dobrado/
fechado \D

f

Afinidade baixa Afinidade intermediaria Afinidade elevada

Fonte: Adaptado de WALLING et al., 2018.

e Estado dobrado/fechado: a integrina possui baixa afinidade para o ligante, e
esta conformacionalmente indisponivel;

e Estado fechado/estendido:a integrina interage com o ligante a partir da
extensdo de LFA-1, porém as caudas citosélicas permanecem fechadas;

e Estado aberto/estendido: a integrina possui alta afinidade por seu ligante, e as
caudas citosolicas estdo separadas e abertas.
A glicoproteina LFA-1 é codificada pelo gene LFAL, localizado no cromossomo

16 (16p11.2) e possui cerca de 50.528 pares de base. Esse gene apresenta 32 éxons
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em sua estrutura. Em relacéo a regulacédo do gene LFAL, evidéncias sugerem que 0s
40 primeiros pares de base no sentido 5’ proximos ao local de inicio da transcricdo
desempenham um papel essencial na funcionalidade da regido promotora do gene.
Ademais, a supressdo da transcricdo do gene LFAl pode sofrer influéncia,
principalmente, da metilacdo do promotor e condensacédo da cromatina. (LU et al.,
2002)

Figura 12. Localizacéo citogenética do gene LFAL.
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A adesao e migracao de leucécitos para o local da inflamacdo sdo mecanismos
bem estabelecidos que envolvem a interacdo entre diferentes selectinas, quimiocinas
e integrinas. Sendo assim, o rolamento e a adesdo dos leucécitos nas camadas
endoteliais sdo mediados pela ligacdo do LFA-1 aos seus ligantes da superfamilia das
imunoglobulinas: ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, ICAM-4, ICAM-5 (moléculas de adeséao
intercelular) e JAM-A (molécula de adesdo juncional A), que sao expressos na
superficie luminal de células endoteliais ativadas durante a inflamacao (FUJIMOTO,
2008; LI et al., 2018; WOJCIKIEWICZ et al., 2009).

A LFA-1 é altamente expressa por linfocitos T. Essa integrina é essencial para
a ativacdo de linfocitos T a partir da ligagcdo a ICAM-1 em células endoteliais ou
apresentadoras de antigenos para formacao de sinapses imunologicas. Além disso, a
LFA-1 expressa nas células T regulatérias (Tregs) € fundamental para que estas
desempenhem as fungdes inibitérias. Paralelamente, a LFA-1 expressa em linfocitos
T citotoxicos atua na inducéo de apoptose. Enquanto em células natural killers, essa
integrina esta envolvida na ativacao e formacao da sinapse litica (HALLE et al., 2016;
LIU etal., 2015; LOSCALZO; BOXBERGER ET AL.; LOSCALZO, 2011; N, EUNSUNG
MOURADIAN, 2008; URLAUB et al., 2017).
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2.6 ICAM-1

ICAM-1 (do inglés, Intercellular Adhesion Molecule-1) € uma proteina de
adesdo presente na membrana das células do sistema imune. Essa proteina pertence
a superfamilia das imunoglobulinas (lg), e consiste em cinco dominios extracelulares
de imunoglobulinas, um dominio transmembranar e um pequeno dominio
citoplasmatico. O peso molecular da ICAM-1 varia entre 60 até 114 kDa, dependendo
da glicosilacdo nos dominios de imunoglobulina. Ademais, os dominios de
imunoglobulinas glicosilados sdo responsaveis por intermediar a interacdo entre o
ICAM-1 com os seus ligantes (OH et al., 2011; STAUNTON et al., 1988).

A (glicoproteina ICAM-1 é codificada pelo gene ICAM1, localizado no
cromossomo 19 (19p13.2) (Figura 13), e possui cerca de 15.775 pares de base,
apresentando sete éxons em sua estrutura. Em relagéo a regulacéo do gene ICAM1,
fatores de transcricdo latentes sédo utilizados para ativacao da regido promotora desse
gene. Desse modo, a regido promotora de ICAM1 possui varias regides para o inicio
da transcricdo, sendo as duas principais localizadas em cerca de -49 e -319 pares de
base em relacdo a regido de inicio da traducdo. Além disso, a regido de ligacéo
proximal NF-kB, localizada a cerca de -200 pares de base da regido em que ocorre 0
inicio da traducdo, demonstra ser particularmente importante para a inducdo da
transcricdo do ICAM1 (GU et al., 2013a; ROEBUCK; FINNEGAN, 1999).

Figura 13. Localizacédo citogenética do gene ICAML1.
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Assim como outras imunoglobulinas, a ICAM-1 ¢é regulada p0s-
transcricionalmente por meio de splicing alternativo, gerando seis variantes ligadas a
membrana, e uma proteina sollvel que pode ser secretada (sICAM-1). Logo, o splicing
alternativo influencia na determinagédo da funcdo da ICAM-1 em varias condi¢ges
patolégicas (RAMOS; BULLARD; BARNUM, 2008; ROBLEDO et al., 2003).

Diante desse contexto, moléculas de adesédo sao essenciais na funcéo celular,
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integridade tecidual e homeostase. A ICAM-1 é expressa em nivel basal baixo nas
células imunologicas, epiteliais e endoteliais. A expressdo dessa glicoproteina &
regulada por citocinas inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e o
interferon gama (IFN-y). Dessa forma, a ICAM-1 é regulada positivamente em
resposta a um estimulo inflamatério (HUBBARD; ROTHLEIN, 2000; PHILPOTT;
MINER, 2008).

Nesse sentido, uma das principais funcdes da ICAM-1 é atuar na migracao
transendotelial de leucécitos. Essa glicoproteina é responsavel por regular o processo
de rolamento de leucécitos, assim como as interacdes adesivas dos leucocitos com a
parede vascular, orientando a migracao dessas células através do endotélio vascular
em direcdo a regido do processo inflamatério. Dessa forma, a ICAM-1 esta associada,
dentre outras atividades, com a progresséao de processos inflamatérios (MORSING et
al., 2021; WEE et al., 2009).

Contudo, estudos recentes demonstram a influéncia da atividade dessa
molécula de adesdo também nas etapas de resolucao da inflamacao, e cicatrizacédo
de feridas. A ICAM-1 expressa em macrofagos inflamatérios demonstrou um papel
crucial na eliminacdo de células apoptoticas (esferocitose) de células epiteliais e
imunes no final da resposta inflamatoria. Ademais, ICAM-1 expressa em células
epiteliais apresentam influéncia na cicatrizacdo de feridas na pele, pois a diminui¢cao
da expressao de ICAM-1 estd associada com um comprometimento na migracédo de
queratinécitos, formacédo do tecido de granulacao, e inibicdo geral do processo de
cicatrizacdo (NAGAOKA et al., 2000; SIVANAND, 2019; WIESOLEK et al., 2020).

