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RESUMO

Os genes Interferon Induced Transmembrane Protein 3 (IFITM3) e Bone Marrow
Stromal Cell Antigen-2 (BST2/Tetherin) codificam importantes fatores de restricao,
protegendo as células do hospedeiro de diversas infec¢des virais, inclusive HIV-1.
Proteinas IFITM-3 e Teterina, codificadas por tais genes, podem interferir no desfecho
da transmisséo vertical do HIV-1. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a possivel
associacao entre polimorfismos nos genes IFITM3 e BST2, e a susceptibilidade a
transmissao vertical do HIV-1. Um estudo tipo caso-controle foi realizado com 216
maes infectadas pelo HIV-1 e seus filhos expostos infectados (90) e nao infectados
(126). Todas as maes envolvidas no estudo apresentaram ao menos uma carga viral
detectavel ao longo da gestacdo. A genotipagem do IFITM3 e BST2 foi realizada
utiizando ensaio Tagman na plataforma de PCR em Tempo Real. Andlises
estatisticas foram realizadas utilizando o Teste Exato de Fisher, considerando o valor
de p <0,05. No grupo de criancas expostas, o alelo rs12252C do IFITM3 foi associado
com a transmissao vertical do HIV-1 (OR=2.02, 95%IC=1.11-3.75, p=0.020), bem
como os gendétipos de risco CC/TC. Enquanto, no grupo de mées infectadas pelo HIV-
1, os trés polimorfismos estudados no BST2, demonstraram associacdo com a
infeccdo pelo HIV-1 - alelo rs919267T (OR=1.69, 95%IC=1.01-2.81, p=0.035), alelo
rs919266A (OR=4.57, 95%IC=1.54-16.42, p=0.002) e alelo rs9576A (OR=2.70,
95%IC=1.42-5.28, p=0.001). Assim, o presente estudo permitiu uma melhor

compreensao dos fatores envolvidos na transmissao vertical do HIV-1.

Palavras-Chave: HIV-1. IFITM3. BST2. Transmissao vertical. Polimorfismo.



ABSTRACT

The Interferon Induced Transmembrane Protein 3 (IFITM3) and Bone Marrow Stromal
Cell Antigen-2 (BST2/Tetherin) genes encode important restriction factors, protecting
the host cells from diverse virus infections, including HIV-1. IFITM-3 and Tetherin
proteins, encoded by such genes, may interfere with the outcome of HIV-1 vertical
transmission. The purpose of this research was to analyze the possible association
between polymorphisms in IFITM3 and BST2 and the HIV-1 vertical transmission
susceptibility. A case-control study was performed with 216 HIV-1 infected mothers
and their infected (90) and uninfected (126) exposed children. All mothers enrolled in
this study had at least one detectable viral load during pregnancy. The IFITM3 and
BST2 genotyping was performed using Tagman assay in Real Time PCR platform.
Fisher's Exact Test was used for statistical analyzes, considering p-value <0.05. In the
exposed children group, the IFITM3 rs12252C allele was associated with susceptibility
to vertical transmission of HIV-1 (OR=2.02, 95%CI=1.11-3.75, p=0.020), as well as the
risk genotypes CC/TC. While, in the group of HIV-1 infected mothers, the three
polymorphisms studied in BST2 demonstrated association to HIV-1 infection -
rs919267T allele (OR=1.69, 95%CI=1.01-2.81, p=0.035), rs919266A allele (OR=4.57,
95%CI=1.54-16.42, p=0.002) and rs9576A allele (OR=2.70, 95%CI=1.42-5.28,
p=0.001). Thus, the present study allowed a better understanding of the restriction

factors involved in the vertical transmission of HIV-1.

Keywords: HIV-1. IFITM3. BST2. Vertical transmission. Polymorphism.
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WNV West Nilo virus

WHO World Health Organization

YRI Yoruba population

ZIKV Zika virus

3TC Lamivudina
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1. INTRODUCAO

Mais de trés décadas de pesquisas em torno da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (aids) e de seu patdgeno, o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), e esta
doenca de carater fisico, psicolégico e estigmatico, ainda persiste incuravel.

E fato que, no decorrer de todos estes anos, muito se aprendeu no que tange
aos mecanismos fisiopatolégicos do virus, estratégias preventivas, e principalmente
com relacdo a medicamentos para tratar adequadamente as Pessoas Vivendo com
HIV/Aids (PVHA). Este, por sinal, foi o campo onde os maiores avangos foram
observados. Afinal, hoje, com uma boa aderéncia ao tratamento e mantendo sua carga
viral indetectavel, o paciente ndo morre mais em decorréncia da aids e praticamente
nao transmite a doenca. No entanto, os efeitos a longo prazo do uso constante destas
drogas estdo longe de serem completamente conhecidos. Pelo contréario, € cada vez
maior a preocupagdo com as doengas cronicas associadas ao envelhecimento de
PVHA em terapia antirretroviral.

