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RESUMO

A infeccéo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana 1 (HIV-1) tem como caracteristica classica
a deplecdo de linfocitos T (LT) CD4+, que quando ndo tratada culmina na Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). Com o surgimento terapia antirretroviral (TARV), na
década de 80, ocorreu uma verdadeira revolugdo. A TARV, apesar de ndo eliminar o virus,
consegue manter a carga viral em niveis indetectaveis, melhorando a qualidade de vida dos
portadores. No entanto, entre 15-30% dos individuos em uso regular de TARV e com carga
viral indetectavel ndo consegue recuperar os niveis de LT CD4+ (Recuperacdo Imunoldgica).
Estudos apontam que a apoptose pode estar envolvida na diminui¢do dos LT CD4+ e que
variacdes genéticas como polimorfismos de base uUnica (SNPs) em moléculas envolvidas nas
vias da apoptose podem levar a diferentes respostas imunoldgicas do individuo a infeccéo.
Neste sentido, o presente estudo se propds a investigar o papel de SNPs (rs1800692, rs767455,
rs2270926, rs8904, rs1800629) em genes codificadores de proteinas que ativam a via extrinseca
da apoptose através do TNF-a/TNFR1, ¢ sua relagdo com a recuperagdo imunoldgica de
pacientes com uso regular de TARV. Foram estudados 113 pacientes HIV positivos, atendidos
e tratados no Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP), em uso de TARV
por um ano e com carga viral indetectavel, os quais foram divididos em dois grupos: sucesso
imunolégico (controle) e falha imunoldgica (caso). Nao foram observadas associagdes entre 0s
polimorfismos dos genes estudados com o sucesso ou falha imunoldgica apresentada pelos
individuos fazendo uso regular da TARV. Também nado foi observada nenhuma associacdo
entre a falha imunoldgica e as varidveis clinicas: peso, etnia, idade, género e esquema
terapéutico. Apesar da auséncia de associa¢des dos SNPs estudados com a falha imunoldgica,
alguns fatores limitantes do estudo devem ser considerados (pequeno nimero amostral, nao
inclusdo de outras moléculas da via estudada), se fazendo necessario novos estudos de réplica

em outras populagdes.

Palavras-chave: Apoptose. SNPs. TNF-o/TNFR1. HIV. TARV.



ABSTRACT

Infection by Human Immunodeficiency Virus 1 (HIV-1) has as a classic feature the depletion
of T lymphocytes (TL) CD4 + that, when untreated, culminates in Acquired Immunodeficiency
Syndrome (AIDS). With the advent of HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy), in the
80s, there was a real revolution. The ART, although it doesn't eliminate the virus, it can keep
the viral load in undetectable levels, improving the quality in patient's' lifes. However, 15-30%
of individuals regularly using HAART and with undetectable viral load, cannot recover CD4 +
LT levels (Immune Recovery). Studies have shown that apoptosis may be involved in CD4 +
depletion and genetic variations, such as single nucleotide polymorphisms (SNPs), in molecules
involved in apoptosis pathways can lead to different immune responses from the individuals to
the infection. Therefore, the present study aims to investigate the role of SNPs (rs1800692,
rs767455, rs2270926, rs8904, rs1800629) in genes encoding proteins that activate the extrinsic
pathway of apoptosis, by TNF-a / TNFR1, and its relationship with immune recovery of
patients in regular use of HAART. We studied 113 HIV-positive patients assisted and treated
by the Institute of Integrative Medicine Professor Fernando Figueira (IMIP), who were under
HAART for at least one year and with undetectable viral load, which we divided into two
groups: immunological success (control) and immunological failure (case). There were no
associations between the polymorphisms of the studied genes with the immune failure
presented by individuals making regular use of HAART. Also, it has been observed no
associations between the immunologic failure with the clinical variables: weight, ethnicity, age,
gender and treatment regimen.

Despite the absence of associations of SNPs studied with immunological failure, some
limitations of the study should be considered (small sample size, no inclusion of other

molecules of the studied pathway), thus new replica studies in other populations are necessary.

Keywords: Apoptosis. SNPs. TNF-a / TNFR1. HIV. HAART.
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1. APRESENTACAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Humana (AIDS), ocasionada pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), representa um grave problema de saide publica mundial.
Dados epidemioldgicos divulgados pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) no final do ano
de 2015 evidenciaram que mais de 36,9 milhdes de pessoas vivem com o HIV, tendo ocorrido

2 milhdes de novas infecgdes e cerca de 1,2 milhdes de obitos (UNAIDS, 2015a).

No Brasil, 0 Ministério da Saude (MS) através do boletim epidemiol6gico HIV/AIDS,
divulgou que do inicio da epidemia na década de 80 até junho de 2015 foram registrados
798.366 casos da doenca. Existe uma grande variacdo na distribuicdo geografica dos casos de
HIV/AIDS no pais, as maiores concentracfes se encontram nas regides Sudeste (53,8%) e Sul
(21%), enquanto as menores concentragdes sao vistas nas regides Nordeste (14,6%), Centro
Oeste (5,9%) e Norte (5,7%). Os individuos de ambos 0s sexos com faixa etaria entre 25-39
anos sdo os mais afetados. A taxa de deteccdo da AIDS ficou em 19,7 (por 100 mil habitantes)
e o coeficiente de mortalidade foi determinado em 5,5 por 100 mil habitantes (MINISTERIO
DA SAUDE/BRASIL, 2015).

O HIV pertence a familia dos retrovirus e apresenta duas formas genéticas: HIV-1 e HIV-
2 (PEETERS; D’ARC; DELAPORTE, 2014). Sua transmissdo ocorre através de fluidos
bioldgicos contaminados, como: sangue, sémen, secrecdes vaginais e por transmissao vertical
(de mée para filho). A principal forma de contaminacédo se da por relagdes sexuais sem uso de
preservativo (KUMAR et al., 2010).

Os linfocitos T CD4+ sdo os principais alvos da infec¢cdo pelo HIV, mas outras linhagens
celulares como mondcitos e células dendriticas também podem ser infectadas (WILEN;
TILTON; DOMS, 2012). A infeccdo tem como caracteristica classica uma deplecdo dos
linfocitos T CD4+ com consequente surgimento das doengas definidoras da AIDS, dentre elas,
tuberculose, toxoplasmose, candidiase (PAIARDINI; MULLER-TRUTWIN, 2013).

As células T CD4+ do tecido linfoide associado ao intestino (GALT, do inglés Gut
Associated Lymphoid Tissue) sdo um importante alvo para replicagcdo do virus, o que leva as
mesmas a sofrerem grande deplecdo, possivelmente por apoptose ou morte celular programada
culminando com a perda da integridade da barreira da mucosa intestinal. A perda dessa

integridade vai permitir a translocacdo de produtos bacterianos e fungos para o sistema
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circulatorio levando a uma ativagdo imune sisttmica (BRENCHLEY et al., 2004). Essa
ativagdo, juntamente com a replicagdo viral no GALT, leva a uma deplecéo continua de células
T CD4+ chegando ao estado de exaustdo imune, que é a incapacidade das células do sistema
imune responder de forma eficiente a infec¢do pelo HIV e outros patégenos (GONZALEZ;
ZAPATA; RUGELES, 2016). O paciente infectado pelo HIV apresenta uma constante ativagéo
do sistema imune, estabelecida logo na fase inicial da infec¢do que, no entanto, ndo é capaz de
deter a replicacdo viral, ja que as células do sistema imune ndo conseguem exercer suas funcoes
efetoras de forma eficiente, quer seja por apresentarem alteragdes funcionais ou devido aos
mecanismos desenvolvidos pelo virus para evadir-se do sistema imunoldgico (SHAW et al.,
2011).

O HIV induz ndo s6 a morte das células T infectadas, células T adjacentes ndo infectadas
também sdo eliminadas por apoptose, desencadeada por uma série de estimulos como
superexpressdo de ligantes de morte (FasL, TNF), citotoxicidade de proteinas soltveis do virus
(gp120, tat, nef, e vpr) (WANG et al., 2012).

A apoptose pode ser desencadeada por duas vias: Intrinseca e Extrinseca. Na via
intrinseca ocorrem danos na membrana mitocondrial com extravasamento do citocromo C
decorrente do desequilibrio entre proteinas pré e anti-apoptoticas da familia bcl2. Esses danos
podem ser induzidos por drogas, radiac6es ultravioletas ou privacdo de fatores de crescimento.
Ja a via extrinseca é dependente da ligacdo de ligantes (TNF, FasL) aos seus receptores com
dominio de morte presentes na membrana plasmatica. As duas vias convergem para ativacao
de caspases desencadeadoras (caspases 8, 9,10) e caspases executoras (caspases 3,7) levando a
célula ao processo apoptético (MBITA; HULL; DLAMINI, 2014).

O TNF-a, um dos ativadores da via extrinseca da apoptose, € uma citocina pro-
inflamatdria , esta envolvida em diversas respostas bioldgicas incluindo inflamacéo e apoptose
através da ativacdo do complexo NF-kB (Fator Nuclear Kappa B). Pacientes infectados pelo
HIV apresentam uma producdo aumentada dessa citocina, principalmente por mondcitos. Na
fase aguda da infeccéo, a liberacéo de citocinas pré-inflamatorias, como o TNF-a é benéfica,
porém uma liberacdo continuada na fase cronica contribui para ativacdo imune aberrante
induzindo apoptose celular (DUTERTRE et al., 2012).

A via extrinseca da apoptose é desencadeada pela ligacdo do TNF-a ao TNFR1 com
recrutamento de proteinas adaptadoras como TRADD (Proteina com Dominio de Morte
Associada ao TNFR) (CHAN et al., 2000; ENDRES et al., 2003). O sinal apoptdtico é iniciado
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quando TRADD recruta a FADD (Proteina com Dominio de Morte Asssociado ao Fas), a qual
recruta caspase 8, que se ativa por autoclivagem levando a célula ao processo apoptético. Uma
resposta inflamatoria também pode ser desencadeada por essa via quando TRADD recruta
proteinas de interacdo com receptor (RIP1) e o fator 2 associado ao TNFR1 (TRAF2). Na
sequéncia RIP1 é poliubiquitinada inativando o complexo proteico inibidor de Kappa B (IKB)
conjugado ao complexo NF-kB. Com essa inativagdo, o complexo NF-kB fica livre e se
transloca para o nucleo celular (CABAL-HIERRO; LAZO, 2012) onde ativa a transcri¢do de
uma variedade de genes envolvidos em respostas imunes inatas e adaptativas (inflamagéo,
adesdo e sobrevivéncia celular). Dentre esses genes esta o codificador da proteina A20
(CATRYSSE et al., 2014; HAYDEN; GHOSH, 2004). A proteina A20 surge como um
regulador negativo chave do NF-kB atuando como anti-inflamatéria, equilibrando a
transitoriedade da resposta inflamatoria e pré-apoptotica (GIORDANO, et al., 2014). Sua
funcdo pro-apoptdética se da pela desubiquitinacdo de RIP1, que culmina com a ativacdo da
caspase 8 e induz apoptose. A20 desempenha papel anti-inflamatério também por
desubiquitinacdo de RIP1 blogueando assim a ativacdo do complexo NF-kp (BERTRAND et
al., 2008; LI; YIN; WU, 2013a; WANG; DU; WANG, 2008). O que faz uma célula infectada
seguir a via apoptotica ou inflamatéria ainda ndo foi elucidado e nem os mecanismos

moleculares envolvidos na morte celular programada (KELLY et al., 2013).