2.7 MECANISMOS DE TRANSMISSAO CELULA A CELULA DO HIV-1

A disseminacdo do HIV-1 no organismo pode ocorrer a partir da liberacao
celular de particulas virais ou ainda através da transmissao célula a célula. Diante
desse contexto, alguns estudos demonstram que a transmisséao célula a célula é mais
eficiente na propagacao viral do que a transmissao atraves da liberacdo de particulas
livres do HIV-1. Apesar da transmissao por meio da liberacdo de particulas virais ser
um importante mecanismo de replicagéo viral em animais, essa via enfrenta alguns
desafios, como permitir que as particulas virais sobrevivam ao ambiente extracelular,
uma vez que essas precisam contornar os diferentes mecanismos da imunidade inata
e adaptativa do hospedeiro (CHEN et al., 2007; MARTIN; SATTENTAU, 2009).

Sendo assim, alguns virus evoluiram e desenvolveram estratégias que utilizam
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de mecanismos inatos da célula para se propagarem de maneira mais eficiente. Uma
das formas do virus contornar o sistema imune é a transmisséo viral célula a célula.
Estudos sugerem que esse modo de transmisséo influencia no desenvolvimento e
manutencao dos reservatorios latentes do virus (AGOSTO; ZHONG; MOTHES, 2013;
IWAMI et al., 2015).

Esse mecanismo também permite vantagens na sobrevivéncia do virus, assim
como influencia no tratamento e patogénese viral, pois alguns esquemas
monoterapicos ndo conseguem inibir de forma eficiente a propagacéo viral através
dessa transmissao. Além disso, um dos mecanismos estabelecidos para a promocao
da infeccdo latente € o retorno de células infectadas para o seu estado de laténcia.
Consequentemente, essa forma de transmissdo € um dos mecanismos que permite o
estabelecimento da infeccao latente, pois facilita a infeccao direta de linfécitos T CD4+
em estagio de repouso (AGOSTO et al., 2015; SCHILTHUIS et al., 2018; SHEN et al.,
2013).

Assim, a transmissdo célula a célula do HIV-1 pode ocorrer de diferentes
maneiras. Os métodos mais bem estabelecidos e descritos desse processo envolvem
0 contato direto célula-célula que é semelhante a sinapse imunolégica, conhecidas
como sinapses infecciosas e sinapses viroldgicas, processos que dependem das
interacOes entre as moléculas de adesédo LFA-1 e ICAM-1 (CHEN, 2012; KULPA et
al., 2013).

2.8 SINAPSE INFECCIOSA

A sinapse infecciosa (Figura 14) é formada quando o HIV-1 é
capturado por uma célula, e essa célula nao é infectada durante o processo, mas se
torna portadora do HIV-1. Em seguida, a célula portadora do virus direciona a particula
viral intacta para uma outra célula alvo ndo infectada durante o contato célula-célula.
Esse mecanismo é conhecido como transinfec¢do por HIV-1, e estd muito associado
com a transmissdo viral de células mieloides apresentadoras de antigenos, por
exemplo macrofagos e células dendriticas, para os linfécitos T CD4+ (MCDONALD,
2010; SIVANAND, 2019b).
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Figura 14. Representacao esquematica da sinapse infecciosa. Uma célula apresentadora de antigeno
portadora do HIV-1 interage com um linfécito T CD4+ néo infectado, e acaba transmitindo o virus para
a célula, tornando esse linfécito infectado pelo HIV-1.

Céula Apresentadora de Antigeno
portadora do HIV-1

% CD4 CXCR4 / CCR5

Q LFA-1 ' ICAM-1

Fonte: Adaptado de DUPONT; SATTENTAU, 2020.

A sinapse infecciosa € formada apds as interacdes iniciais entre as células
apresentadoras de antigeno portadoras de virus com as células alvo. Essas
interacdes sdo mediadas pelas proteinas de ligacdo LFA-1 e ICAM-1. Esse processo
beneficia a propagacdo do HIV-1 ao promover uma concentracdo de particulas e
receptores em uma area discreta de contato proximo (RODRIGUEZ-PLATA et al.,
2013; SANDERS et al., 2002).

2.9 SINAPSE VIROLOGICA

A sinapse viroldgica do HIV-1 depende da interacdo entre o envelope do HIV-
1 em células infectadas e células alvo nao infectadas. Esse contato célula-célula pode
ocorrer entre células adjacentes, ou entre células que se encontram a certa distancia
uma da outra. Sendo assim, o contato célula a célula desencadeia cascatas de
sinalizacdo, tanto nas células infectadas responsaveis por transmitir o HIV-1, como
nas células alvo néo infectadas (LEN et al., 2017; VASILIVER-SHAMIS et al., 2008).

A formacao da sinapse viroldgica € o principal mecanismo da transmisséo viral
célula a célula (Figura 15). Esse mecanismo foi nomeado com base na semelhanca
com a sinapse imunolégica formada entre células apresentadoras de antigenos e as
células T. Durante a formacédo da sinapse imunologica, a ligacdo do receptor de
células T (TCR) ao complexo de histocompatibilidade (MHC) expresso na superficie
de células apresentadoras de antigenos garante a ativacéo de linfocitos T a partir da
transducdo de sinais que causam a regulacdo positiva da transcricdo de diversos
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genes, secrecao de citocinas e proliferacdo celular. Aléem disso, os microtdbulos e o
citoesqueleto de actina, juntamente com as moléculas de adesédo (LFA-1 e seu ligante
ICAM-1), participam da estabilizacdo da sinapse imunolégica (DUSTIN, 2014;
HUPPA; DAVIS, 2003; N, EUNSUNG MOURADIAN, 2008b).

Figura 15. Representacdo esquematica da sinapse virologica. A célula infectada estabelece uma
conexdo adesiva temporaria com uma célula alvo que possui receptores, seja através de interacdes
entre a proteina viral Env e o receptor CD4 ou por meio de interacdes com moléculas de adeséo.
Durante esse processo, 0 virus é liberado a partir da célula infectada e se desloca em dire¢cdo aos
receptores presentes nas células alvo (indicado por uma s?ta).

Célula T CD4+
infectada @/

Célula T CD4+
ndo infectada

g CD4 CXCR4 / CCR5

Q LFA-1 ‘ ICAM-1

Fonte: Adaptado de DUPONT; SATTENTAU, 2020.