Essa situacéo se torna ainda mais preocupante quando analisada no contexto
da transmisséo vertical do HIV-1. Criancas expostas ao virus desde o utero materno
gue, na melhor das hipéteses, fardo uso pelo resto de suas vidas, de uma medicacéo
a qual ndo se conhece bem ao certo seus efeitos a longo prazo. Além disto, sédo
criancas gue ja nascem condenadas a todo o estigma que a doenca traz consigo.
Motivos como estes, fazem da erradicagcéao da transmisséao vertical do HIV-1 uma das
prioridades dos programas de prevencao do HIV/Aids no mundo.

Porém, é sabido que nem toda crianga exposta ao HIV-1 invariavelmente é
infectada, podendo este desfecho ser modulado por diferentes fatores. Dentre os
guais, os fatores de restricdo - conjunto de componentes da resposta intrinseca da
imunidade inata capazes de intervir em varios estagios da infec¢éo viral — bem como
a variabilidade genética que inside sobre eles, tém sido objeto de interesse de varios
estudos.

Dois exemplos interessantes de tais fatores de restricdo sdo as proteinas
IFITM-3 e a Teterina, presentes tanto na membrana plasmatica, quanto nas
membranas internas, principalmente de células envolvidas na defesa do organismo.
Em ambos os casos, seus efeitos ja foram associados a restricdo de vérias infecgbes
virais, inclusive o HIV-1.

Assim, considerando que as variacdes genéticas interindividuais podem intervir

no desfecho da transmissédo vertical do HIV-1, e que tanto as proteinas IFITM-3,
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guanto a Teterina, ttm se mostrado promissores fatores de restricdo ao virus, é
plausivel o estudo de polimorfismos nos genes IFITM3 e BST2, que codificam tais
proteinas, em grupos de criancas expostas ao HIV-1 com diferentes desfechos. E o

gue o presente estudo se propde.



21

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a possivel associagdo entre polimorfismos nos genes IFITM3 e BST2

com a susceptibilidade a transmissao vertical do HIV-1.

1.1.2 Objetivos Especificos

Analisar os prontuéarios dos pacientes e criar um banco de dados com todas as
informacdes relevantes a transmissao vertical do HIV-1;

Verificar a relacdo de risco/protecdo entre as variaveis clinicas e a ocorréncia
da transmisséo vertical do HIV-1;

Avaliar a frequéncia da transmisséo vertical no grupo de estudo;

Determinar a frequéncia alélica e genotipica da delecdo A32 no gene CCR5 e
do polimorfismo rs12252 do IFITM3 e, as frequéncias alélicas, genotipicas e
haplotipicas dos polimorfismos do BST2 (rs919267, rs919266 e rs9576) entre
os dois grupos avaliados;

Verificar a associacdo de risco/protecdo entre as frequéncias alélicas,
genotipicas e haplotipicas obtidas dos SNPs, e a ocorréncia de transmissao

vertical relatada no prontuario médico dos pacientes da amostra.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA
2.1.1 Historico

A década de 80, com a descri¢cado dos primeiros casos da que seria mais tarde
conhecida como aids, marcou o inicio de uma das mais intrigantes batalhas entre
pesquisadores e um patdgeno. Entre os meses de outubro de 1980 e maio de 1981,
cinco homens deram entrada em trés diferentes hospitais de Los Angeles, todos
apresentando um tipo de pneumonia causada pelo fungo unicelular Pneumocystis
carinii. Tal quadro clinico era comumente encontrado em pacientes com algum tipo de
deficiéncia imunolégica grave como aqueles que foram submetidos a transplante de
medula 6ssea, quimioterapia, ou que estivessem tomando imunossupressores devido
a uma doenga autoimune. Porém, este ndo era o caso de nenhum dos cinco jovens;
eles apresentavam uma doenca de imunodeprimidos sem nenhuma causa aparente.
Em comum, além da pneumocistose, 0s pacientes apresentavam infeccdo por
candidiase, diagnostico laboratorial de infeccdo por citomegalovirus (CMV) e eram
homens que fazem sexo com homens (HSH). Como os Estados Unidos detém um
sistema de vigilancia epidemiolégica e de notificacdo de agravos muito eficiente, a
rapida associacdo dos cinco casos e a suspeita de uma doenca emergente foi possivel
(CDC 1981; Masur et al. 1981; Barré-Sinoussi, et al., 2013; Gottlieb et al. 1981).

Porém, o fato do primeiro relato datar somente da década de 80, nado significa
gue antes disto ndo havia pessoas infectadas pelo HIV, muito pelo contrario. Acredita-
se gue desde o comec¢o do século 20 ou final do século 19 j& existiam humanos
infectados pelo virus, desenvolvendo imunodeficiéncia, doencas oportunistas e
morrendo em decorréncia da aids. Inclusive, o caso mais antigo documentado de
infeccdo por HIV foi reportado em uma amostra de soro em Kinshasa (Republica
Democratica do Congo), armazenada desde 1959 e posteriormente testada. Apesar
disto, foram os cinco jovens de Los Angeles que ficaram oficialmente registrados como
0s primeiros casos de aids no mundo (De Cock, 2001; Murphy et al. 2010).