O controle da infeccdo por HIV se baseia no diagnostico e tratamento precoces da
populacédo infectada (MOYO et al., 2015). A Terapia Antirretroviral (TARV) surgiu na década
de 80 e mesmo nao eliminando o virus, consegue manter a carga viral em niveis indetectaveis
diminuindo assim a transmissdo da doenca, reduzindo a morbidade e mortalidade e melhorando
a qualidade de vida das pessoas infectadas pelo HIV/AIDS (BAROUCH; DEEKS, 2014). Apds
um ano de uso regular de TARV, 80% dos individuos conseguem alcancar o sucesso viroldgico
(carga viral plasmatica inferior a 50 cépias/mL). Dentre esses, um grupo recupera os niveis de
linfocitos T CD4+ em 20% em relacdo ao nivel antes do tratamento, sendo definido como grupo
de sucesso imunologico. No entanto, entre 15-30% dos individuos, mesmo em sucesso
viroldgico, ndo consegue alcancar o sucesso imunolégico sendo classificados como o grupo de
falha imunoldgica (MINISTERIO DA SAUDE/BRASIL, 2014).

Neste sentido, consideramos a hipotese de que polimorfismos de base Gnica (SNPs) em
genes codificadores de moléculas da via extrinseca da apoptose desencadeada pelo TNF-

o/TNFR1 podem desencadear niveis exacerbados de apoptose em individuos HIV positivos em
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uso regular de TARV, impedindo que os mesmos recuperem os niveis de células T CD4+

(sucesso imunolégico).

O presente trabalho teve como objetivo verificar as possiveis associagdes entre SNPs em
genes codificadores das moléculas TNF-a, TNFR1, IKB e A20 com a recupera¢cdo imunoldgica
das células T CD4+ em pacientes HIV positivos em uso regular de TARV. Como objetivos
especificos tivemos: selecionar varia¢fes genéticas nos genes que codificam as moléculas TNF-
a, TNFR1, IKB e A20; analisar a recuperacdo imunologica das células T CD4+ em individuos

HIV+ sob tratamento.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 0HIVeaAlIDS

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é um retrovirus que pertence a familia
retroviridae sendo um dos membros do género lentivirus. Duas formas genéticas diferentes,
HIV-1 e HIV-2, foram isoladas em humanos infectados (PEETERS; D’ARC; DELAPORTE,
2014) e sdo resultado de multiplas transmissdes zoonoticas da SIV (Virus da Imunodeficiéncia
Simia) de primatas nio humanos para seres humanos na Africa ocidental e central. A
transmissao entre espécies se deu provavelmente durante a caga de primatas para obtencao de
carne e também da captura desses animais para venda como animais de estimacdo (HAHN et
al., 2000; HEMELAAR, 2012). Existe registro de mais de quarenta espécies de primatas ndo
humanos abrigando diferentes infec¢des SIV e cada uma dessas espécies carrega um virus
especifico (AGHOKENG et al., 2010).

A primeira evidéncia da infeccdo pelo HIV em humanos se deu em 1959 em amostra de
sangue e em 1960 em biopsia de linfonodo armazenados em Kinshasa na Republica
Democréatica do Congo (KORBER et al., 2000; WOROBEY et al., 2008).

Em 1983, o HIV-1 foi identificado como causador da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) por Francoise Barré-Sinoussi (BARRE-SINOUSSI et al., 1983) e em 1984
0 primeiro lentivirus Simius (SIVmac) foi isolado de um macaco Rhesus cativo (Macaca
mulata) no New England Primate Rechearch Center (NEPRC) com sintomas clinicos similares

a AIDS. Diante dessa similaridade, foi levantada a suspeita de uma origem simia do HIV
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(DANIEL etal., 1985; KANKI et al., 1985), no entanto, esses macacos nao eram os hospedeiros
naturais da infecgéo e foram infectados pelos hospedeiros naturais, 0s macacos Sooty mangabey
(APETREI et al., 2005; FULTZ et al., 1986). O HIV-2 foi identificado em 1986 em pacientes
da Africa ocidental e sua transmissdo aos humanos se deu através do SIVsm (Sooty mangabey)
proveniente dos macacos dessa espécie (CLAVEL et al., 1986; SHARP; HAHN, 2011).
Atualmente se sabe que a infeccdo pelo HIV é transmitida de um individuo a outro através de
fluidos contaminados como sangue, secrecao vaginal ou sémen. A transmissdo vertical € outra
forma de propagacdo da infeccdo onde mulheres gravidas infectadas contaminam seus filhos,
poréem a principal forma de transmissdo continua sendo as relagdes sexuais sem uso de
preservativo (KUMAR et al., 2010).

O HIV 1 e 2 compartilham entre si 30-60% de similaridade genética havendo semelhancas
também na estrutura, organizacao gendmica e formas de transmissdo. Apesar das semelhangas
0 HIV-2 é menos transmissivel que o HIV-1 (HU et al.,, 1996; MAKVANDI-NEJAD;
ROWLAND-JONES, 2015; REEVES; DOMS, 2002). O HIV-1 afeta todos os continentes
sendo o responsavel pela pandemia mundial enquanto o HIV-2 predomina no oeste da Africa,
mas casos ja foram relatados no Japdo e Portugal (COURGNAUD; MULLER-TRUTWIN;
SONIGO, 2004).

Transmissdes zoonoticas de primatas ndo humanos para 0s seres humanos tém gerado
varias linhagens do virus. O HIV-1 oriundo de transmissdo zoonotica do SIVcpz de chimpanzés
(Pan troglodyte) compreende quatro grupos distintos, cada um deles originado de transmissfes
interespécies, sendo eles: M, N, O e P (SIMON et al., 1998; VALLARI et al., 2011).

O grupo M é a forma mais comum presente em quase todos os paises do mundo sendo o
primeiro a ser descoberto e se divide em nove subtipos de A-D, F-H, J e K. A distribuicao
geografica dos subtipos de M difere segundo o tempo da epidemia no pais e segundo a migracédo
da populacéo (DE LEYS et al., 1990; GURTLER et al., 1994).

Em nivel mundial, os subtipos ndo B representam 90% dos virus circulantes. O subtipo
dominante é o C (50%) presente principalmente na Africa do Sul e Asia, os subtipos A e D na
Africa do leste e o subtipo B na América do Norte, Europa e Australia (GERETTI, 2006).

O grupo O, descoberto em 1990, representa menos de 1% das infeccdes e € restrito a
Camardes, Gabao e paises vizinhos (MAUCLERE etal., 1997; PEETERS et al., 1997). O grupo

N é menos prevalente que o grupo O (SIMON et al., 1998), 0s poucos casos registrados foram
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em Camardes (VALLARI et al., 2010) e o grupo P foi descoberto em 2009 em uma mulher
Camaronesa que vivia na Franca, todos esses grupos sdo capazes de causar AIDS e diferem na
sua distribuicdo dentro da populacdo (PLANTIER et al., 2009).

2.1.1 Epidemiologia do HIV/AIDS

Os dados epidemioldgicos divulgados no final do ano de 2015 pela Organizacao Mundial
de Satde (OMS) demonstraram que o HIVV/AIDS continua a ser um grave problema de satde
publica mundial, sendo responsavel por mais de 34 milhGes de mortes. Os nimeros mostraram
que havia cerca de 36,9 milhGes de pessoas vivendo com 0 virus e 0 niUmero de pessoas que se
tornaram infectadas chegou a 2,0 milhdes. Ja o nUmero de 6bitos por doencas relacionadas a
AIDS ficou em 1,2 milhdes. A Africa Subsaariana foi a regio mais afetada com 25,8 milhdes
de pessoas vivendo com HIV/AIDS sendo também responsavel por quase 70% do total global
de novas infeccdes (UNAIDS, 2015a).

O Ministério da Saude (MS), através do boletim epidemiologico HIV/AIDS de 2015,
divulgou que desde o inicio da epidemia da AIDS no Brasil na década de 80 até o més de junho
de 2015, o pais registrou 798.366 casos da doenca. Esses dados foram obtidos das fontes de
notificagdo compulsdria dos casos de HIV/AIDS: o SINAN (Sistema de Informacao de Agravos
de Notificagdo) registrou 77,0%, o SIM (Sistema de Informagdo Sobre Morte) 5,7% e o
SISCEL/SICLOM (Sistema de Controle de Exames Laboratoriais/Sistema de Controle
Logistico de Medicamentos) 17,3% (MINISTERIO DA SAUDE/BRASIL, 2015).

Existem diferencas importantes na distribuicdo geografica dos casos de AIDS no Brasil,
as maiores concentracgdes encontram-se nas regides Sudeste (53,8%) e Sul (20,1%) enquanto as
menores concentragdes ficam com as regides Nordeste (14,6%), Centro-Oeste (5,9%) e Norte
(5,7%). Individuos com faixa etaria entre 25 e 39 anos, de ambos 0s sexo0s, sdo 0s mais afetados
pela AIDS no pais, os homens correspondem a 53,6% e as mulheres a 49,8% do total dos casos
notificados no periodo de 1980 a junho de 2015 (MINISTERIO DA SAUDE/BRASIL, 2015).

O coeficiente de mortalidade padronizado da AIDS (por 100 mil habitantes) foi
determinado em 5,7 sendo observado mais uma vez uma grande variacdo entre as regides
brasileiras, 0 maior nimero de oObitos foi registrado na regido Sudeste (61,0%) e o menor na
regido Norte (5,9%) (MINISTERIO DA SAUDE/BRASIL, 2015).
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Segundo os dados de dezembro de 2014 do MS, a taxa de deteccdo da AIDS caiu de 20,8
(por 100 mil habitantes) em 2013 para 19,7 em 2014 sendo a maior reducdo da epidemia
registrada nos ultimos doze anos e a mortalidade pela doenca teve uma queda de 11% no
periodo de 2003-2014 passando de 6,4 6bitos (por 100 mil habitantes) para 5,7. Os dados séo
do boletim epidemiolégico de HIV/AIDS de 2015 (MINISTERIO DA SAUDE/BRASIL,
2015).

Em Pernambuco, foram notificados 1.619 casos de infec¢do no periodo de julho de 2014
a marco de 2015. Os individuos do sexo masculino respondem por 61,46% dos casos € a faixa
etaria mais atingida, 67,2%, sdo adultos jovens com idade variando entre 20-39 anos
(MINISTERIO DA SAUDE/BRASIL, 2015).