A sinapse virologica compartilha caracteristicas em comum com a sinapse
imunologica. Isso porque, a formacdo de sinapses virologicas e imunoldgicas
envolvem o recrutamento de receptores e moléculas de adeséo celular. A sinapse
virolégica € um mecanismo dinamico que se inicia pelo reconhecimento do receptor
de superficie celular CD4 da célula T néo infectada pela glicoproteina do envelope
viral gp120 expressa na superficie da célula T infectada. Essa interacdo permite o
recrutamento da poliproteina Gag viral para a regido intercelular, e culmina no
recrutamento dos coreceptores (CXCR4 ou CCR5), moléculas de adesao (LFA-1 e
ICAM-1), e outras proteinas de superficie celular (por exemplo, as tetraspaninas), para
a regido de contato intercelular, permitindo a estabilizacdo da sinapse viroldgica,
assim como maior eficacia na transferéncia viral (GARDINER; MAUER; SHERER,
2016; JOLLY; MITAR; SATTENTAU, 2007; STARLING; JOLLY, 2016).
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2.10 MoLECULAS DE ADESAO LFA-1/ICAM-1 NA FALHA IMUNOLOGICA

A sinapse virologica € um dos principais mecanismos de transmisséo do HIV-1
entre os linfécitos T CD4+. Além disso, uma célula infectada consegue gerar mais de
uma sinapse virologica, resultando na transferéncia simultdnea do HIV-1 para
multiplas células alvo néo infectadas. Apos as interacdes iniciais entre CD4 e gp120,
as moléculas de adesédo, como LFA-1 e ICAM-1, sdo recrutadas com o objetivo de
estabilizar a sinapse virologica (JOLLY et al., 2004; JOLLY; MITAR; SATTENTAU,
2007; RUDNICKA et al., 2009).

Além disso, evidéncias apontam que as interacdes entre as moléculas de
adesdo LFA-1 e ICAM-1 sdo cruciais para uma transferéncia mais eficaz do virus.
Estudos que utilizaram anticorpos contra LFA-1 e ICAM-1 demonstraram um bloqueio
parcial na transferéncia do HIV-1 pelo mecanismo de sinapse virologica. Assim, a
sinapse viroldgica estabilizada permite que um maior niamero de linfécitos T CD4+
sejam infectados, consequentemente aumentando os niveis de deplecao celular, que
€ um dos gatilhos para desencadear a falha imunoldgica (HIOE et al., 2011; JOLLY;
MITAR; SATTENTAU, 2007; TARDIF; TREMBLAY, 2005).

Importante ressaltar que uma das principais formas de deplecao celular ocorre
por meio da piroptose, que é um processo altamente inflamatério, e responsavel por
ocasionar um ciclo vicioso de inflamacéo. Esse mecanismo ocorre acompanhado da
ruptura da membrana celular, permitindo liberacéo de contetdo extracelular (incluindo
DAMPSs) e citocinas pro-inflamatérias, como a IL-18 e a IL-18. Logo, a liberacdo de
citocinas pré-inflamatérias induz o recrutamento de mais células para a regiao
infectada, causando um aumento nos niveis de morte celular. Assim, a piroptose pode
desenvolver uma inflamacao crbnica, um ciclo patogénico vicioso, que resulta no
comprometimento da reconstituicdo dos linfécitos T CD4+ dos pacientes vivendo com
0 HIV-1, e essa destruicdo excessiva de linfécitos pode fazer com que o paciente,
eventualmente, progrida para o estagio de AIDS (DOITSH et al., 2014; YANG et al.,
2020).

Diante desse contexto, as moléculas de adesdo LFA-1 e ICAM-1 podem
contribuir para um aumento nos niveis de infecgéo celular, permitindo o aumento na
taxa de destruicdo de linfécitos T CD4+, e contribuindo para a falha imunoldgica.
Nesse sentido, percebe-se a importancia de avaliar a diferenca na expressao dessas
moléculas entre os grupos de respondedores imunolégicos e ndo respondedores

imunoldgicos, a fim de verificar se h4 associacdo entre LFA-1/ICAM-1 com a falha
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imunolégica (DUFLOO; BRUEL; SCHWARTZ, 2018; YU; SHANG; JIANG, 2020).

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS
Avaliar a influéncia dos genes LFAL e ICAM1 entre pacientes vivendo com HIV-
1 respondedores (IR) e ndo respondedores imunologicos (INR) submetidos a terapia

antirretroviral a fim de compreender mecanismos da falha imunoldgica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a expressdo dos genes LFAL e ICAM1 e compara-las entre os
grupos de respondedores e ndo respondedores imunoldgicos.

e Analisar fatores clinicos e epidemiolégicos de pacientes vivendo com o

HIV-1 e sua possivel influéncia na falha imunolégica;

4 METODOLOGIA
4.1 DESENHO DO ESTUDO
A populacao do estudo foi composta por individuos em atendimento no servigo

do Hospital Dia do Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP).
Apds o0 aceite em participar do estudo, os individuos assinaram um Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) e responderam um questionario
sociodemogréfico para caracterizacdo da populacdo. Em seguida, foram coletadas
amostras de sangue periférico em tubo de EDTA que seguiram para os demais
experimentos, apos separacao do plasma. A metodologia do estudo foi aprovada pelo
comité de ética em pesquisa do IMIP (protocolo numero 3629-13). Foram incluidos no
estudo individuos que apresentavam entre 18 e 65 anos, estavam em TARV ha mais
de um ano sem troca de regime terapéutico, com boa adesédo ao tratamento e em
sucesso viroldgico. Foram excluidos individuos que apresentaram histérico de uso de
drogas injetaveis, doencas autoimunes ou neoplasias, mulheres gestantes e
individuos cujo prontuario médico estivesse incompleto. Os pacientes foram
classificados de acordo com a contagem de células T CD4+ na baseline ou apos 18
meses do inicio da terapia, tendo como base, o ganho de linfocitos T CD4+ nesse
periodo. Os individuos foram divididos em dois grupos: Respondedores Imunolégicos
(IR) ou Nao Respondedores Imunoldgicos (INR) (Figura 16).
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Figura 16. Esquema de classificacao dos pacientes.
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Fonte: adaptado de CENDERELLO; DE MARIA, 2016

4.2 ISOLAMENTO DE CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO
(PBMCS)

O isolamento de PBMCs foi executado a partir do sangue periférico dos
individuos, através da técnica de gradiente de Ficoll® Paque Plus (GE Healthcare),
seguindo instrucdes do fabricante. As PBMCs foram ressuspendidas em tampé&o
fosfato—salino (PBS) 1X para a extracdo de RNA.