Devido ao perfil sexual dos pacientes acometidos, o contato homossexual foi
inicialmente conjecturado como Unica forma de contagio do desconhecido agente
imunossupressor. Partindo deste pressuposto, a doenca foi denominada por um
periodo de Gay-related immunodeficiency (GRID). Porém, com o aumento no nimero
de infectados, o contagio em outros grupos populacionais comecou a ser reportado;

transmissao vertical, pessoas que contrairam a doenca por transfusdo sanguinea,
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homens heterossexuais, usudarios de drogas injetaveis e mulheres. Assim, em 1982,
como o termo GRID ja néo representava adequadamente a sindrome, o Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) nomeou a doenca emergente como Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (do inglés, aids), titulo mais condizente com a
depressdo do sistema imune associada a maior susceptibilidade de desenvolver
infeccdes oportunistas que ela acarreta (CDC 1982; Rozenbaum et al. 1982; Vilaseca
et al. 1982; CDC 1983).

Assim, no inicio de 1983, a doenca havia se disseminado por varios lugares do
mundo e passou a ser considerada uma epidemia. Os Estados Unidos ja haviam
registrado mais de 700 casos e recebido cerca de setenta relatérios de casos da aids
em diversos paises principalmente da Europa ocidental, como Inglaterra, Alemanha,
Suica e Franca. Outros como Canad4, Haiti, llhas do Caribe e alguns da América do
Sul, inclusive o Brasil, também reportavam suas primeiras ocorréncias (CDC 1983).

No entanto, apesar de decorridos quase trés anos do relato dos primeiros
casos, pouco havia se avancado na compreensdao dos mecanismos envolvidos na
aids. A identidade do agente etioldgico, até entdo desconhecida, era a questdo que
mais intrigava os pesquisadores. Nao se fazia ideia se 0 agente imunossupressor era
uma bactéria, um virus, uma neoplasia, algum tipo de droga, ou até o préprio CMV.
Foi quando, em 1983 na Franca, mais especificamente no Instituto Pasteur, o
pesquisador Luc Montagnier isolou um retrovirus de um paciente com aids,
determinando assim, o agente causador da doenca emergente. Tal agente foi
provisoriamente denominado Lymphadenopathy-Associated Virus (LAV). Um ano
mais tarde, em 1984, o pesquisador americano Robert Gallo do Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos também anunciou ter encontrado um provavel agente
infectante, o Human T-lymphotropic virus Il (HTLV-Ill). Contudo, apo0s analise
genética dos dois possiveis agentes causais, concluiu se tratar do mesmo virus,
ficando o crédito da descoberta para o francés Luc Montagnier que recebeu o prémio
Nobel de 2008 por tal feito. Apesar disto, foram necessarios trés anos para que o virus
fosse renomeado pela Comissédo Internacional para a Taxonomia dos Virus. Assim,
em 1986, o retrovirus causador da aids foi definitivamente intitulado Virus da
Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1) (Barré-Sinoussi et al. 1983; Gallo et al. 1984;
Case 1986).

Com o agente etiolégico da aids indentificado e os mecanismos aos quais

estava envolvido parcialmente elucidados, foi possivel o planejamento de novos
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avancos. Em 1985, foi desenvolvido o primeiro teste sorolégico comercial aprovado
pela Food and Drug Administration (FDA). Embora necessitasse de uma janela
imunoldgica de um ano, tal teste era um ganho, visto que antes dele, s6 poderia ser
estabelecido o diagnostico da infeccdo, quando os primeiros sintomas da aids se
instalassem (Case 1986).

Portanto, estando a doenca melhor compreendida e sendo seu diagndstico
possivel, o objetivo principal da comunidade cientifica passou a ser a erradicacéo ou
ao menos uma forma de tratamento para a infec¢do pelo virus. Como resultado, em
1987, o primeiro farmaco utilizado no tratamento contra o HIV-1, a Zidovudina ou
Azidotimidina (AZT) foi aprovado pela FDA e disponibilizado. Ao longo do tempo,
outros antirretrovirais, inclusive de outras classes foram desenvolvidos, porém todos,
assim como o AZT, continuavam sendo utilizados em esquema de monoterapia. Tal
conduta, ndo era a ideal, jA que em pouco tempo de terapia o virus desenvolvia
resisténcia genética ao antirretroviral. Mas, este problema sé viria a ser contornado
cerca de dez anos mais tarde. Contudo, apesar da aparente ineficacia destes
primeiros medicamentos, o fato de em apenas seis anos ja se ter disponivel uma
estratégia terapéutica, pode ser considerado um grande avanco (Brook, 1987;
Montaner et al. 1998; Barre-Sinoussi et al. 2013).