2.1.2 HIV — Estrutura e Genoma

O HIV é um virus envelopado e como todo lentivirus codifica as proteinas Env
(Envelope), Gag (Group Specific Antigen) e Pol (Polymerase) (WAHEED; FREED, 2012).
Além dessas, codifica também as proteinas regulatdrias Tat (Transactivador transcriptional) e
Rev (Regulator of expression of virions proteins) e as proteinas acessorias Vpu (Viral protein
unique), Vif (Viral infectivity), Nef (Negative fator) e Vpr (Viral protein R) (KOGAN;
RAPPAPORT, 2011) que desempenham papel crucial na modulagdo da patogenicidade e
replicacdo do virus (BASMACIOGULLARI; PIZZATO, 2014).

A estrutura do virus é esférica com didmetro de 80 a 120 milimetros e circundada por
uma bicamada lipidica (envelope) derivada da membrana celular do hospedeiro, revestida
internamente por uma proteina de matriz (P17). Distribuidas sobre o envelope estdo as proteinas
virais gp 120 (Glicoproteina 120) e a gp 41 (Glicoproteina 41) de fundamental importancia para
infeccdo das células alvo. No centro do virus fica o nicleo em forma de cone (capsideo) e dentro
do capsideo esta o genoma viral formado por duas fitas simples de RNA com aproximadamente
10 Kb e as enzimas: Transcriptase Reversa (TR), Integrase (IN) e Protease (HUTCHINSON,
2001) (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura do HIV. Fonte BISMARA, 2006.

2.1.3 O HIV-1 e seu ciclo

O HIV-1 infecta principalmente linfécitos T CD4+, podendo infectar ainda macréfagos,
monacitos e células dendriticas. A entrada do virus na célula alvo se da pela ligacéo entre a
proteina gp 120 do envelope viral e os receptores CD4 e também com os correceptores de
quimiocinas CCR5 (C-C chemokine receptor type 5) ou CXCR4 (CXC chemokine receptor
type 4) presentes nas células alvos (WILEN; TILTON; DOMS, 2012).

O virus possui tropismo, dessa forma os que tém preferéncia por infectar células T séo
ditos T trdpicos e os que infectam os macrdfagos , sdo M tropicos (ARRILDT; JOSEPH;
SWANSTROM, 2012). O tropismo se refere & habilidade do virus em estabelecer infeccdo em
diferentes tipos de células CD4+ sendo esse determinado pelo tipo de correceptor que ira usar.
Os virus M tropicos usam principalmente CCR5 como correceptor, enquanto que 0s virus T
tropicos infectam células T CD4+ via CXCR4. Existem também os virus com duplo tropismo,
M e T, esses utilizam CCR5 e/ou CXCR4 (GORRY; ANCUTA, 2011; JAKOBSEN et al.,

2010). Apos ligagéo e fusdo do envelope viral com a membrana celular do hospedeiro, como
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mostra a figura 2, o virus alcanca o citoplasma da célula, perde o capsideo, deixando livre o
genoma viral e as proteinas regulatorias e acessorias (BRIONES; DOBARD; CHOW, 2010;
FRIEDRICH et al., 2011). Uma vez livre, a fita simples de RNA viral sofre transcri¢do reversa
por acdo da TR originando uma cdpia de DNA pro-viral de fita dupla. Esse DNA sera integrado
ao genoma do hospedeiro pela enzima integrase e permanecera na célula enquanto ela viver
(GRANDGENETT et al., 2015). Depois de integrado ao genoma da célula do hospedeiro, o
DNA pro-viral pode ficar latente por meses ou anos ou ser transcrito formando particulas virais
completas que brotardo da membrana celular e estardo aptas a infectar novas células. Esse
brotamento pode levar a célula infectada & morte (KUMAR et al., 2010) (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida do HIV detalhando todas as fases desde a entrada do virus na célula até o brotamento de
novas particulas virais. Fonte: Robbins & Cotran, 2010.

2.1.4 Diagnostico

A deteccdo de infecgdes recentes pelo HIV tem sido alvo de importantes pesquisas tendo
como objetivo intervencdes na prevencgdo de novas infec¢Ges e também no tratamento precoce
da populacéo infectada (MOYO et al., 2015).
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A nova meta global 90-90-90 estabelecida pelo Programa Conjunto das Nag¢des Unidas
HIV/AIDS (UNAIDS) para ser atingida até o ano de 2020, visa diagnosticar 90% da populacdo
infectada, que 90% dessa populacéo receba a terapia antirretroviral e que 90% da populacdo em
uso regular da TARYV tenha carga viral suprimida. Cumprir a primeira meta 90 (diagnostico do
HIV) é essencial para que a segunda e terceira metas sejam alcancadas (UNAIDS, 2015b). No
Brasil, segundo o boletim 2015 do MS, 83% dos casos ja sdo diagnosticados, 82% dos
individuos HIV+ estdo em uso de TARV e 88% apresentam supresséo viral (MINISTERIO DA
SAUDE/BRASIL, 2015).

O diagndstico sorologico da infeccdo por HIV pode ser feito atraves de testes que
detectam a presenca de anticorpos especificos para o virus em amostras biolégicas como
sangue, saliva, secre¢des vaginais, entre outras. A deteccdo desses anticorpos pode ser feita
entre trés e seis semanas apds a infecgcdo, porém em alguns casos esse prazo pode ser maior
(MINISTERIO DA SAUDE/BRASIL, 2014).

O primeiro teste para detec¢do de anticorpos foi 0 Enzima Imunoensaio (EIA, do inglés
Enzyme Immuno Assays) em 1985. Esse teste de primeira geracdo detectava anticorpos 1gG
para o HIV-1, usando lisado viral como antigeno e tinha baixa sensibilidade e especificidade,
dando resultado positivo aproximadamente seis a oito semanas apés a infeccdo (CORNETT;
KIRN, 2013; MURPHY; AITKEN, 2011; OWEN, 2012). O EIA de segunda geracdo diminuiu
em uma semana o tempo de deteccdo da infec¢do em relagdo ao teste de primeira geracao, a
especificidade foi aumentada usando antigenos na forma de peptideos sintéticos ou proteinas
recombinantes o que conferia maior biosseguranca aos operadores (OWEN, 2012). Nos testes
de terceira geracdo, ocorreu um grande avanco, pois além de detectar IgM e IgG para HIV tipos
1 e 2, o tempo de deteccdo caiu para trés semanas apos a infeccéo e a sensibilidade era bem
maior. Consequentemente, em 2007, os testes de terceira geracdo de substituiu os testes de
primeira e segunda geragdo. Em 2010, os testes de quarta geragdo foram disponibilizados nos
Estados Unidos, embora outros paises ja utilizassem testes semelhantes ha alguns anos. Esses
testes sdo capazes de detectar IgM e IgG para HIV tipos 1 e 2 e também o antigeno p24,
diminuindo o tempo de deteccdo para duas semanas apds a infeccdo (MASCIOTRA et al.,
2011).

Quando os testes de triagem EIA detectam resultados positivos por duas vezes é
necessario usar o teste de Imunofluorescéncia Indireto (IFA do inglés Indirect

Immunofluorescence Assay), Western Blot (WB) ou Imunoensaio em Linha (LIA, do inglés
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Line Immuno Assay) como testes confirmatdrios. IFA consiste em um teste de alta
especificidade onde células infectadas pelo HIV sdo fixadas em laminas, os anticorpos anti-
HIV se fixardo nas células e serdo detectados por um segundo anticorpo conjugado com uma
molécula fluorescente, sendo o resultado visualizado através de um microscopio de
fluorescéncia. No entanto, esse tipo teste ndo é mais utilizado na rotina, sendo substituido pelo
Westen Blot (WB), o qual usa proteinas especificas do virus que vao se ligar a anticorpos
especificos se presentes. O complexo antigeno-anticorpo serd revelado pela adicdo de um
segundo anticorpo conjugado com uma enzima seguido de um substrato que gera um produto
colorido. A combinacdo dos testes EIA/WB fornecem alta sensibilidade (99,3 - 99,7%) e
especificidade (99,7%) (BRANSON; MERMIN, 2011).

Os Testes Rapidos (TR) para deteccdo de anticorpos foram aprovados em 2002 pela
Agéncia norte americana reguladora de remédios e alimentos (FDA, do inglés Food and Drug
Administration) e utilizam dispositivos ou cassetes de fluxo lateral com membranas porosas
para detectar IgM e IgG anti-HIV em amostras de fluido oral, sangue total, plasma ou soro. Séo
testes que demandam um tempo médio de quinze minutos para fornecer o resultado, sendo essa
uma grande vantagem. S&0 muito Uteis para utilizacdo nas populagdes de baixa renda e em
mulheres em trabalho de parto, uma vez que ndo requerem laboratorio para sua realizacdo. Os
fabricantes relatam sensibilidade de 99,3 - 100% e uma especificidade de 99,7 - 99,9%, porém
esses dados séo controversos (DASKALAKIS, 2011).

Testes qualitativos para detectar RNA e/ou DNA viral sdo usados para diagndstico de
HIV e também como teste confirmatério. O Teste Molecular de RNA é muito sensivel para
deteccdo das infeccBes agudas, porém podem dar resultados negativos em 3 - 5% das amostras
em infeccOes estabelecidas (OWEN et al., 2008).

2.1.5 Tratamento

Alguns poucos individuos podem resistir naturalmente a infecgdo pelo HIV e manter a
replicacéo viral em niveis indetectaveis sem fazer uso de qualquer terapia. No entanto, a maioria
dos individuos tendem a desenvolver a doenca de forma rapida (entre 2 e 3 anos) ou de forma
lenta (mais de 3 anos) se ndo forem tratados com uma terapia antirretroviral (KAUR et al.,
2013).
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A TARYV surgiu na década de 80 e mesmo ndo eliminando o virus, consegue manter a
carga viral em niveis indetectaveis. Dessa maneira, diminui a taxa de transmisséo da infec¢éo,
induz o restabelecimento dos niveis de células T CD4+, melhorando ao longo do tempo as
respostas imunoldgicas contra infeccdes e reduzindo a morbidade e a mortalidade das pessoas
infectadas pelo HIV/AIDS (BAROUCH; DEEKS, 2014).

Inicialmente, o tratamento era baseado na monoterapia e teve o primeiro medicamento
aprovado pela FDA, a Azidotimidina (AZT), no ano de 1986. Com o passar do tempo, devido
as altas taxas de mutacfes no genoma do HIV e desenvolvimento de resisténcia ao farmaco,
essa terapia se tornou ineficaz (TANG; SHAFER, 2012), sendo substituida entdo pela
combinacéo de farmacos passando a TARV dupla, e posteriormente, a atual TARV triplice com
0 objetivo de diminuir as chances de resisténcia do virus (CRESSEY; LALLEMANT, 2007).

Segundo os dados do Boletim Epidemioldgico HIV/AIDS de 2015, estima-se que 450
mil infectados estdo fazendo uso de TARV no Brasil que é distribuida gratuitamente desde o
ano de 1996 (MINISTERIO DA SAUDE/BRASIL, 2015). Em dezembro de 2013, o Brasil
adotou uma medida que prevé o tratamento como prevencdo (TasP, do inglés Treatment as
Prevention), onde ap6s o diagnostico da infeccdo pelo HIV, o tratamento ja deve ser iniciado
independente da contagem de Linfdcitos T CD4+, visando com isso uma melhoria na qualidade
de vida dos infectados e diminuicdo da taxa de transmissdo do virus (MINISTERIO DA
SAUDE/BRASIL, 2014).