4.3 EXTRACAO DE RNA, SINTESE DE CDNA E ENSAIO DE EXPRESSAO GENICA

O RNA foi extraido pelo método de Trizol (Invitrogen®) e, posteriormente,
guantificado em espectrofotdmetro (NanoDrop™ 2000), com sua integridade avaliada
por eletroforese em gel de agarose a 2%. O cDNA foi sintetizado com kit High Capacity
cDna Reverse Transcription (ThermoFisher) utilizando-se 500 ng de RNA total para
cada tubo de 40 pl de reacdo, padronizando assim, a concentracao de entrada de
RNA para a quantificacdo da expressao génica. A reacao para 0 ensaio de expressao
génica foi formada a partir de uma solucao contendo 4uL de Master Mix, 4uL de agua

Milli-Q e 0,4uL da sonda, somando um volume final de 8,4uL, que foi posteriormente
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adicionado a 1puL do cDNA anteriormente sintetizado. A reacdo de amplificacao
ocorreu em um total de 45 ciclos. Além disso, as amostras para o ensaio de expressao
génica foram realizadas em triplicatas utilizando a metodologia de PCR em Tempo
Real, com auxilio do sistema de deteccéo real time ABI 7500 (Applied Biosystems,
EUA), através de sondas fluorogénicas TagMan (Applied Biosystems, EUA) para os
genes candidatos, incluindo os genes de referéncia GAPDH, RPLPO e ACTB. A
guantidade relativa (QR) de mRNA referente a cada amostra foi calculada a partir dos
valores de Cq (ciclo de quantificacdo) obtidos para os genes alvo e genes de
referéncia. Em seguida, foi obtido o fator de normalizacédo, que foi utilizado no calculo
da quantidade relativa normalizada (QRN). Por ultimo, foram obtidos os valores de

Fold change, os quais foram utilizados para avaliar os niveis de expressao dos grupos.

4.4  ANALISES ESTATISTICAS
As analises foram realizadas no GraphPad Prism versao 9.4. Na andlise de
normalidade, foi utilizado o teste Shapiro-Wilk, utilizando-se em seguida o teste T de
student ou Wilcoxon-Mann Whitney. As variaveis categéricas (dados
sociodemogréficos e clinicos), foram avaliadas por meio do teste exato de Fisher e
Qui-quadrado. O grau de significancia (a) para os testes foi de 0,05, com intervalo de

confianca de 95%.

5 RESULTADOS
Apbs a avaliacao dos prontuérios, foram selecionados um total de 44 individuos
diagnosticados com HIV-1 entre os anos de 2016 e 2017, e que se encaixavam dentro
dos critérios de inclusdo, sendo 11 individuos do sexo feminino e 33 do sexo
masculino. Esses pacientes ainda foram classificados, de acordo com a contagem de
linfécitos T CD4+, em IR (31 individuos) e INR (13 individuos). Em seguida, essa
populacédo foi submetida & uma analise que avaliou a associacao de algumas variaveis

clinicas com a deficiéncia na recuperacao imunolodgica (Tabela 2).



Tabela 2 — Caracterizacao do grupo amostral a partir de variaveis clinicas e epidemiolégicas.

Variaveis INR IR =)
n=13 (%) n=31 (%)
Masculino 11 (84.6) 22 (71.0)
Sexo 0.4612
Feminino 2 (15.4) 9 (29.0)
Idade no inicio
da TARV * 41.8+ 3.0 33.7+21 0.041
Peso (Kg)* 746+44  753+25 0.892
Tempo até o inicio 2.0 (1.0- i
da TARV (semanas) ™ 9.5) 8.0(3.0-9.0) 0.176
ABC+3TC+DTG 1(7.7) 0 (0.0)
ABC+3TC+NVP 0 (0.0) 1(3.2)
Redi - TDF+3TC+ATV/r 2 (15.4) 4 (12.9)
egime terapeutico 0.571
(INTR+3TC+3? opcdo) TDF+3TC+LPV/Ir 0 (0.0) 1(3.2)
TDF+3TC+DTG 7 (53.8) 14 (45.2)
TDF+3TC+EFZ 3 (23.1) 11 (35.5)
2 NRTI + INI 8 (61.5) 14 (45.2)
Regime terapeutico INRTI+IP/r 2 (15.4) 5(16.1)  0.564°
(estratificado por classes)
2NRTI+NNRTI  3(23.1) 12 (38.7)
Carga Viral pré-TARV (Log10
copias RNA/ML * 47+04 41+0.2 0.129
Contagem de células 1539+
T CD4+ (cel/pl) pré-TARV * 388 5545+64.9 <0.001
Contagem de células 307.9 +
T CD4+ (cel/ul) pés 18 meses 37' 6_ 816.6 + 81.6 <0.001
de TARV ™ )
Razédo CD4/CD8 pré- TARV * 0.12+0.05 0.60+0.10 0.010
Razao CD4/CD8 pos 18 048+0.08 1.34+013 <0.001

meses de TARV *

* Teste t (Shapiro-Wilk: >0.05)

** Teste Wilcoxon-Mann-Whitney (Shapiro-Wilk: <0.05)

aTeste exato de Fisher
b Teste Qui-quadrado

ABC = Abacavir; 3TC = Lamivudina ; DTG = Dolutegravir; TDF = Tenofovir ; ATV/r = Atazanavir

potenciado com ritonavir ; LPV/r = Lopinavir potenciado com ritonavir ; EFZ = Efavirenz

Fonte: Elaborada pelo autor
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Como resultado, foi observado uma diferenca estatistica significa entre os
grupos INR e IR nas seguintes variaveis clinicas: idade no inicio da TARV (p = 0,041),
contagem de células T CD4+ (cel/ul) pré-TARV (p<0,001), contagem de células T
CD4+ (cel/ul) p6s 18 meses de TARV (p<0,001), razdo CD4/CD8 pré-TARV (p =0,01)
e razdo CD4/CD8 ap6s 18 meses de TARV (p<0,001). As demais variaveis avaliadas
nao demonstraram associacado com a falha imunoldgica.

Para o ensaio de expressao génica, foi realizada a quantificacdo relativa dos
genes de referéncia GAPDH, ACTB e RPLPO para os individuos distribuidos entre os
grupos IR e INR. Com relacdo aos genes alvo, foram analisados 43 pacientes (13 INR
e 30 IR) para LFAL e 44 pacientes (13 INR e 31 IR) para o gene ICAML1.