Assim, com todo este progresso era esperado o fim da epidemia ou ao menos
sua drastica reducédo, porém esta néo seria uma tarefa facil de alcancar. Ao contrario
do que se pretendia, 0 numero de novos casos continuou a subir, levando a
necessidade da busca por novas estratégias para o combate da doenca. Entdo, no
ano de 1994, surge um importante personagem na biografia do HIV-1, o conceito de
prevencdo. Tal conceito comecou a ser estabelecido a partir dos resultados
preliminares do estudo de transmissao vertical AIDS Clinical Trial Group Study 076
(ACTG 076). Este trabalho apresentou o uso de AZT durante a gestagdo, no momento
do parto e ministrado ao recém-nascido, como forma de redugcdo da transmissao
vertical, validando a prevencao como forma crucial no controle da infeccéao pelo HIV-
1 (Conor, 1994).

Todavia, o ano de 1996 certamente foi o grande marco na histéria da aids.
Pesquisadores observaram que, quando as classes de antirretrovirais eram
combinadas, uma maior supresséo viral e um aumento no quantitativo de linfécitos T
CD4+ eram obtidos. Assim, neste ano, um novo esquema terapéutico denominado de

terapia antirretroviral altamente efetiva (HAART, do inglés, Highly Active Antiretroviral
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Treatment), foi preconizado. A partir de entdo, o real controle da infeccdo passou a
ser possivel, mantendo de maneira eficaz e duradoura a replicacdo do virus suprimida,
a carga viral indetectavel e o paciente longe da aids, da morte e das doencas
oportunistas. A doenca passou a ser considerada uma sindrome de carater crénico,
prolongando a expectativa de vida do soropositivo e permitindo que ele tenha uma
vida produtiva. Nos anos que se seguiram, a partir do uso da HAART, foi possivel
observar uma drastica reducdo na mortalidade por HIV/Aids, além de queda no
namero de novas infecgcdes. O motivo desta queda os pesquisadores sé viriam a
compreender oito anos mais tarde, quando foi publicado o primeiro trabalho que
comprovou cientificamente que quando uma pessoa com HIV-1 faz uso adequado de
HAART e a carga viral € mantida indetectavel, a taxa de transmissao da infeccdo &
significantemente reduzida (Ho 1996; Palella et al. 1998; Hirsch et al. 1998; Polis et
al. 2001; Cohen et al. 2011).

Quando enfim, a comunidade cientifica parecia ter aprendido a lidar com o HIV-
1 e afastado de vez o fantasma da aids, uma nova preocupac¢ao surgiu: as doencas
cronicas associadas ao envelhecimento. Complicagbes crbnicas como doencas
metabdlicas, dislipidemia, envelhecimento precoce, pressdo alta, doencas
cardiovasculares, neoplasias nao relacionadas a aids, passam a ser um efeito
colateral do uso continuo dos antirretrovirais e da inflamacéo persistente. Assim,
novas pesquisas foram direcionadas no intuito de contornar este desafio emergente.
(Hayley and Zemlin, 2013; Nasi et al. 2017).

Mesmo diante de sua cronicidade, os pesquisadores continuaram a buscar
estratégias que objetivavam a erradicacdo da doenca. E em fevereiro de 2009 foi
reportado o primeiro caso de possivel cura da infeccdo pelo HIV-1. Conhecido como
paciente de Berlim, Timothy Ray Brown, portador de leucemia miel6ide aguda,
recebeu um transplante de medula 6ssea de um doador homozigoto para a delecao
de 32 pares de bases (pb) no gene CCRS5. O paciente que era HIV-1 positivo e fazia
uso de antirretrovirais, apos tal procedimento, passou a manter carga viral
indetectavel, sem o uso da medicacao e foi considerado livre da doenca. Ao longo de
uma década, este mesmo experimento foi repetido em diversos outros pacientes HIV
positivos, porém sem éxito. No entanto, no ano de 2019, foi divulgado um segundo
caso, denominado paciente de Londres, no qual um paciente portador de Linfoma de
Hodgkin foi submetido a tratamento semelhante ao de Timothy Brown, também com

dois transplantes de medula 6ssea seguidos, em 2016. Apesar de muito cedo para se
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falar em uma segunda cura funcional, ap6s 16 meses do procedimento, o uso dos
antirretrovirais foi suspenso e, até 0 momento, 0 paciente permanece em remissao da
doenca (Hutter et al. 2009; Allers et al, 2011; Henrich et al. 2014; Gupta et al. 2019).

Com ,0 muito promissores. (CDC 2013; Nicol et al. 2013).