Atualmente, a TARV compreende vinte e um medicamentos divididos em seis grupos
de acordo com sua atuacdo na restri¢cdo do ciclo viral: I- Inibidor Analogo a Nucleosideos da
Transcriptase Reversa (NRTIs do inglés Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors), 1l-
Inibidores ndo Anélogos a Nucleosideos da Transcriptase Reversa (NNRTI do inglés Non-
Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor), I11- Inibidor de Protease (IP), IV- Inibidores de
Fusao (IF), V- Inibidores da Integrase (I1), VI- Antagonista do correceptor de quimiocina CCR5
(MINISTERIO DA SAUDE/BRASIL, 2014).

No Brasil, os principais esquemas de TARV séo padronizados pelo MS/Departamento
DST/AIDS. O esquema de primeira linha compreende 2 NRTIs (Tenofovir + Lamuvidina) e 1
NNRTI (Efavirenz), mas também existem o0s esquemas de segunda e terceira linha para a
populacdo que apresentar intolerdncia ou resisténcia ao esquema de primeira linha
(MINISTERIO DA SAUDE/BRASIL, 2014).
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Com o uso regular da TARV, a supresséo viral pode ser alcancada com consequente
reconstituicdo imune e prevencdo do aparecimento das doencas relacionadas a AIDS
(CUMMINS; BADLEY, 2014; DESVARIEUX et al., 2013). Estudos mostram que apds um
ano de uso regular de TARV, 80% dos pacientes alcangcam o sucesso virolégico (carga viral
plasmaética inferior a 50 copias/mL). Dentre esses estdo os que também conseguem alcancgar o
sucesso imunoldgico definido como o incremento de 20% dos niveis de linfocitos T CD4+ ap6s
um ano de tratamento regular. No entanto, de 15-30% dos individuos em sucesso virologico
ndo conseguem atingir o incremento dos linfocitos T CD4+ no percentual acima citado e séo
classificados como o grupo com falha imunolégica (MINISTERIO DA SAUDE/BRASIL,
2014).

2.2 Patogénese da AIDS e Apoptose

A infeccdo cronica pelo HIV tem como caracteristica classica uma severa e seletiva
deplecéo dos linfécitos T CD4+. No periodo agudo da infeccdo que tem duracdo de quatro a
cinco semanas, ocorre intensa replicagdo viral com disseminacdo do local da infeccdo para
diversos tecidos e 6rgaos; os sintomas sdo comuns a muitas infeccOes virais: febre, adenopatia,
faringite, mialgia, artralgia e outros (COHEN et al., 2011; KREBS; ANANWORANICH,
2015). Nas semanas seguintes a carga viral diminui e estabiliza, e se ndo houver inicio da
TARV, a fase seguinte seré a fase cronica, onde pode ocorrer a progressao para AIDS, a qual é
caracterizada por intensa reducdo dos linfocitos T CD4+ e surgimento das doengas definidoras

da AIDS como candidiase, toxoplasmose, pneumocistose e tuberculose (LYLES et al., 2000).

A ativacdo cronica do sistema imune é considerada atualmente como ponto chave para a
deplecédo das células T CD4+ e desenvolvimento da AIDS, no entanto ainda nao esta clara a
ligacdo existente entre esses dois eventos (PAIARDINI; MULLER-TRUTWIN, 2013). Desde
as fases iniciais da infecgéo essa ativacao ja se estabelece levando ao estado conhecido como
exaustdo imune que se traduz pela incapacidade das células do sistema imunoldgico responder
de forma adequada ao virus e outros patdgenos (DIEGUEZ-GONZALEZ et al., 2009;
GONZALEZ; ZAPATA; RUGELES, 2016). Se por um lado a ativacdo cronica das células
envolvidas nas respostas imunes promove sobrevida, por outro essas células perdem funcdes
efetoras como: proliferacdo, producdo de citocinas e potencial citotoxico (KHAITAN;
UNUTMAZ, 2011; SAUCE; ELBIM; APPAY, 2013).
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Estudos mostram que a ativagdo imune cronica nas infec¢fes por HIV esta associada a
perda da funcdo imune do trato gastrointestinal. As células T CD4+, particularmente as que
expressam CCRb5, sofrem grande deplecao nesse sitio durante as primeiras semanas da infecc¢éo.
Essa deplecdo acentuada estd associada com apoptose das celulas do epitélio intestinal e
comprometimento da integridade da barreira da mucosa intestinal, o que favorece a
translocacdo de produtos bacterianos e de fungos para o sistema circulatorio (BRENCHLEY et
al., 2004; MATTAPALLIL et al., 2005; XU et al., 2014).

A resposta inicial do sistema imune ap6s o contato com o HIV é de fundamental
importancia, uma vez que nesse momento sera definido se o virus serad eliminado na mucosa,
no caso das transmissdes sexuais, ou se a infeccdo vai se estabelecer. Sendo a infeccédo
estabelecida a resposta imune ird determinar a magnitude da replicacéo viral, a estabilizacdo da
carga viral apos a fase aguda da infecgdo e o nivel de ativacdo imune (BORROW, 2011).

Na fase aguda da infecgdo ocorre intensa replicagdo viral com destruicdo macica dos
linfécitos T ativados (CD4+/CCR5+) de memdria, localizados no Tecido Linfoide Associado
ao Intestino (GALT, do inglés Gut Associated Lymphoid Tissue). Essas células sdo o alvo
preferencial do virus (BUCCIGROSSI et al., 2011). Uma lenta e progressiva deplecdo de
linfocitos T CD4+ ocorre, em seguida, nos tecidos periféricos e sangue (DOUEK; PICKER,;
KOUP, 2003). Nessa fase sdo recrutadas células efetoras da imunidade celular como os
linfocitos auxiliares T CD4+ (Thl) produtores de citocinas e quimiocinas (IL-2, interferon
gama) e linfécitos T CD8+ citotoxicos capazes de reconhecer especificamente e destruir células
infectadas por virus; macrofagos também séo ativados para exercer sua funcdo fagocitaria. No
entanto, esse tipo de resposta imunitaria, capaz de eliminar a maioria das infec¢cdes, nédo
consegue eliminar nem controlar a replicacdo viral do HIV (GOUGEON et al., 1996;
GOUGEON; LEDRU; LECCEUR, 2000).

Apesar da ativacdo das células do sistema imunoldgico, as mesmas ndo conseguem
exercer suas fungdes efetoras de forma eficiente permitindo assim a replicagéo viral. Postula-
se que essas células apresentem alteragfes nas suas fungbes ou que 0S mecanismos
desenvolvidos pelo virus para evadir-se do sistema imune superem a resposta efetora. Além
disso, uma resposta aumentada das células T reguladoras (Treg), cuja funcdo é suprimir a
atividade imune efetora protegendo o tecido de danos induzidos por excessiva ativacdo celular
e proliferagédo favoreceria a replicagdo viral, bem como a expresséo de inibidores moleculares

em diferentes populacGes celulares, regularia para baixo a resposta imune (SHAW et al., 2011).
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A medida que a infecgdo progride ocorre destruicio celular nos tecidos linfoides onde
sdo geradas as células efetoras da resposta imunitaria. Entre as células T CD4+ e T CD8+ ocorre
perda de subpopulacdes de células naive e de células de memdria central resultando no aumento
de células efetoras de vida curta (RIBEIRO et al., 2002) (PICKER et al., 2004). As células
Natural Killer (NK) apresentam alteragdo na funcionalidade como diminuigdo da producdo de
citocinas, aumento de citotoxicidade (REEVES et al., 2010). Respostas defeituosas de células
B foram descritas, incluindo hiperativacdo e desregulacdo de subgrupos de células B com
producdo alterada de anticorpos (MOIR; FAUCI, 2009).

O HIV induz tanto a morte das células T infectadas quanto das ndo infectadas como se
observa na Figura 3. Alguns achados demonstram que as células morrem por apoptose induzida
por uma série de estimulos como exemplo: superexpressdo de ligantes de morte (Ligantes de
FAS, TNF), citotoxicidade de algumas proteinas soluveis do HIV como gp120, tat, nef e vpr
(WANG et al., 2012).

| Ativagao crénica
2 XC de linfécitos T

| LCT especifico
do HIV

Replicagao viral nos linfécitos T Ativacao de linfécitos T Expressao de peptideos do HIV
CD4+ infectados CD4+ nao infectados em linfécitos T CD4+ infectados
‘bl e @ | e ©
o” @
-@:\ O @ e Q
Morte das células infectadas Morte celular induzida pela Morte de células infectadas
(efeito citopatico do virus) ativacao (apoptose) por LTCs especificos do virus

Figura 3. Alguns mecanismos envolvidos na deplecdo de linfécitos T CD4+ durante a infec¢do pelo HIV. Fonte:
Robbins & Cotran, 2010

Apoptose ou morte celular programada ocorre durante o desenvolvimento dos tecidos
agindo como um mecanismo que mantem a homeostase. Inibicdo ou exacerbagdo deste

mecanismo esta envolvida em muitas patologias: doencas neurodegenerativas, cancer e AIDS
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(NORBURY; HICKSON, 2001). A célula em apoptose apresenta alteracGes estruturais,
biogquimicas e moleculares cléssicas: condensacdo e fragmentacdo do DNA celular,
externalizacao da fosfatidilserina, lipidio que em condicéo normal de funcionamento celular faz
parte do folheto interno da membrana celular, a consequéncia desta externalizacdo € o
reconhecimento por células fagocitarias, brotamento de bolhas e formagdo dos corpos
apoptdticos a partir da membrana citoplasmatica (IGNEY; KRAMMER, 2002).

A apoptose pode ser desencadeada por duas vias: intrinseca e extrinseca. A via intrinseca
se d& por danos na membrana mitocondrial induzidos por diferentes estimulos: drogas,
radiacdes ultravioletas, privacdo de fatores de crescimento. Esses fatores desregulam o
funcionamento mitocondrial resultando na saida do citocromo C, regulada por proteinas da
familia bcl-2 do ndcleo celular, e ativacdo de caspases desencadeadoras da apoptose (caspase
9), culminando com ativagdo das caspases executoras (caspases 3), promovendo a apoptose.
Por outro lado, a via extrinseca é dependente da ligacéo dos receptores com dominio de morte
(TNFR1, FAS), presentes na membrana celular aos seus ligantes (TNF, FasL) o que leva a
ativacdo das caspases desencadeadoras (caspases 8/10) progredindo com a ativacdo das
caspases executoras da apoptose (caspases 3) (MBITA; HULL; DLAMINI, 2014).

2.3 Via TNF-a/ TNFR1 ativando o Complexo Proteico NF-kB e a Molécula A20

A via extrinseca da apoptose é desencadeada pela ligacdo do TNF-a (Fator de Necrose
Tumoral Alfa) ao TNFR1 (Receptor 1 do Fator de Necrose Tumoral). A infeccdo por HIV leva
ao aumento de diversas proteinas plasmaticas entre elas 0 TNF-a (WIERCINSKA-DRAPALO
et al., 2004).