Para o gene ICAML1 foi construido um grafico com a média e os valores
individuais de Fold Change (FC) das amostras (Figura 17). Nao houve diferenca
estatistica significativa (p=0,751) na expressdo de ICAM1 no grupo INR quando

comparado com o grupo IR. O valor de FC para ICAM1 foi de -1,04.

Figura 17. Representacdo dos valores de Fold Change para os grupos INR e IR para o gene ICAM1.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Paralelamente, para o gene LFA1 também foi realizado a construgcdo de um
grafico com a média e valores individuais de FC das amostras participantes do ensaio
(Figura 18). Contudo, apesar da relacdo dessa molécula com diferentes aspectos da
infeccdo pelo HIV-1, ndo foi possivel identificar uma diferencga estatistica significativa
(p=0,117) nos niveis de expressao do gene LFAL nos individuos do grupo INR quando

comparados com os individuos do grupo IR. O valor de FC foi igual a 1,13.

Figura 18. Representacdo dos valores de Fold Change para os grupos INR e IR para o gene LFAL.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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6  DISCUSSAO

A terapia antirretroviral é essencial na reducéo da morbimortalidade de pessoas
vivendo com o HIV-1, e na melhora da qualidade de vida desses individuos. Apesar
dos avancos, algumas questdes sobre a resposta do sistema imunoldgico desses
pacientes em relacdo a TARV ainda ndo estdo completamente elucidadas. Assim, a
compreensao da deficiéncia na recuperacdo imunologica € um aspecto essencial,
tendo em vista que a reducdo de linfécitos T CD4+ € um fator determinante na
susceptibilidade a AIDS e problemas a ela relacionados (PRABHAKAR et al., 2011,
TINCATI et al., 2018).

No presente estudo, a idade no inicio da TARV demonstrou ser um fator
associado a uma recuperacao imunolégica deficiente. Esse resultado corrobora com
outras pesquisas realizadas que demonstram que 0s pacientes com idade mais
avancada apresentam uma maior susceptibilidade para a ativacdo imune, processo
gue pode desencadear a falha imunoldgica. A ativacdo imune exacerbada culmina no
desgaste tecidual do timo, e também na destruicéo de linfécitos T CD4+, funcionando
como gatilhos para falha na resposta imunoldgica. Além disso, a idade elevada
também estd associada com imunossenescéncia e reducdo do timo, 6rgéo
responsavel pela maturacao de linfécitos, e producédo dessas células em pacientes
vivendo com o HIV-1, pois apesar do timo ter sua atividade maxima durante a infancia,
e reduzir para niveis basais ao longo dos anos, em casos de intensa linfopenia, como
em pessoas HIV-positivo, esse 6rgdo volta a promover a producdo celular. Esses
fatores relacionados com a idade podem contribuir para o déficit da recuperacéo
imunoldgica. Assim, a reconstituicdo de linfécitos T CD4+ demonstra ser inversamente
proporcional a idade no inicio da terapia (DESAI; GROLLEAU-JULIUS; YUNG, 2010;
DOS SANTOS GUEDES et al., 2023; NARANJO et al., 2016; VIARD et al., 2001).

Além disso, a contagem de linfécitos T CD4+ pré TARV também foi uma
variavel clinica que demonstrou diferenca significativa entre IR e INR. Estudos
apontam que baixos niveis de linfocitos T CD4+ circulantes no inicio do tratamento
estariam associados com translocacao microbiana, desenvolvimento de cepas X4 e
aumento nos riscos de desenvolvimento de coinfeccdes, e todos esses fatores
contribuem para um déficit na reconstituicdo das células T CD4+. Ademais, outras
pesquisas também demonstraram associa¢ao dos niveis de linfécitos TCD4+ no inicio
da terapia com a falha imunoldgica. Assim sendo, quanto menor a quantidade de

linfécitos T CD4+ circulantes no inicio do tratamento, maior a susceptibilidade para o
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desenvolvimento da falha imunoldgica. Nesse sentido, a contagem de linfocitos € um
fator tdo importante que, atualmente, a recomendacao é iniciar a TARV logo apés a
deteccdo do HIV-1, independentemente da quantidade de linfécitos T CD4+
circulantes, pois quanto maior forem os niveis dessas células no inicio da terapia,
maiores sdo as chances de sucesso terapéutico desse paciente (FALSTER et al.,
2010; KELSEY C. MARTIN MHATRE V. HO et al., 2008; LI et al., 2019).

Somado a isso, a razdo CD4/CD8 pré-TARV foi uma variavel clinica que
demonstrou diferenca significativa entre os grupos INR e IR no presente estudo. Esse
resultado também foi observado em outras pesquisas que sugeriram que essa razao
poderia ser um fator que influencia na falha imunolégica, pois a reconstituicdo de
linfécitos T CD4+ ocorre mais rapido, e com maior facilidade, nos pacientes que
apresentavam uma maior razdo de células CD4/CD8 antes da terapia antirretroviral
(LI et al., 2019; MILANES-GUISADO et al., 2018).

Em relacdo a quantificacao da expresséo do gene ICAM1, o presente resultado
ndo demonstrou diferenca estatistica significativa entre os grupos INR e IR. Apesar
disso, o produto desse gene, a molécula de adesdo ICAM-1, apresenta um papel
importante no processo de transmissao e estabilizacdo da infeccéo pelo HIV-1. Dessa
forma, outros estudos de caréater funcional, observaram o aumento no nivel de ICAM-
1 na superficie celular em uma variedade de doencas, como cancer, doencas
cardiovasculares, distlrbios autoimunes, e doencas inflamatérias. Apesar de nao ser
uma doenca essencialmente inflamatoria, os pacientes HIV-1 positivos apresentam
um perfil inflamatério alterado. Sendo assim, essa glicoproteina apresenta um
potencial para ser utilizada no progndstico, tratamento e acompanhamento da
resposta inflamatoria dessas doencas, incluindo a infec¢ao pelo HIV-1, uma vez que
ja foi demonstrado uma regulacdo positiva da ICAM-1 em pacientes infectados por
esse virus (EGERER et al., 2000; GUO et al., 2016; WALLET et al., 2015; ZHANG;
HONG,; BAI, 2008).