Ainda em 2013, o Ministério da Saude brasileiro anunciou seu novo Protocolo
Clinico de Tratamento de Adultos com HIV e aids. Segundo a portaria, todos os
adultos com testes positivos de HIV-1, mesmo antes de apresentarem qualquer
comprometimento do sistema imunoldgico, passariam a ter acesso aos medicamentos
antirretrovirais contra a aids pelo Sistema Unico de Saude (SUS). Até entdo, apenas
Franca e Estados Unidos ofertavam medicamento antirretroviral aos pacientes
soropositivos, independentemente do estagio da doenca. Esta medida teve como
objetivo ampliar a qualidade de vida das PVHA e reduzir a transmissao do virus (Brasil/
Ministério da Saude 2013).

Em 2015, a pedido de varios paises que buscavam um direcionamento para
combater de uma forma mais eficiente o HIV em seu territorio, a UNAIDS criou a meta
90-90-90. Este plano, ainda em andamento, estipula que até o ano de 2020 90% de
todas as PVHA deverdo saber que tém o virus, ou seja, serdo diagnosticadas. Que
90% destas pessoas com infec¢do pelo HIV diagnosticada estaréo recebendo terapia
antirretroviral. E ainda, que 90% de todas as pessoas recebendo terapia antirretroviral
apresentarao supressao viral adequada. Atingindo essas metas, espera-se controlar
a epidemia do HIV/Aids no ano de 2030 (UNAIDS, 2015; UNAIDS, 2017a).

Assim, principalmente a partir de 2016, com o objetivo de atingir tal meta, uma
estratégia de prevencdo muito mais abrangente passou a ser adotada; a Prevencéo
Combinada do HIV. Esta forma de prevencdo faz uso simultaneo de distintas
abordagens (biomédica, comportamental e estrutural) empregadas em diferentes
niveis (individual, nas parcerias/relacionamentos, comunitario, social) objetivando
responder a necessidades inerentes de determinados segmentos populacionais e de
determinadas formas de transmissao (Figura 1) (UNAIDS, 2017a; UNAIDS, 2017b;
PERNAMBUCO, 2017).
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i

Prevencgao

combinada

Figura 1. Mandala de Prevencdo Combinada do HIV. Fonte: Adaptado de Programa Estadual de
IST/Aids/HIV/IDGCDA/SEVS/SES-PE.

Portanto, € possivel observar que desde o relato do primeiro caso de aids, muito
se avancou, principalmente no que diz respeito a forma de tratar a doenca, porém, o
objetivo principal que era a erradicacdo da infeccdo pelo HIV-1 ainda n&o foi
alcancado. Novas vertentes de pesquisas tém direcionado o estudo no sentido de
entender melhor os reservatorios virais, apostando neles como o ponto chave para
uma possivel cura, enfocando em estratégias baseadas em engenharia genética. Por
outro lado, varios grupos continuam buscas cada vez mais rebuscadas por uma vacina
realmente eficaz, muitas inclusive, em fases bastante avancadas. Além disto, taticas
de prevencgdo mais abrangentes e efetivas, bem como uma terapia antirretroviral cada
vez mais eficiente na reducédo da viremia, com o minimo de efeitos adversos possiveis,
continuam a ser aprimoradas. Assim, € bastante claro que ao longo destes trinta seis
anos de HIV muito foi conquistado, porém varios questionamentos ainda permanecem
sem respostas, mostrando a importancia da continuidade de pesquisas e discussdes
no entorno deste assunto (Palmisano and Vella 2011; Barre-Sinoussi et al. 2013;
Malatinkova et al. 2015).
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2.1.2 Epidemiologia

De acordo com o Relatério Anual do Programa da Junta das Nacfes Unidas
para HIV-Aids (UNAIDS) divulgado em 2019, com dados referentes ao ano de 2018,
0 numero estimado de pessoas vivendo com HIV no mundo é de 37,9 milh&es. Destas,
36,2 milhGes sao adultos, divididos entre 18,5 milhdes de mulheres e 17,7 milhdes de
homens. Completando este nimero, encontramos 1,7 milhdo de criancas menores de
15 anos infectadas pelo HIV (UNAIDS, 2019).

Segundo 0 mesmo relatdério, houve uma reducéo de 55% no nimero de mortes
relacionadas a aids no periodo de 2004 a 2018. Porém, apesar desta queda
consideravel, o nimero de Obitos distribuidos no mundo ainda é muito alto; sé em
2018, setecentos e setenta mil pessoas morreram de doencas relacionadas a aids,
fazendo desta, a principal causa de morbidez e mortalidade por doencas infecciosas
no mundo. Ainda neste contexto, um dado bastante relevante é o declinio no numero
mortes decorrentes da aids entre as criancas (0 a 14 anos). Em menos de seis anos,
este nimero passou de 210 mil criancas em 2010 para 110 mil em 2017. Parte desta
significativa reducéo se deve ao maior acesso a terapia antirretroviral pediatrica e ao
tratamento precoce, bem como politicas de prevencédo cada vez mais voltadas a
erradicacao da transmissao vertical do HIV. (UNAIDS, 2018a, UNAIDS, 2019).