O TNF-a é uma citocina pro-inflamatdria multifuncional envolvida em diversas respostas
bioldgicas, incluindo apoptose e inflamagéo, estando relacionadas as respostas imune inata e
adaptativa. A liberacdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-6 (Interleucina 6) e
interferon gama na fase aguda de infeccGes € benéfica, no entanto, na fase cronica a liberacdo
continuada contribui para ativagdo imune aberrante induzindo apoptose celular, como na
infeccdo pelo HIV (KASER; TILG, 2009). Pacientes infectados pelo HIV que ndo conseguem
atingir a supresséo viral apresentam uma producdo aumentada de TNF-a, principalmente por
monocitos (DUTERTRE et al., 2012).



30

Essa citocina € capaz de induzir diversas respostas imunolégicas através da sinalizacao
transmitida por dois receptores de membrana: os receptores do tipo I (TNFR1) também
denominado de CD120a ou TNFRSF1A expressos em todos os tipos celulares; e os do tipo Il
(TNFR2) tendo como sinbnimo CD120b ou TNFRSF1B expressos principalmente em células
do sistema imune como macréfagos, células dendriticas e linfocitos T (SENNIKOV et al.,
2014).

O TNRF1 fica retido no complexo do sistema de Golgi até ser recrutado para superficie
celular. Possui um dominio extracelular que se liga ao ligante (TNF-a) e outro intracelular com
dominio de morte (DD, do inglés Death Domain) e atividade enzimatica intrinseca que é ativada
qguando ocorre ligacdo do dominio extracelular com seu ligante. Na auséncia do ligante o
dominio intracelular se mantem associado a proteina silenciadora do dominio de morte (SODD,
do inglés Silencer of Death Domain) (WATERS; POBER; BRADLEY, 2013).

Quando TNF-a se liga ao dominio extracelular do TNFRI1 leva a uma mudanga
conformacional desse receptor, recrutando proteinas adaptadoras para ativar a via intracelular.
A proteina SODD ¢é liberada e a proteina DD associada ao TNFR1 (TRADD, do inglés
Adaptador TNFR1 Associated Death Domain) é recrutada (CHAN et al., 2000; ENDRES et al.,
2003). TRADD serve como plataforma para pelo menos trés proteinas adaptadoras que ativam
trés vias de sinalizacdo. O sinal apoptético é iniciado quando TRADD recruta a proteina Fas
associada ao dominio de morte (FADD, do inglés Fas Associated Death Domain) que por sua
vez recruta a caspase 8 que se ativa por autoclivagem proteica. TRADD também recruta
proteinas de interacdo com receptores (RIP1, do inglés Receptor Interacting Protein) e o fator
2 associado ao TNFR1 (TRAF2, do inglés TNF-R Associated Factor2). RIP1 € rapidamente
modificada com cadeias de poliubiquitina ndo degradativa, estando TRAF2 (Fator 2 Associado
ao TNFR), clAP1 e 2 (Proteina Inibidora de Apoptose Celular) envolvidas no processo. A
ubiquitinizacdo de RIP1 é essencial para a inativacdo do complexo proteico IKB que induzira
a ativacao de outro complexo proteico denominado NF-kB (Fator Nuclear-kappa B) (CABAL-
HIERRO; LAZO, 2012).

O NF-kB é um fator de transcrigdo pertencente a uma familia constituida por cinco
membros: NF-kB1 (p105), NF-kB2 (p100), RelA, RelB e c-Rel que estdo presentes nas células
na forma de dimeros (homo ou heterodimeros) (HAYDEN; GHOSH, 2012) . Os dimeros de
NF-kB encontram-se inativos no citoplasma das células, ndo estimuladas ou em repouso,
conjugadas com a proteina inibidora IkB (RULAND; MAK, 2003).
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O complexo quinase (IKK) é constituido por duas subunidades cataliticas IKKalfa,
IKKbeta e uma subunidade regulatéria IKKgama ou NEMO. O IKK é o elemento central da
cascata de ativacdo do NF-kB, uma vez que sera responsavel pela poliubiquitinacdo de RIP1,
crucial para a inativacdo de IKB. A ubiquitinacdo envolve ligacdo covalente de ubiquitina em
residuos de lisina de proteinas sendo regulada pela cascata de enzimas E1 (ubiquitina ativac&o),
E2 (ubiquitina conjugacéo) e E3 (ubiquitina ligase). A ativacdo do NF-kB em resposta a varios
estimulos como citocinas inflamatorias, produtos virais ou bacterianos (ISRAEL, 2010) pode
ser desencadeada pelas vias classica ou alternativa. A cascata das duas vias converge para um
ponto comum que é sua ativacdo. A sinalizacdo é iniciada nos receptores presentes nos
linfocitos B e T, bem como receptores de reconhecimento de padrdo (ABBASI; FORSBERG;
BISCHOF, 2015) sendo seguida por uma cascata de reacdes que leva a fosforilacdo das
proteinas IkB com posterior poliubiquitinacdo e processamento proteolitco pelo proteossoma.
Como consequéncia, o complexo NF-kB na sua forma livre é translocado para o nlcleo da
célula e ativa a transcri¢cdo de uma variedade de genes participantes nas respostas imunes inata
e adaptativa, inflamacdo, adesao e sobrevivéncia celular, entre os quais esta o gene codificador
da proteina A20 (CATRYSSE et al., 2014).

A expressdao do gene TNFAIP3 é rapidamente induzida pelo TNF e a proteina A20
codificada por esse gene surge como um regulador negativo chave do complexo NF-kB, com
funcdo anti-inflamatoria e pré-apoptética, equilibrando assim a transitoriedade da resposta
inflamat6ria (GIORDANO et al., 2014a). A20 ¢ uma enzima modificadora de ubiquitina tendo
atividade de E3 ubiquitina ligase e desubiquinase, estad envolvida em respostas imunes e
inflamatdrias mediadas por citocinas. Essa funcdo dupla esta dividida entre o dominio N-
terminal, que atua como uma proteina desubiquitinase, e o dominio C-terminal, que atua como
enzima E3 ubiquitina ligase. A20 atua como inibidor do complexo NF-kB removendo a
poliubiquitinacdo (K63) de RIP1 e adicionando a ubiquitina K48 o que resulta em sua
degradacdo no proteossomo (KELLY et al., 2013; WERTZ et al., 2004). Quando RIP1 é
desubiquitinada por acdo de A20, juntamente com RIP3 sdo recrutadas para um complexo
contendo FADD e caspase 8 inativa. A caspase 8 € ativada clivando, em seguida, RIP1 e 3 que
induz o processo apoptético (BERTRAND et al., 2008; LI; YIN; WU, 2013; WANG; DU;
WANG, 2008) (Figura 4).

Os mecanismos moleculares que levam A20 executar variadas fungbes, como morte

celular ou bloquear o processo inflamatorio pela inibicdo do complexo NF-kB, ainda ndo foram
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elucidados, mas acredita-se que estejam relacionados com processos dependente de ubiquitina
(KELLY et al., 2013).
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Figura 4. Vias de sinalizacdo da superfamilia de receptores de TNF-o. com TNFR1. Fonte: Adaptada de LI et al,
2013.

Estudos de associacdo de genoma completo (GWAS, do inglés Genome-Wide
Association Studies) tem sugerido a associacdo de polimorfismos de base Unica (SNPs, do
inglés Single Nucleotide Polymorphysm) no gene codificador de A20 com a susceptibilidade
ao lupus eritematoso sistémico e psoriase (MA; MALYNN, 2012). Outros trabalhos também
tém mostrado que SNPs em genes codificadores de TNF-a. ¢ TNFR1 estdo relacionados com
aumento na incidéncia de cancer de mama na populacdo chinesa (XU et al., 2014), severidade
da Sindrome Periddica Associada ao TNFR, (RITTORE et al, 2014) e aumento do risco de
tumores cervicais, sendo essas patologias onde se mantém ativacdo cronica do sistema imune
(ZIDl et al., 2014).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Grupo de estudo

Um total de 476 pacientes com idades entre 18 e 50 anos atendidos e tratados no Hospital
Dia do IMIP, no periodo de novembro de 2013 a dezembro de 2014, tiveram amostras

sanguineas coletadas por pungdo venosa de acordo com o projeto intitulado "Fatores genéticos
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humanos envolvidos no curso da infeccéo pelo HIV: Transmisséo vertical, imunidade e resposta
a terapia antirretroviral” previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP) e registrado
sob 0 nimero 3629-13. Um Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) foi obtido de

todos os individuos que participaram deste estudo (Anexo A).

Os critérios de incluséo foram: individuos em uso regular do tratamento antirretroviral,
no periodo minimo de um ano, e que nesse periodo conseguissem baixar a carga viral a niveis
indetectveis (menos de 50 cdpias/mL), definido como grupo de sucesso viroldgico
(MINISTERIO DA SAUDE/BRASIL, 2014), prontuario contendo dados clinicos e auséncia de

co-infeccdo por hepatite.

Posteriormente, os individuos que alcangaram o sucesso virolégico apds um ano de

tratamento foram classificados em dois grupos:

I - Grupo Controle (Sucesso imunoldgico): Individuos com recuperacdo de CD4+ > 200
células em relacdo ao baseline que é a contagem de CD4+ determinada antes do inicio do

tratamento

Il - Grupo Caso (Falha imunoldgica): Individuos com recuperacdo de CD4+ < 200 células

em relacéo ao baseline.

Com base nos critérios de inclusdo foram excluidos 363 individuos, o grupo Controle
foi formado por 64 individuos, e o grupo Caso composto por 49 individuos, totalizando 113

individuos.

3.2 Extracdo do DNA genémico

Apés a coleta por puncdo venosa de aproximadamente 5,0 ml de sangue por individuo,
em tubos contendo o anticoagulante Etilenodiamino tetra-acético (EDTA), as amostras foram
encaminhadas ao Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de
Pernambuco (LIKA/UFPE) e o DNA gendmico foi extraido a partir das células do sangue
periférico. A extracdo do DNA genémico seguiu as instrucdes tecnicas do protocolo para Mini
Salting Out (MILLER; DYKES; POLESKY, 1988) com modifica¢des. Apos quantificagdo do

DNA, as amostras foram armazenadas em freezer a -20°C.
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3.3 Selegéo dos SNPs

Os polimorfismos foram selecionados apds busca na literatura e em bancos de dados
(1000 Genomes, Hap Map e Genome Browser). Foram selecionados SNPs com frequéncia do
alelo minoritario (MAF) entre 5% e 95% nas populagdes caucasiana (CEU) e afrodescendente
(YRI). Com a finalidade de predizer os possiveis efeitos sobre a estrutura e funcao das proteinas

dos SNPs selecionados, foram feitas buscas na literatura e PolyPhen-2 (Tabela 1).

Tabelal. Caracterizacdo dos SNPs selecionados para o estudo.