Por conseguinte, estudos envolvendo as técnicas de citometria de fluxo, ELISA
e imunohistoquimica demonstraram que a concentracdo de ICAM-1 na superficie
celular de linfécitos, assim como outras células (por exemplo, macréfagos, astrécitos
e células dendriticas), é realmente maior em pacientes HIV-1 positivos quando
comparados com pessoas hao infectadas pelo virus. Levando em consideracao esse
contexto, os niveis celulares dessa molécula em individuos vivendo com HIV-1

tendem a diminuir apos a utilizagdo dos medicamentos antirretrovirais, porém ainda
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permanece aumentada em comparacao com individuos nao infectados. Ademais, 0s
niveis elevados na expressdo de ICAM-1 em células infectadas pelo HIV-1 podem
contribuir para a agregacgéo de células inflamatérias, como linfocitos T e macrofagos,
em regides de leséo celular, desencadeando uma cascata de respostas inflamatérias.
Ademais, outros estudos envolvendo doencas com caracteristicas inflamatérias, tal
qual a infecgéo pelo HIV-1, demonstraram um aumento na expressao do gene ICAM1
(BOHNET; BRAUN; DAIHOFF, 1994; GARRIDO et al., 2007; KULKARNI et al., 2016).

Somado a isso, um estudo demonstrou que a expressao do gene ICAM1 em
células epiteliais da mama € induzida por citocinas pro-inflamatérias, como IFN-y.
Esse mesmo estudo corroborou com outros pesquisas que sugerem que a expressao
desse gene pode influenciar na progressdo e metastase do cancer de mama. Além
disso, outros grupos de pesquisa evidenciaram que 0 aumento na expressao de
ICAML1, assim como polimorfismos nesse gene podem influenciar na susceptibilidade
para o desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 1. Isso é importante, pois assim
como as pessoas vivendo com o HIV-1, os individuos diabéticos apresentam um perfil
inflamatério alterado (FIGENSCHAU et al., 2018; GU et al., 2013; MA et al., 2006).

Em relacdo a quantificacdo da expressédo do gene LFAL, o presente estudo
também ndo demonstrou diferenca estatistica significativa entre os grupos INR e IR.
Contudo, o produto desse gene, a glicoproteina LFA-1, é importante na estabilizacéo
da disseminacgdo do HIV-1. Estudos anteriores apontam que particulas virais do HIV-
1 que apresentam ICAM-1 derivado da membrana célula hospedeira estdo associadas
com o0 aumento no processo infeccioso de linfocitos T CD4+ que apresentam a
integrina LFA-1 em sua superficie celular (CANTIN; TREMBLAY, 1998; FORTIN et al.,
1999; HARLAN; WINN, 2002; TARDIF; TREMBLAY, 2003).

Adicionalmente, a industria farmacéutica observou que a LFA-1 € um
interessante alvo terapéutico para alguns processos fisioldgicos e patolégicos. A
lovastatina foi um dos medicamentos desenvolvidos com o objetivo de inibir as
atividades da LFA-1. Nesse sentido, estudos observaram que esse farmaco limita e
inibe as interacdes entre LFA-1 e ICAM-1, consequentemente bloqueia as funcdes
imunes que sdo mediadas a partir dessas interagdes, por exemplo a transmigragao
leucocitaria durante processos inflamatérios. Dessa forma, algumas pesquisas
demonstraram que a lovastatina € capaz de inibir a infeccéo de linfocitos T CD4+ por
particulas do HIV-1 que apresentam ICAM-1 em sua membrana viral. Além disso,

evidéncias apontam que esse farmaco € capaz de reduzir a carga viral, assim como
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aumentar os niveis de linfocitos T CD4+ em pacientes com infecc¢ao cronica do HIV-1
(FRANK, MATTHEW G. ANNIS, WATKINS, 2019; WEITZ-SCHMIDT et al., 2004).

Importante ressaltar que um grupo de pesquisa observou que 0 aumento na
expressdo do gene LFALl pode influenciar no aumento de infiltrado celular, por
exemplo, linfécitos T CD4+, T CD8+, macrofagos, células dendriticas e neutrofilos, em
pacientes com cancer gastrico. Paralelamente, um outro estudo envolvendo
individuos com esclerose sistémica demonstrou que a desmetilacdo de uma regido
promotora do gene LFAL1 promove o aumento na proliferacdo de linfécitos T CD4+.
Além do mais, estudos sugerem que a quantificacdo e o aumento da expressdo do
gene LFAl1 pode servir como um marcador de prognostico para placas
ateroscleroticas, isso € interessante porque 0s pacientes com aterosclerose também
possuem perfil inflamatério alterado, assim como os individuos com HIV-1 (WANG et
al., 2014; YANG et al., 2022; ZHANG et al., 2022).

Dessa forma, apesar do presente estudo ndo ter demonstrado uma diferenca
significativa na expressao dos genes LFAL e ICAM1 entre os grupos IR e INR, outras
pesquisas envolvendo doencas de carater inflamatério ja demonstraram associacao
e a importancia das moléculas LFA-1/ICAM-1 na recuperacdo dos pacientes, pois a
interacdo entre essas moléculas € crucial para a resposta imune mediada por células
e 0 processo inflamatério. Isso € importante, pois a infeccdo pelo HIV-1 também é
uma doenca que tem caracteristicas inflamatérias (PFLUGFELDER; STERN; ZHANG,
2017).

Vale salientar que um estudo realizado anteriormente pelo grupo evidenciou
gue as células recém migradas do timo (RTEs) de pacientes INR apresentam uma
maior susceptibilidade a morte celular por piroptose quando comparados com 0s
individuos IR. Desta maneira, uma vez que as interacoes entre LFA-1 e ICAM-1
permitem a estabilizacdo da sinapse virologica, esperava-se encontrar um aumento
na expressao desses genes em individuos INR, tendo em vista que essas moléculas
poderiam influenciar no aumento da deplecéo dos linfocitos T CD4+. Uma vez que as
interacdes entre LFA-1 e ICAM-1 permitem estabilizacdo da sinapse virologica,
culminando no aumento da transmissdo do HIV-1 para células, resultando em um
possivel aumento na destruigdo celular, por meio, principalmente da piroptose. Um
tipo de morte altamente inflamatoria, que resulta na liberacdo de citocinas pro-

inflamatorias e gera um ciclo vicioso que culmina em mais morte celular e em uma
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recuperacdo imunoldgica deficiente (AGOSTO et al.,, 2015; BRACQ et al., 2018;
CARVALHO-SILVA et al., 2019).

Diante desse contexto, apesar de diversos estudos demonstrarem a
importancia das moléculas de adesdo no processo de transmissdo do HIV-1,
contribuindo para o processo de destruicdo de linfocitos T CD4+, nossa analise ndo
encontrou associacdo da expressdo dos genes LFA1 e ICAM1 com a falha
imunoldgica. No entanto, a transmissdo por meio da sinapse virolégica ocorre,
principalmente, nos linfonodos, sendo essa uma das limitagbes desse estudo que
pode ter influenciado na auséncia de diferenca significativa na expressao desses
genes, uma vez que a quantificacao génica foi realizada por meio do sangue periférico
(BRACQ et al., 2018; DOITSH;, 2017; GALLOWAY et al., 2015).