Outro indicador a ser considerado no panorama mundial € o nimero de novos
casos relatados a cada ano. Aqui, o declinio observado tem sido mais discreto. Apesar
de todos os esforcos em diminuir a transmissédo, em 2018 a UNAIDS ainda reportou a
ocorréncia de 1,7 milhdo de novos casos, significando uma reducéo de apenas 16%
nos casos entre os anos de 2010 a 2018. Todavia, entre as criancas, estes dados séao
mais animadores, ja que no mesmo periodo foi possivel observar uma queda de 41%.
Inclusive na Africa, regido mais afetada pelo virus, a reducéo foi maior que a média
global, atingindo 56%. Este fato € devido principalmente ao aumento da cobertura de
medicamentos antirretrovirais fornecido as mulheres gravidas que vivem com HIV, que
aumentou de 47% para 82% neste periodo (UNAIDS, 2019).

A prevaléncia da infeccéo pelo HIV € muito mais elevada nos grupos de maior
vulnerabilidade do que entre a populacdo geral. A analise global das estatisticas de
2018 envolvendo estes grupos mostra que, em regides com maior prevaléncia da
epidemia, como o leste e o sul da Africa, por exemplo, as mulheres jovens, com idades
entre 15 e 24 anos, foram responsaveis por 28% das novas infec¢cdes por HIV em

2017, apesar de representarem apenas 10% da populacdo. Estas mulheres sé&o
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consideradas em idade reprodutiva acarretando uma preocupagdo ainda maior que é
0 aumento do risco da transmissao vertical do HIV. Ja em regides consideradas de
baixa prevaléncia, a maioria das infec¢cdes por HIV ocorreram entre populacdes-
chave. Sendo assim, HSH foram responséaveis por 17% das novas infec¢des, seguidos
por usuarios de drogas injetaveis que representaram 12% e profissionais do sexo que
responderam por 6%. A maior vulnerabilidade destes grupos deve-se principalmente
ao estigma social experimentado por eles, que muitas vezes, inclusive, limita 0 acesso
ao tratamento e a prevencdo adequados. Porém, apesar dos dados de 2018 ainda
mostrarem uma maior concentracdo nestas populacdes, a transmissao entre
heterossexuais vem contribuindo cada vez mais com grande parte das infec¢des pelo
HIV em todo o mundo. Este € um dado significativo para a transmisséo vertical, pois
0 aumento na transmissao heterossexual representa invariavelmente o crescimento
no numero de mulheres infectadas e como consequéncia um maior risco de
transmissao vertical do HIV (UNAIDS, 2018b; UNAIDS, 2019; Shaw and Hunter 2012;
World Health Organization 2016).

No contexto da prevencdo, embora o relatério da UNAIDS de 2018 traga
nameros bastante otimistas do progresso da “Meta 90-90-90”, é possivel observar
uma desaceleracdo neste avancgo no ultimo ano. Das pessoas vivendo com HIV, 79%
delas conhecem sua sorologia. Dentre estas diagnosticadas 78% tém acesso ao
tratamento antirretroviral, das quais 86% apresentam carga viral suprimida. Embora
aparentemente promissores, quando olhados mais a fundo, estes dados ainda
preocupam. A andlise tendo como denominador o nimero de pessoas vivendo com
HIV/Aids em relacdo ao numero de pessoas com acesso ao tratamento antirretroviral
e que apresentam carga viral suprimida, observa-se que o numero cai para 62% e
53%, respectivamente, indicando este Ultimo que mais da metade da populacdo
vivendo com HIV/Aids, apresentam-se sem supresséo da carga viral (UNAIDS 2019).

Porém, apesar de uma epidemia global, a aids apresenta caracteristicas
epidemioldgicas distintas de acordo com a regido. Na América Latina, a estimativa
para o numero de individuos infectados é de 1,9 milhdo. O nimero de novos casos
totalizou 100.000 em 2018, mantendo-se praticamente inalterado desde 2000,
contrariando assim, o compromisso estabelecido na Declaracdo Politica sobre HIV e
aids publicada pela Assembléia Geral das Nac¢fes Unidas em junho de 2016, com

metas especificas para a reducdo da infeccdo estabelecidas na Ameérica Latina.
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Contudo, entre as criancas, este numero de novos casos foi reduzido pela metade
entre os anos de 2000 e 2018, acompanhando a tendéncia mundial (UNAIDS 2019).