Gene Cromossomo SNPs Variagdo Regido Tipo de MAF
Génica variagado

TNFRSF1A 12 rs 1800692 A/G Intron- 4 Missence 0,307

TNFRSF1A 12 rs 767455 TIC Exon-1 Sinénima 0,485

TNFAIP3 6 rs 2270926 T/IG Exon-2 Missence 0,124

NFKBIA 14 rs 8904 G/A 3°’UTR Regulatdria 0,424

TNF 6 rs 1800629 G/A Promotor Regulatdria 0,095

3.4 Genotipagem

A genotipagem dos SNPs foi realizada através de sondas alelo especificas fluorescentes
(TagMan®, Life), utilizando os seguintes ensaios: C_8921230 20 (rs1800692), C 2298465 20
(rs767455), C_7514879 10 (rs1800629), C_7701116 10 (rs2230926) e C_145670_10
(rs8904). Os ensaios foram preparados conforme recomendacgdes do fabricante. As amostras
foram corridas utilizando a plataforma para PCR em tempo real ABI-7500 (Life Technologies).

3.5 Analises Estatisticas

Ap0s a genotipagem de ambos os grupos controle e caso, foram calculadas as frequéncias

alélicas e genotipicas, por contagem direta. Para avaliar o equilibrio de Hardy-Weinberg e as
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possiveis associagdes foram utilizados, respectivamente, o Teste Qui-quadrado e o Teste Exato
de Fisher utilizando o pacote SNPassoc (GONZALEZ et al., 2007) disponivel no programa R

(http://www.r-project.org). Também utilizando as ferramentas do R, foram calculadas a Odds

Ratio (OR) e o intervalo de confianca para 95% (1C95%). Em todas as analises, p-values < 0.05

foram considerados estatisticamente significantes.

O desequilibrio de ligacdo e a formacao de possiveis blocos haplotipicos e/ou combinagéo
de alelos foram verificados através do programa Haploview versdo 4.2 (BARRETT et al., 2005)
e pelo SNPstats (SOLE et al., 2006).

Adicionalmente, foi calculado o poder do estudo por meio do programa G*power verséo
3.1(FAUL et al., 2007)

4 RESULTADOS

Todos os resultados obtidos no presente trabalho estdo detalhados em forma de artigo
(Apéndice A)

5 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar do processo apoptotico ser o principal mecanismo envolvido na deplecdo de LT
CD4+, conduzindo a falha imunoldgica, a presenca de SNPs em genes da via do TNF-a/TNFR1,
estudados no presente trabalho, ndo se mostraram associados a resposta a TARV. Havendo
assim, a necessidade de novos estudos com maior nimero de individuos e com a adicdo de
novos genes da via e um maior numero de SNPs, visando esclarecer o real papel dessas

variagdes no processo de falha imunoldgica em individuos com uso regular de TARV.


http://www.r-project.org/
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Resumo

A infeccéo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana 1 (HIV-1) tem como caracteristica
classica a deplecdo de linfocitos T (LT) CD4+, que quando néo tratada culmina na Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). Com o advento da Terapia Antirretroviral (TARV),
observou-se uma verdadeira revolugdo. A TARV, apesar de ndo eliminar o virus, consegue
manter a carga viral em niveis indetectaveis, melhorando a qualidade de vida dos individuos
infectados. No entanto, 15-30% dos individuos em uso regular de TARV e com carga viral

indetectdvel ndo conseguem recuperar os niveis de LT CD4+ (Recuperagdo Imunolégica).
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Estudos apontam que a apoptose esta envolvida na deple¢do dos LT CD4+ e que variagdes
genéticas como polimorfismos de base unica (SNPs) em moléculas envolvidas nas vias da
apoptose podem levar a diferentes respostas imunologicas do individuo a infeccdo. Neste
sentido, o presente estudo se objetiva em investigar o papel de SNPs (rs1800692, rs767455,
rs2270926, rs8904, rs1800629) em genes codificadores de proteinas que ativam a via extrinseca
da apoptose, atraves do TNF-o/TNFR1, e sua relagdo com a recuperagdo imunoldgica de
pacientes com uso regular de TARV. Foram estudados 113 pacientes HIV positivos, atendidos
e tratados no Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP), em uso de TARV
por um ano e com carga viral indetectavel, os quais foram divididos em dois grupos: sucesso
imunolégico (controle) e falha imunoldgica (caso). Ndo foram observadas associagdes entre 0s
polimorfismos dos genes estudados com o sucesso ou a falha imunolégica apresentada pelos
individuos fazendo uso regular da TARV. Também ndo foi observada nenhuma associacao
entre a falha com as variaveis clinicas: peso, etnia, idade, género e esquema terapéutico. Apesar
da auséncia de associagbes dos SNPs estudados com a falha imunoldgica, alguns fatores
limitantes do estudo devem ser considerados (pequeno nimero amostral, ndo inclusao de outras
moléculas da via estudada), havendo necessidade de novos estudos de réplica em outras

populagdes.

Palavras-chave: Apoptose, SNPs, TNF-o/TNFR1, HIV, TARV.

Introducéo

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) infecta majoritariamente linfocitos T CD4+
do hospedeiro (WILEN; TILTON; DOMS, 2012), levando a uma profunda deplecéo deste tipo
celular, resultando no surgimento de doencas definidoras da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) (PAIARDINI; MULLER-TRUTWIN, 2013). Individuos infectados
apresentam ativacdo imune cronica e um padréo inflamatorio desde a fase aguda da infecgéo.
A ativacdo imune cronica, juntamente com a perda continuada dos linfocitos T CD4+ leva o
individuo ao estado de exaustdao imune, incapacitando as células do sistema imune em responder
de forma eficiente a infeccdo pelo HIV e outros patdgenos. Assim, a contagem de LT CD4+ ¢
tida como um determinante para progressao da doenca (GONZALEZ; ZAPATA; RUGELES,
2016).
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Com o advento da Terapia Antirretroviral (TARV), na década de 80, foi observado um
grande avanco na luta contra a infeccdo. Mesmo nédo eliminando o virus, a TARV, ap6s uso
regular por trés meses, reduz significativamente a carga viral a niveis indetectaveis e incrementa
os niveis de LT CD4+. Cerca de 80% dos individuos conseguem alcancar o sucesso virologico
(carga viral plasmaética inferior a 50 cdpias/mL). No entanto existe um grupo de individuos que
ndo consegue recuperar os niveis de LT CD4+, mesmo apresentando carga viral indetectavel.

Esses pacientes sdo conhecidos como pacientes em falha imunolégica (COHEN et al., 2011).

Um dos mecanismos envolvidos na morte das células T durante a infecgdo pelo HIV-1 é
a apoptose, a qual afeta ndo s6 as células infectadas, mais também células T adjacentes nédo
infectadas, conduzindo a deplecéo de células T. A morte celular por apoptose desencadeia uma
série de estimulos como: superexpressdo de ligantes de morte (FasL, TNF) e citotoxicidade de
proteinas sollveis virais (gp120, tat, nef, e vpr) (WANG et al., 2012). Diversas moléculas s&o
tidas chaves para os mecanismos apoptoticos, dentre as quais se pode destacar as moléculas
envolvidas na via do TNF-o/TNFR1.

O TNF-a ¢é uma citocina pré-inflamatoria envolvida em diversas respostas bioldgicas
incluindo inflamacgdo e apoptose, através da ativacdo do Fator Nuclear Kappa B (NF-kB)
(KASER; TILG, 2009). Individuos infectados pelo HIV apresentam uma producdo aumentada
dessa citocina (DUTERTRE et al., 2012). Na fase aguda da infeccdo pelo HIV, a liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias, como TNF-o, é benéfica. Por outro lado, na fase cronica, a
liberacdo continuada pode contribuir para ativacdo imune aberrante, induzindo apoptose celular
(WAJANT; SCHEURICH, 2011). Altos niveis de TNF-a séricos tém sido correlacionados com
a progressdo da infeccdo para AIDS. A normalizacdo dos niveis de TNF-a séricos so ¢
alcancada em individuos com uso regular de TARV com sucesso virolégico (carga viral
indetectavel) e imunoldgico (MOIR; CHUN; FAUCI, 2011).

O sinal de apoptose é desencadeado pela ligacdo do TNF-a ao TNFR1, o qual promove 0
recrutamento de moléculas adaptadoras que podem conduzir a célula por dois caminhos: a
inflamacéo ou apoptose. Recrutamento de moléculas com dominio de morte, como FADD,
permite a autoclivagem e a ativagdo da caspase 8, emitindo sinal apoptotico. Por outro lado, se
moléculas adaptadoras, como RIP1 e TRAF2, sdo recrutadas, ocorre a ativagdo do complexo
NF-kB, que ativa o gene codificante da proteina A20 (CABAL-HIERRO; LAZO, 2012;
CATRYSSE et al., 2014; HAYDEN; GHOSH, 2012). A proteina A20, por sua vez, regula
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negativamente o complexo NF-kB, induzindo uma resposta anti-inflamatdria e pro-apoptotica,
equilibrando a transitoriedade da resposta inflamatéria (GIORDANO et al., 2014b).

Estudos tém mostrado que SNPs em genes codificadores de proteinas da via TNF-
o/TNFR1 tem sido relacionados com a inducdo de apoptose. Diante do exposto, hipotetisa-se
que o fato de alguns pacientes em uso regular de TARV e com carga viral indetectavel, ndo
conseguirem alcangar o sucesso imunoldgico pode estar relacionado com niveis exacerbados
de apoptose, em decorréncia de SNPs em genes codificadores de moléculas envolvidas na via
extrinseca da apoptose desencadeada pelo TNF-o/TNFR1. Neste sentido, o presente estudo se
prop6s a investigar o papel de SNPs (rs1800692, rs767455, rs2270926, rs8904, rs1800629) em
genes codificadores de proteinas da via TNF-o/TNFR1, ¢ sua relagdo com a recuperagio

imunolégica de pacientes com uso regular de TARV.

Material e Métodos

Grupo Amostral

O grupo amostral foi formado por 479 individuos de ambos os sexos, com faixa etéria
de 18 a 50 anos, oriundos das cidades da regido metropolitana do Recife e cidades do interior,
atendidos e tratados no Hospital dia do Instituto de Medicina Integral Professor Fernando
Figueira (IMIP).

O recrutamento dos pacientes se deu no periodo de novembro de 2013 a dezembro de
2014. Os pacientes que aceitaram participar do estudo assinaram um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo A). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do IMIP, registrado sob o nimero 3629-13.

Os critérios de inclusdo definidos foram: individuos em uso regular de TARV em
periodo minimo de um ano e com carga viral indetectavel (< 50 cdpias/mL) no mesmo periodo
(pacientes em sucesso terapéutico); disponibilidade dos dados clinicos nos prontuarios e
auséncia de coinfeccbes. Apds aplicacdo dos critérios de inclusdo, 363 individuos foram

excluidos do estudo.

O grupo de estudo foi formado por 113 individuos em sucesso terapéutico, 0s quais
foram divididos em dois grupos: Grupo Controle (Sucesso Imunoldgico) individuos com
recuperacdo de CD4+ > 200 células em relacdo ao baseline (contagem de CD4+ pré-
tratamento); e Grupo Caso (Falha Imunoldgica) - individuos com recuperagdo de CD4+ < 200
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células em relacdo ao baseline. Os grupos Controle e Caso foram compostos por 64 e 49

individuos, respectivamente.