Logo, tendo em vista 0s aspectos apresentados, o carater multifatorial da falha
imunologica, e a escassez de estudos envolvendo as moléculas de adeséo e a
expressdo desses genes na infeccado pelo HIV-1, percebe-se a necessidade do
desenvolvimento de mais pesquisas envolvendo LFA-1 e ICAM-1, assim como seus
genes, para uma melhor compreenséo do processo de recuperacdo imunoldgica dos

pacientes HIV-1 positivo submetidos a TARV.
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7 CONCLUSAO

Em relacédo aos aspectos clinicos e sociodemograficos, a baixa contagem de
linfécitos T CD4+ antes e depois da terapia antirretroviral, a razdo CD4/CD8
antes e depois da TARYV, e aidade avancada no inicio da TARV, demonstraram
influenciar significativamente na resposta imune dos pacientes vivendo com o
HIV-1 submetidos a terapia antirretroviral, assim sendo considerados fatores

de risco para a falha imunologica.

Para os ensaios de quantificacdo da expressao génica, foi verificado que a
expressdo dos genes LFAl e ICAM1 nado apresentaram diferencas

significativas do grupo INR em comparac¢ado com o grupo IR.
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Anexo A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

Pesquisador responsavel Comité de Etica em Pesquisa

Antonio Victor Campos Coelho

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

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

901. Telefone: 2101-2542

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

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

Convidamos vocé a participar de uma pesquisa que estamos realizando sobre
diferencas genéticas envolvidas no comportamento do HIV no organismo. Algumas
pessoas combatem melhor o virus que outras durante a infeccdo; outras respondem
melhor a terapia com os antirretrovirais. Além disso, algumas criancas adquirem o
virus durante o parto ou amamentacao (transmisséo vertical), enquanto outras nao.
Estamos fazendo essa pesquisa para tentar descobrir se diferencas genéticas
expliqguem essa diferenca entre as pessoas convivendo com o HIV e pretendemos
recrutar 400 voluntarios ao todo. Essa pesquisa € 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 autorizagdo, gostariamos de realizarmos entre uma e cinco coletas
de pequenas quantidades do seu sangue (no maximo 8 mL por coleta), colhidas
durante os exames de rotina de acompanhamento da infec¢ao pelo HIV. Caso sejam
necessarias mais de uma coleta, elas serao feitas a cada trés ou quatro meses, de
acordo com a rotina de suas consultas. Solicitamos também a sua autorizagcédo para
utilizar dados do prontuéario, como idade que iniciou o0 acompanhamento médico e 0s
resultados dos seus ultimos exames de rotina para avaliar o controle do HIV. Como a
Genética esta em constante evolucdo, é possivel que novas pesquisas além desta
sejam realizadas com suas informacdes e material biologico armazenados. Caso isso
ocorra, 0s pesquisadores entrardo em contato com o comité de ética e com vocé para
solicitar nova autorizagao.

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 sdo apenas
sintomas provocados pela coleta do sangue como: vermelhiddo e dor no brago no
local da coleta e enjoo. Além disso, todas as suas informacdes pessoais estardo
seguras. Nenhuma pessoa fora da pesquisa tera acesso a elas.
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A participacdo na pesquisa € totalmente voluntaria. Nao havera nenhum gasto pela
sua participacdo, ndo recebendo cobranca com o que serd realizado. Vocé também
nao recebera nenhum pagamento ou beneficio financeiro pela sua participacdo. Da
mesma forma, ndo havera nenhum prejuizo a vocé caso ndo queira participar ou
desistir de participar desta pesquisa.
Caso vocé se sinta prejudicado (a) pelo andamento da pesquisa, asseguramos que
vocé recebera todas as assisténcias cabiveis neste hospital, incluindo o direito de
solicitar indenizacdo aos pesquisadores por eventuais danos. Caso vocé possua
alguma duavida acerca dos objetivos do estudo, por favor, entre em contato com 0s
responsaveis pela pesquisa. Além disso, se vocé tiver alguma consideracgao ou duvida
sobre esta pesquisa, também pode entrar em contato com o comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do IMIP (CEP-IMIP), que objetiva defender os
interesses dos participantes, respeitando seus direitos e contribuir para o
desenvolvimento da pesquisa desde que atenda as condutas éticas.
Eu,
(nome completo) compreendi as informaglOes repassadas e autorizo que seja
realizada a avaliacdo genética da amostra de sangue coletada, e concordo que 0s
dados obtidos sejam utilizados para pesquisa. Declaro que fui informado (a) pela
equipe do pesquisador Sergio Crovella sobre os objetivos da pesquisa e estou
consciente de que:

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

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

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

4. O pesquisador podera ter acesso ao meu prontudrio e que minhas informacdes
pessoais serdo mantidas em sigilo;

5. Recebi uma copia deste documento.

Assinatura do Voluntario

Assinatura da Testemunha Assinatura da Testemunha

Assinatura do Pesquisador Responsével

Ndmero do prontudrio Cdédigo de amostra

Inclusdo no Bracgo (Transmisséo vertical do HIV) C do estudo?




SIM( ) NAO ( )

Se SIM, aplicar o termo de assentimento para a coleta do (a) filho (a) da paciente.
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Anexo B — QUESTIONARIOS E FORMULARIOS DE ACOMPANHAMENTO

FORMULARIO A — RECRUTAMENTO: COLETA DADOS CLINICOS

1. Dados pessoais (apenas para identificacido, NAO serfo divulgados)

Nome do Paciente

Data de Nascimento Naturalidade

Cidade de residéncia Sexo

M( )

2.

2. Informacdes clinicas e epidemiolégicas

Etnia (segundo classificagcdo 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?

Se SIM, quantas un. por semana?

NAO ( ) NAO( )
Se NAO, parou de fumar? Se NAO, parou de beber?
SIM( ) NAO( ) SIM( ) NAO( )
Comorbidades pré-existentes
Desordem Psiquiatricas SIM( ) NAO( ) IGNORADO ( )
Doenga autoimune SIM( ) NAO ( ) IGNORADO ( )
Doenca 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. Infecc¢do pelo HIV
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Modo de transmissdao (marcar todos que se apliquem)

() Transmissdo vertical

(

) Relagdo sexual heterossexual

() Relagdo sexual homossexual

) Transfusdo sanguinea

() Durante tratamento para hemofilia (

) Acidente com material bioldgico

() Uso de drogas injetaveis

) IGNORADO

Idade de Inicio da vida sexual

Data de diagndstico de infecgao pelo HIV

Possui parceiro(a) fixo(a)?