Dentre os paises da América Latina, o Brasil € o mais populoso, concentrando
guase metade (48%) dos casos de infec¢des pelo HIV-1 nesta regido. Até o final de
2017 é estimado que havia aproximadamente 866 mil PVHA no pais, das quais 731
mil (84%) foram diagnosticadas; 687 mil haviam sido vinculadas ao servico de saude;
e 601 mil ainda estavam retidas nos servi¢cos, no qual 548 mil estavam em tratamento
antirretroviral (75% das diagnosticadas) e 503 mil (92% das em tratamento)
apresentavam supressao viral (carga viral inferior a 1000 copias/ml). Isto mostra que
o Brasil ja atingiu parte da meta 90-90-90 proposta pela UNAIDS. Embora promissor,
este resultado ndo é satisfatério quando considerados o numero total de PVHA no
Brasil. Neste contexto, a porcentagem de PVHA que apresentam a carga viral
suprimida é reduzido para 58%, valor bem agquém dos 73% preconizados pela meta
da UNAIDS. Segundo novo relatério da UNAIDS, divulgado em julho de 2019, o Brasil
demonstrou no ano de 2018, embora discreto, progresso nestas metas; 85% das
pessoas estavam diagnosticadas, destas 77% estavam em tratamento, das quais 94%
apresentavam carga viral indetectavel (Figura 2) (Ministério da Saude do Brasil
2018a; UNAIDS 2019).

Meta 90-90-90 2018
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Figura 2. Comparac&o entre progresso da Meta 90-90-90 no Brasil e no mundo. indices referentes ao
ano de 2018. Fonte: A autora, 2019. Baseado em dados da UNAIDS, 2019.
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Desde o inicio da epidemia, em 1980 a junho de 2018, foram notificados
982.129 casos de aids no pais. No ano de 2017, o niumero de novas infec¢des foi de
42.420, uma reducgdo de 12% com relagcdo ao ano anterior; e 0 numero de oObitos foi
de 11.463. Segundo a UNAIDS, desde 2005, estes numeros epidemiologicos do HIV
no Brasil ttm se mantido constantes. Excessao se faz ao total de pessoas vivendo
com HIV no pais que quase dobrou durante estes doze anos (Ministério da Saude do
Brasil 2018b; UNAIDS 2017a).

No Brasil, durante o periodo de 2002 a 2008, existiam 15 homens para cada 10
mulheres infectadas, porém, a partir de 2009, observa-se uma reducdo gradativa da
participacdo feminina neste indice e um consequente aumento no nimero de casos
em homens, ja que o numero de novas infeccbes permaneceu estavel. Com isso, a
razao de sexos passou a ser de 22 casos de aids em homens para cada 10 casos em
mulheres em 2017. Esta queda é refletida nas taxas de deteccdo de aids entre as
mulheres nos ultimos dez anos que passou de 15,9 casos/100 mil hab. em 2006, para
11,1 em 2017, representando uma reducéo de 30%. Este seria um bom indicativo para
transmissao vertical do HIV, porém tal queda nédo acontece igualmente em todas as
faixas etarias. Nas mulheres entre 15 e 19 anos foi observado aumento de 13,9%,
guando comparados os anos de 2007 e 2017. Outra caracteristica preocupante desta
faixa etaria é que, a adesao ao tratamento nesse grupo é a mais baixa. Sabendo que
uma consideravel parcela das gestantes brasileiras se encontra neste grupo,
indiretamente, estes fatores podem contribuir para 0 aumento da transmisséo vertical
do HIV-1 (Ministério da Saude do Brasil 2018b).

De 2000 até junho de 2017, foram notificadas 116.292 gestantes infectadas
com HIV no Brasil, sendo 8.158 casos notificados no ano de 2017. A taxa de deteccéo
de gestantes com HIV vem apresentando uma pequena tendéncia de crescimento nos
ultimos anos, passando de de 2,3 casos/mil nascidos vivos em 2007, para 2,8/mil
nascidos vivos em 2017 (aumento de 21,7%). Tal fato se deve principalmente a
diminuicdo na subnotificacdo e ao grande incremento de testes rapidos distribuidos
pela Rede Cegonha. Desde 2000, o maior numero de casos de gestantes infectadas
com HIV (28,3%) notificadas no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagcédo
(SINAN), se encontram na faixa etaria entre 20 e 24 anos (Ministério da Saude do
Brasil 2018b).

A taxa de deteccado de aids em menores de cinco no Brasil em 2017 foi de 2,0

caso0s/100.000 habitantes, correspondendo a uma queda de 43% desde 2007, onde a
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taxa era 3,5 casos/100.000. Quanto a categoria de exposicdo entre os individuos
menores de 13 anos, a grande maioria dos casos (93,2%) teve como via de infeccao
a transmissao vertical (Ministério da Saude do Brasil 2018b).