Extracdo do DNA Gendmico
O DNA Genoémico foi extraido de sangue total, pelo protocolo para Mini Salting Out
(MILLER; DYKES; POLESKY, 1988), com algumas modificaces.

Selecgéo dos Polimorfismos e genotipagem

Apos busca na literatura e em bancos de dados (1000 Genomes, Hap Map e Genome
Browser) foram selecionados cinco SNPs: rs1800692 (intron-4 do gene TNFRSF1A), rs767455
(exon-1 do gene TNFRSF1A), rs2270926 (exon-2 do gene TNFAIP3), rs8904 (3’UTR do gene
NFKBIA), rs1800629 (regido promotora do gene TNF).

Sondas alelos especificas fluorescentes (TagMan®, Life) disponivel comercialmente
foram utilizadas para realizacdo da genotipagem: C__ 8921230 20 (rs1800692),
C__ 2298465 20 (rs767455), C__ 7514879 10 (rs1800629), C__ 145670 10 (rs8904) e
C__ 8921230 (rs1800692). As reacdes foram realizadas de acordo com o protocolo do

fabricante e amplificadas por PCR em tempo real (Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
System).

Analises Estatisticas

Foram calculadas as frequéncias alélicas e genotipicas, por contagem direta, usando a
ferramenta Genotype transposer (COX; CANZIAN, 2001). Para avaliar o equilibrio de Hardy-
Weinberg e as possiveis associa¢fes foram utilizados, respectivamente, o Teste Qui-quadrado
e o Teste Exato de Fisher utilizando o pacote SNPassoc (GONZALEZ et al., 2007) disponivel

no programa R (http://www.r-project.org). Também utilizando as ferramentas do R, foram

calculadas a Odds Ratio (OR) e o intervalo de confianca para 95% (1C95%). Em todas as

analises, p-values < 0.05 foram considerados estatisticamente significantes.
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O desequilibrio de ligacdo e a formacao de possiveis blocos haplotipicos e/ou combinagéo
de alelos foram verificados através do programa Haploview verséo 4.2 (BARRETT et al., 2005)
e pelo SNPstats (SOLE et al., 2006).

Adicionalmente, foi calculado o poder do estudo por meio do programa G*power versao
3.1(FAUL et al., 2007).

Resultados

No presente estudo, foram analisados 113 individuos, dos quais 64 apresentaram
sucesso imunologico e 49 apresentaram falha imunoldgica. Na Tabela 1, encontram-se uma
caracterizacdo clinica-epidemioldgica dos individuos. A comparagdo entre os dois grupos
quanto as varidveis (peso, idade, género, etnia, esquema terapéutico, carga viral baseline e
contagem de CD4+ baseline), ndo apresentou diferencas significativas (p-value > 0.05).

Foram analisados também a distribuicdo alélica e genotipica dos 5 SNPs presentes nos
genes TNFRSF1A, TNFAIP3, NFKBIA e TNF, envolvidos na via apoptética do TFN-o/TNFR1.
A distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs estdo apresentados na Tabela 2.
As frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos estudados se encontram em
conformidade com os principios do equilibrio de Hardy-Weinberg, tanto no grupo com sucesso
imunoldgico, quanto no grupo em falha imunolégica, com exce¢do do SNPs rs1800692, o qual
ndo foi condizente com o equilibrio de Hardy-Weinberg, entre os individuos com sucesso
imunolégico.

Nenhum dos SNPs da via apoptdtica TFN-o/TNFR1 analisados no presente estudo,
apresentou diferencas significativas na comparacao entre individuos em sucesso imunolégico e
falha imunoldgica (p-value > 0.05) (Tabela 2), mesmo apds corre¢des pelas varidveis clinicas
epidemioldgicas (Tabela 1).

Visto que os SNPs rs1800692 e rs767455 sdo pertencentes ao gene TNFRSF1A,
localizado no cromossomo 12, foi realizado a analise de haplétipos. Os dois SNPs apresentaram
um valor de D’=0.40, indicando a auséncia de desequilibrio de ligacao entre tais SNPs. Mesmo
sem a formagao de haplotipos, foi realizada a analise da combinacdo alélica entre os dois SNPs,
sendo encontradas combinacdes possiveis (Tabela 3), no entanto, ndo foram evidenciadas
diferencas significativas entre os dois grupos estudados (p-value > 0.05).

Apesar da auséncia de associacdo dos SNPs com o sucesso e/ou falha imunoldgica, o

envolvimento de tais variagfes neste estudo clinico ndo pode ser descartado, visto que o poder
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do estudo, calculado pelo G*power, foi para cada SNP: 0,53 (rs1800692); 0.53 (rs767455); 0,58
(rs2270926); 0,54 (rs8904) e 0,49 (rs1800629).

Discussao

Sabendo-se que a recuperacdo dos LT CD4+ é fator determinante na evolucdo da
infeccdo pelo HIV (LE MOING et al., 2007), alguns estudos tém procurado elucidar os
mecanismos que levam cerca de 15-20% dos pacientes, em uso regular de TARV, nao
conseguir atingir tal recuperacédo, definida como sucesso imunoldgico, mesmo conseguindo a
reducdo da carga viral a niveis indetectiveis (sucesso viroldgico). Essa resposta imune
discordante, definida como falha imunolégica é acompanhada de pior progndstico, e rapida
evolucdo clinica da infeccdo (DRONDA et al., 2002).

A falha imunolégica tem sido atribuida a ativacdo imune cronica desencadeada pela
perda da integridade da mucosa do trato intestinal, com translocacdo de produtos microbianos
para o sistema circulatorio resultando em profunda deplecdo de células T CD4+ (BRENCHLEY
etal., 2004; HOLM; GABUZDA, 2005). A eficacia da TARV esta associada com a diminuicéo
da replicacéo viral e com a reducdo da estimulagdo do sistema imune (RAJASURIAR et al.,
2013).

No presente trabalho, partindo de um grupo amostral de 479 portadores do HIV em
TARV, conseguimos classificar e caracterizar (clinico-epidemiologicamente) 64 individuos em
sucesso imunoldgico e 49 em falha imunoldgica (Tabela 1), nos quais foram estudados 5 SNPs
em genes envolvidos na via apoptética do TFN-o/TNFRI1.

A literatura relata que a apoptose persistente dos LT CD4+ é evidenciada, comumente,
em ndo respondedores imunes sob TARV, mesmo diante do sucesso viroldgico, sendo esse 0
mecanismo maior envolvido nessa perda celular (PITRAK et al., 2014). Alguns trabalhos
(MARCHETTI et al.,, 2012; PITRAK et al.,, 2014) tem buscado relacionar recuperacéo
imunologica, apoptose e esquema terapéutico; chegando as seguintes consideracgdes: 0 esquema
terapéutico (MARCHETTI et al., 2012; PITRAK et al., 2014) e a ativacdo de caspases
desencadeadoreas e efetoras da apoptose tém pouca influéncia na recuperacdo de T CD4+
(PITRAK et al., 2014). Por outro lado, SAIDAKOVA et al. (2013) demostraram que pacientes
em uso regular de TARV que néo alcangavam a recuperagdo imunolédgica, mesmo com sucesso
viroldgico, apresentavam diminuicao da contagem global de leucdcitos, com diminuigdo de LT
CD4+ e LT CD8+ e aumento de apoptose em LT CD4+.
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Neste sentido, foi analisado, em nosso estudo, a relacdo entre variagdes em genes
relacionados a uma das vias desencadeadoras da apoptose (TFN-a/TNFR1) e a recuperacéo
imunoldgica, no entanto, ndo obtivemos diferencas significativas entre individuos em sucesso
imunolodgico e em falha imunolégica, quanto as distribuicdes alélicas, genotipicas e haplotipicas
(Tabela 2), mesmo ap6s corregdo pelas varidveis clinico-epidemioldgico.

O envolvimento de variagdes nos genes da via TEN-o/TNFR1 da apoptose no sucesso
e/ou falha imunologica, ndo pode ser descartado, visto que nosso nimero amostral foi baixo,
conferindo um baixo poder ao estudo (G*power < 0.58). O baixo niumero amostral se deve,
entre outros fatores, a baixa adesédo ao TARV, o que dificulta bastante a classificagdo quanto

ao sucesso viroldgico, e por consequéncia, quanto ao sucesso/falha imunolégico.

Concluséao

Apesar de ndo terem sido encontradas associagdes entre SNPs estudados em moléculas
envolvidas da via apoptdtica desencadeada pela ligacdo do TNF-a ao receptor TNFR1 ¢ a falha
imunoldgica em nossa populagdo, novos estudos, com maior numero de individuos e com um
maior nimero de SNPs, precisam ser realizados com o intuito de desvendar o real papel de
SNPs nestes genes no aumento de apoptose em individuos soropositivos para HIV-1. Fatores
limitantes do estudo devem ser considerados no desfecho do resultado, como o nimero de

individuos estudados e a ndo inclusdo de outras moléculas envolvidas na via estudada.
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Table 1.Clinical and Epidemiological characteristics of the study population
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Characteristics

Immunological Success

Immunological failure

Patients (n)

Gender
Female
Male
Skin Color
White
Black
Brown
Clinical
Age (years)
Weight (kg)
Viral load Baseline (Logio/mL)
CD4+ T Cells Count Baseline
(Cells/mms3)
Treatment
AZT + ddl + NFV
AZT + 3TC + ATVIr
AZT + 3TC + ddlI
AZT + 3TC + EFZ
AZT + 3TC + LPVIr
AZT + 3TC + NVP
AZT + 3TC + FPVIr
TDF + 3TC + EFZ
TDF + 3TC + LPVIr
TDF + 3TC + ATVIr
Others

64

n(%)

41 (64.1%)
23 (35.9%)
n(%)

14 (21.9%)
24 (37.5%)

26 (40.6%)
Average (Higher-Lower)
39.6 (20.0-62.0)
65.0 (33.0-110.0)
4.359 (1.000-5.875)
246.9 (26.0-747.0)

n(%)

1 (1.6%)
9 (14.1%)
1 (1.6%)
24 (37.5%)
20 (31.2%)
4 (6.2%)
0 (0.0%)
1 (1.6%)
2 (3.1%)
1 (1.6%)
1 (1.6%)

49

n(%)

31 (63.3%)
18 (36.7%)
n(%)

11 (22.4%)
11 (22.4%)

27 (55.2%)
Average (Higher-Lower)
40.1 (26.0-69.0)
60.9 (41.0-102.0)
4.251 (1.000-5.825)
260.0 (12.0-888.0)

n(%)
0 (0.0%)
3 (6.1%)
0 (0.0%)
24 (49.0%)
9 (18.4%)
3 (6.1%)
1 (2.0%)
4 (8.2%)
2 (4.1%)
1 (2.0%)
2 (4.1%)

Table 2. Allelic and genotypes frequencies of SNPs TNFa/TNFR1 pathway genes
in HIV-1 patients of Pernambuco.