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

O paciente é usudrio de drogas? SIM () Qual? NAO( )

4,

Se a paciente for mulher, ela esta atualmente gravida?
SIM( ) Més de gestacdo: NAO( )
O(a) paciente tem filhos?

N2 Idade Sexo Tipo de parto Status de HIV

1 M( ) F( normal ( ) cesariana ( ) POS( ) NEG( )
2 M( ) F( normal ( ) cesariana ( ) POS( ) NEG( )
3 M( ) F( normal ( ) cesariana ( ) POS( ) NEG( )
4 M( ) F( normal ( ) cesariana ( ) POS( ) NEG( )
5 M( ) F( normal ( ) cesariana ( ) POS( ) NEG( )

4. Perspectivas do paciente acerca do acompanhamento médico

O paciente concorda com a seguinte frase: “Posso ter uma vida normal se for acompanhado(a) pelo
médico e seguir suas orientagoes”?

SIM( )

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 relagdo as consultas, o quao frequentemente o paciente falta a elas?
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Muitas vezes Algumas vezes Ocasionalmente Raramente Nunca

() () () () ()

Considerando as condi¢des 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.
5. Coinfeccdes, infecgdes oportunistas e doencas definidoras de AIDS (ver no prontuério)
Datas
Sorologia para Hepatite B? POS( ) NEG( ) IGN( )
Sorologia para Hepatite C? POS( ) NEG( ) IGN( )
Se SIM, tratamento para Hepatite C? SIM( ) NAO( ) IGN( )
Qual esquema?
6.
Datas
Tuberculose? POS( ) NEG ( ) IGN( )
Se SIM, estado da infecgdo: ATIVA( ) LATENTE ( ) IGN ( )
Estad em tratamento? SIM( ) NAO ( ) IGN( )
Qual esquema?

Doencas definidora de AIDS?

() Candidiase oral () Candidiase do es6fago
() Febre ou diarreia por 1 més ou mais () Deméncia pela AIDS
() Herpes simples por 1 més ou mais () Herpes zoster
() Infeccdo pelo CMV () Perda de peso acentuada
() Pneumonia () Toxoplasmose
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FORMULARIO B - ACOMPANHAMENTO: REVISAO DE DADOS CLINICOS

NOME CODIGO | PAGINA

1. Informacgdes clinicas e epidemiolégicas
1.1 Peso e altura

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

Se SIM, indique quantas unidades s&o consumidas:

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

Desordem Psiquiatricas

Doenca autoimune

Doenca cardiovascular

Diabetes
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Doenca renal

Doenca de figado

Osteoporose

1.1.2.

2. Infeccéo pelo HIV
2.1 Parceiros sexuais

Possui parceiro(a) fixo(a)?

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

2.2 Gravidez e HIV

Datas Se a paciente for mulher, ela esta atualmente gravida?
1 SIM( ) Més de gestaco: NAO ( )
2 SIM( ) Més de gestacio: NAO ( )
3 SIM( ) Més de gestacio: NAO ( )
4 SIM( ) Més de gestacio: NAO ( )
Se alguma resposta for SIM durante o periodo de acompanhamento, qual o estado Data de
sorolégico da(s) crianca(s)? Nascimento

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

Filno2 | SexoM( )F( ) | POSITIVO () | NEGATIVO () | IGNORADO ( )

Filno3 | SexoM( ) F( ) | POSITIVO () | NEGATIVO () | IGNORADO ( )

Filho4 | SexoM( ) F( ) | POSITIVO () | NEGATIVO () | IGNORADO ( )

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

Esquema Data de inicio




FORMULARIO C - ACOMPANHAMENTO DE EXAMES

77

NOME CODIGO | PAGINA
4. Coinfecc¢des, infecgBes oportunistas e doengas definidoras de AIDS
4.1 Sorologia de hepatites virais
Sorologia para Hepatite B Datas
POSITIVO ( ) NEGATIVO ( ) IGNORADO ( ) 1
POSITIVO ( ) NEGATIVO ( ) IGNORADO ( ) 2
POSITIVO ( ) NEGATIVO ( ) IGNORADO ( ) 3
POSITIVO ( ) NEGATIVO () IGNORADO ( ) 4
Sorologia para Hepatite C Datas
POSITIVO ( ) NEGATIVO ( ) IGNORADO ( ) 1
POSITIVO ( ) NEGATIVO ( ) IGNORADO ( ) 2
POSITIVO ( ) NEGATIVO ( ) IGNORADO ( ) 3
POSITIVO ( ) NEGATIVO () IGNORADO ( ) 4
Se POSITIVO, esta em tratamento contra a hepatite C?
SIM( ) NAO () IGNORADO ()
Esquema Data de inicio Ad(;os)g‘ ° Data de troca d'\g?:g/c?a
1
2
3
4
4.2 Infecgdo por Tuberculose
Infeccdo por tuberculose Datas
POSITIVO ( ) NEGATIVO ( ) IGNORADO ( ) 1
POSITIVO ( ) NEGATIVO ( ) IGNORADO ( ) 2
POSITIVO ( ) NEGATIVO ( ) IGNORADO ( ) 3
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POSITIVO ( ) NEGATIVO ( ) IGNORADO ( ) 4
Se POSITIVO, est4 tratamento contra a tuberculose?
SIM( ) NAO ( ) IGNORADO ( )
L Adeséo METE
Esquema Data de inicio (%) Data de troca da
troca

1

2

3

4.3 Doencas definidoras de AIDS (Se houver mudanca de status, indicar a data)
Doenca Status Data
Candidiase oral
Febre ou diarreia por 1 més ou mais
Herpes simples por 1 més ou mais
Infeccdo pelo CMV
Pneumonia
Candidiase do eséfago
Deméncia pela AIDS
Perda de peso acentuada
Toxoplasmose
5. Acompanhamento de carga viral e contagem de linf6citos

NO DATA CV | LOGwo(CV) | CD4+ | CD4+ (%) | CD8+ | CD8+ (%) | CD45+
1
2
3
4
5
6
7
8
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10

11

12

6.

6. Medicdo de adesdo ao tratamento anti-HIV CODIGO DE AMOSTRA:

Prescricao
NO

Esquema 1

Esquema 2

Esquema 3

Esquema 4

Esquema 5

Esquema 6

10

11

12

7.

7. Controle de esquemas e trocas

Esquema

Data de inicio

Adesao
(%)

Data de troca

Motivo
da troca