Immunological

Gene/SNPs Fisher’s Exact Test
Success Failure
n(%) n(%) OR 1C95% p-value
TNFR1SFIA — rs1800692
A 94 (0.75) 72 (0.73) Reference
G 32 (0.25) 26 (0.27) 1.06 0.55-2.02 0.879
AA 31 (0.49) 24 (0.49) Reference
AG 32 (0.51) 24 (0.49) 0.97 0.43-2.20 1.000
GG 0 (0.0) 1(0.02) nc nc 0.446
Dominant (AA vs AG+GG) 1.01 0.45-2.28 1.000
Recessive (AA+AG vs GG) nc nc 0.437
Overdominant (AA+GG vs AG) 1.00 0.41-2.10 1.000
TNFRSF1A - rs767455
T 89 (0.70) 66 (0.67) Reference




C 39(0.30)  32(0.33)
TT 33(0.52)  25(0.51)
TC 23(0.36) 16 (0.33)
cc 8 (0.12) 8 (0.16)

Dominant (CC vs TC+TT)
Recessive (CC+TCvs TT)
Overdominat (CC+TT vs CT)
TNFAIP3 - rs2270926

T 103 (0.8) 84 (0.86)
G 25 (0.2) 14 (0.14)
TT 41(0.64)  37(0.76)
GT 21(0.33) 10 (0.20)
GG 2 (0.03) 2 (0.04)

Dominant (TT vs GT+GG)
Recessive (TT+GT vs GG)
Overdominant (TT+GG vs GT)
NFKBIA - rs8904

G 66 (0.52) 47 (0.51)
A 60 (0.48) 45 (0.49)
GG 16 (0.25) 13 (0.28)
AG 34 (0.54) 21 (0.46)
AA 13(0.21)  13(0.28)

Dominant (GG vs AG+AA)
Recessive (GG+AG vs AA)
Overdominant (GG+AA vs AG)
TNF — rs1800629*

G 113 (0.88) 93 (0.95)
A 15 (0.12) 5 (0.05)
GG 51(0.80) 44 (0.90)
AG 11 (0.17) 5 (0.10)
AA 2 (0.03) 0 (0.00)

Dominant (GG vs AG+AA)
Recessive (GG+AG vs AA)
Overdominant (GG+AA vs AG)

1.10

0.92
131
1.02
1.36
0.86

0.69

0.53
1.11
0.58
131
0.53

1.05

0.76
1.22
0.86
1.35
0.72

0.41

0.53
nc
0.45
nc
0.55

0.60-2.02
Reference
0.37-2.26
0.37-4.65
0.45-2.30
0.41-4.55
0.36-2.03

Reference
0.31-1.48
Reference
0.20-1.36

0.08-15.97
0.23-1.43
0.09-18.8
0.20-1.34

Reference
0.59-1.87
Reference
0.28-2.10
0.37-4.05
0.34-2.24
0.49-3.66
0.31-1.64

Reference
0.11-1.23
Reference
0.13-1.81
nc
0.12-1.47
nc
0.14-1.88

0.773

1.000
0.777
1.000
0.595
0.842

0.375

0.199
1.000
0.221
1.000
0.203

0.891

0.642
0.790
0.827
0.645
0.441

0.100

0.291
0.499
0.196
0.504
0.415

nc = not calculated

Table 3. Allelic combination frequencies of SNPs in TNFR1 genes in HIV-1 patients of

Pernambuco.

Allelic Combination
rs1800692 rs767455 Success
n (%)

OO > >
O-—=40 4

8 (6.3)

Immunological
Failure
n (%)
62 (49.2) 45 (45.9)
31(24.6) 27 (27.5)
25(19.8) 21 (21.4)
5(.1)

Fisher’s Exact Test

OR 95%CI
Reference
1.20 0.60-2.40
1.56 0.54-2.45
0.86 0.21-3.22

p-value

0.623
0.724
1.000
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ANEXOS

Anexo A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Fatores Genéticos Humanos Envolvidos no Curso da Infecgdo pelo

HIV: Transmissdo Vertical, Imunidade e Resposta a Terapia Antirretroviral

Pesquisador responsavel Comité de Etica em Pesquisa
Antonio Victor Campos Coelho Rua dos Coelhos, 300, Boa Vista, Recife, PE. Local de trabalho:
Laboratorio de Imunopatologia Diretoria de Pesquisa, Prédio Orlando Onofre, 12
Keizo Asami (LIKA) Andar.
Av. Prof. Moraes Rego, 1235, Cidade Universitaria,
Recife, PE. CEP: 50670-901. Telefone: 2101-2542 Funcionamento: 22 a 62 feira, 7h as 11h30/13h30
antonio.victor@ufpe.br as 16h.
Telefone:2122-4756
Médico supervisor da pesquisa comitedeetica@imip.org.br
Luiz Cldudio Arraes de Alencar (IMIP) lularraes@hotmail.com

Convidamos vocé a participar de uma pesquisa que estamos realizando sobre diferencas genéticas
envolvidas no comportamento do HIV no organismo. Algumas pessoas combatem melhor o virus que
outras durante a infeccdo; outras respondem melhor a terapia com os antirretrovirais. Além disso,
algumas criangas adquirem o virus durante o parto ou amamentagdo (transmissao vertical), enquanto
outras ndo. Estamos fazendo essa pesquisa para tentar descobrir se diferengas genéticas expliquem
essa diferenga entre as pessoas convivendo com o HIV e pretendemos recrutar 400 voluntarios ao
todo. Essa pesquisa é importante porque poderda 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 mlL por coleta), colhidas durante os exames de rotina de
acompanhamento da infecgdo pelo HIV. Caso sejam necessdarias mais de uma coleta, elas serdo feitas
a cada trés ou quatro meses, de acordo com a rotina de suas consultas. Solicitamos também a sua
autorizagdo para utilizar dados do prontuario, como idade que iniciou 0 acompanhamento médico e
os resultados dos seus uUltimos exames de rotina para avaliar o controle do HIV. Como a Genética esta
em constante evolugdao, é possivel que novas pesquisas além desta sejam realizadas com suas
informagdes e material biolégico armazenados. Caso isso ocorra, os 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 comego desse documento.
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Informamos que os 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 informacGes pessoais estardo seguras. Nenhuma pessoa fora da pesquisa tera acesso a elas.

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

Caso vocé se sinta prejudicado(a) pelo andamento da pesquisa, asseguramos que vocé recebera todas
as assisténcias cabiveis neste hospital, incluindo o direito de solicitar indeniza¢do aos pesquisadores
por eventuais danos. Caso vocé possua alguma duvida acerca dos objetivos do estudo, por favor, entre
em contato com os responsaveis pela pesquisa. Além disso, se vocé tiver alguma considerac¢do 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, (nom e completo)
compreendi as informacgGes repassadas e autorizo que seja realizada a avaliagdo genética da amostra

de sangue coletada, e concordo que os 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 press3o;

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

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

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

5. Recebi uma cdpia deste documento.

Assinatura do Voluntario

Assinatura da Testemunha Assinatura da Testemunha

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Inclusdo no Braco (Transmisséao 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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FORMULARIO A1 - RECRUTAMENTO: COLETA DE DADOS CLINICOS

1. Dados pessoals (apenas para identificacio, NAD serdo divulgados)

Nome do Paciente
Data de Nascimeanto Maturalidade Cldade de reshdéncla Bexo
Mi ) F( )
2. Informactes clinlcas & epidemiolbgicas
Einia (segundo classificacéo do IBGE) Escolaridade [anos) Renda mensal (reals)
{ ) Branca { )iIndigena
{ ) Neagra [ ) Amarels
[ ) Parda [ ) bgnorado
Peso (kg) Altura {m)
Fumao Etilismo
SIM{ ) SM{ )
Sa SIM, guantos cigarros por dia? Sa SIM, guantas un. por semana?
NEAD( ) NAD( )
Sa MAD, parou de fumar? Se NAD, parou de bebear?
SM{ ) NAD( ) SIM( ) NAD( )
Comorbldades pré-gxistentes
Desordem Psiquigtncas SV ) MAD ) IGHORADO [ )
Doenga aulnimuns S ) MAD ) IGHORADO| )
Doenca cardiovascular S ) MAD ) IGHORADO( )
Diabetes SIM( ) RAO( ) IGNORADO [ )
Doenga renal Sy ) MAD( ) IGMORADO [ )
Doenca de figado SIM{ ) NAO( ) IGNORADO { )
Uelaoporose BIMT ) WA ) GNORADO | )
S SIM, houwe fratura? S ) MAD( ) IGMORADO ([ )
Local da fratura:
3. Infeccho pelo HIV
Modo de transmissdo (marcar todos que se apliguem)
{ ) Transmizs&o vertical { ) Relagio sexusl heterossexual
{ ) Relagio sexusl homossesoual i) Transfusdo sanguinea
{ 1 Durante tratamenta para hemofila { | Acidente com matenal biologico
{ ) Uso de drogas injetdvess { ) IGRORADO
idade de inicio da vida sexual O paciente & usuirio de drogas?
SIM{ ) Qual? | NAD ()
Possul parceliroda) flxola)?
SIM{ ) | MAO(SOLTEIROM) { ) | MUOLTIPLOS PARCEIROSIAS) [ )
Se respondeu sim & questio anteror, ofa) parcelrofa) é Infectado pelo HIVE
SIMi ) NAO () | IGNORADO ()
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3. Infeccio pelo HIV (continuagdo)

Se a paclente for mulher, ela esta atualmente gravida?
SIM{ ) Més de gestacia: | MAD ()
| O{a) paclente tem filhos?
idade Sexo Tipo de pario Status de HIV

1 Mi{ 1 F{ 3 normal { ) cesanana [ ) POS{ 1| MEG([ )
2 M{ ) F{ } normal { ) cesanana | ) POS( ) MEG[ )
3 Mi{ ) F{ ) normal { ) cesanana| ) POS{ ) MEG( )
4 Mi{ 1 F{ 3 normal { |} cesanana () POS{ 1 MEG( )
5 Mi{ ) F{ ) normal { ) cesanana| ) POS{ ) MEG( )

4. Perspectivas do paciente acerca do acompanhamento médico
0 paclente concorda com a seguinte frase: “Posso ter uma vida normal se for scompanhadola) pelo médico

& seguir suas orlentagbes"?
M ) | MADT ) |  PREFERE NAD OPINAR({ )

Como o paciente considera a consultas médica?
Iimportanie | ) | Indiferente { ) | Sem importincia | ) |PREFERE NAD OPINAR | )
D que o paciente acha do atendimento no hospital?

Bom ([ ) | Fegular| | | Fumi ) | PREFERE NAD DPINAR{ )
Com relagio ds consultas, o qudo frequentements o paclkents falta & eles?
Muitas vezes| | | Algumas Vezes ( ) [Nunca( ) | PREFERE NAD OPINAR( )

Considerando as condigbes financelras, de transporte, de trabalho, dentre outras, do paclente, como
elejela) dirla o gqubo facil & chegar no hospital?
Facll{ ) [Wormal { ) [ Dificl { ) | PREFERE NAD OPINAR [ )
Considerando as visitas anterlores ao hospltal, ofa) paclents estaria dispostoa) a continuar o tratamento
no hospltal, ou seja, voltarla nas proximeas consultas?

S ) | MR ) | PREFERE NAD OPINAR{ )