Segundo o SINAN, néo existe mais cidade brasileira alguma que n&o tenha
caso de aids notificado. Apesar desta amplitude da epidemia, a distribuicdo por
regides do pais mostra uma maior concentracdo dos casos no Sudeste e Sul, com
52,4% e 20,1%, respectivamente, seguidos da regido Nordeste (15,3%), Norte (6,1%)
e Centro-Oeste (6,0%). No geral, a prevaléncia de casos de aids no Brasil se manteve
constante entre os anos de 2007 e 2017, bem como na regido Centro-Oeste. A regiao
Sudeste vem apresentando ao longo dos anos uma queda na prevaléncia bastante
consideravel, seguido por um declinio mais lento da regido Sul. Porém as regides
Norte e Nordeste, ao contrario das anteriores, experimenta um aumento na
prevaléncia de casos de aids nos ultimos anos. Quanto a taxa de mortalidade sendo
a aids como causa base, o pais e as regides Sul e Sudeste tiveram uma consideravel
diminuicdo nos ultimos anos; as regides Nordeste e Centro-Oeste tiveram um
aumento, e a regido Norte se manteve constante nesse indice (Ministério da Saude
do Brasil 2018a; Ministério da Saude do Brasil 2018Db).

De acordo com os registros do SINAN, o Estado de Pernambuco relatou
33.896 casos de aids desde o inicio da Epidemia até junho de 2018, sendo 19,3 por
100 mil habitantes a ultima taxa de deteccao de casos de aids no estado. Ja o numero
de Obitos por aids como causa base totalizam até 2017, 11.561 casos, sendo 587
destes referentes unicamente ao ano de 2017. Tais numeros fazem de Pernambuco,
0 primeiro no ranking entre os estados do Nordeste em tal quesito. Neste mesmo ano,
0 numero de gestantes infectadas pelo HIV notificadas em Pernambuco foi de 367 e
20 novas infec¢cbes em criangcas menores que cinco anos. O nimero de gestantes e
criancas ja notificadas em Pernambuco desde o inicio da epidemia totaliza
respectivamente 4561 e 669. Comparando este dado com os dos anos anteriores, €
possivel observar uma queda gradativa no numero de criancas infectadas em
Pernambuco, ja que em 2005 foram relatadas 41 ocorréncias. Portanto uma reducao
maior que 50%, comprovando que o estado estd acompanhando a média nacional de
diminuicdo da transmissdo vertical do HIV-1 (PERNAMBUCO, 2016; Ministério da
Saude do Brasil 2018Db).

A cidade do Recife apresentou no ano de 2017 uma taxa de deteccéo de casos

de aids por 100 mil habitantes de 36,9 que € quase o dobro da média do estado (19,3)
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e nacional (24,0), ocupando o 8° lugar no ranking das capitais do pais. Neste mesmo
ano, o coeficiente de mortalidade bruto foi de 10,2 por 100 mil habitantes, mantendo-
se praticamente estavel, até com uma leve tendéncia a subida quando comparados
os indices desde 2005. Recife ocupa o 7° lugar no indice taxa de deteccdo em
gestantes notificadas no Sinan. Em 2017, segundo o Ministério da Saude esta taxa foi
de foi de 4,2/1000 nascidos vivos de gestantes HIV+, considerada alta quando
comparada a média nacional no mesmo ano, 2,8/1000 nascidos vivos. Segundo o
Boletim Epidemioldgico da Vigilancia em Saude da Secretaria Estadual de Saude de
Pernambuco (SES-PE), no ano de 2017, foram notificadas mais 92 gestantes
(PERNAMBUCO, 2017; Ministério da Saude do Brasil 2018b).

Assim, a partir deste perfil epidemiologico é possivel perceber que a regido
nordeste como um todo, bem como o estado de Pernambuco e o Recife, ainda
concentram um grande numero de gestantes e criangas que sdo acometidas pela
infeccao pelo HIV-1. Os nimeros quando combinados, sdo bem maiores que a média
nacional. Tal fato justifica a necessidade da continuidade, bem como da ampliacéo de
estudos que envolvam a transmisséao vertical do HIV-1 nestas popula¢des objetivando,
no minimo, solucionar tal discrepancia (PERNAMBUCO, 2016; PERNAMBUCO, 2017;
Ministério da Saude do Brasil 2018a; Ministério da Saude do Brasil 2018b).

2.2 AGENTE ETIOLOGICO — HIV-1
2.2.1 Aspectos Filogenéticos

O HIV-1 é um retrovirus da Familia Retroviridae, Subfamilia Lentivirinae e do
Género Lentivirus, reconhecido por deprimir 0 sistema imune em diversas espécies
de mamiferos, existindo cinco linhagens que infectam primatas (Hahn et al. 2000;
Hutchinson 2001).

E provavel que o inicio do processo de infecgdo tenha se dado a partir do
contato com o sangue infectado de chimpanzés (Pan troglodytes troglodytes), através
das atividades silvicolas desenvolvidas por cacadores no Oeste da Africa. Esta origem
e reforcada pelo fato da cepa do virus da imunodeficiéncia simia que infecta
chimpanzés (SIVcpz) ser a mais préxima ao HIV-1. O HIV-2 apresenta uma origem
diferente, tendo surgido de um SIVcm presente na espécie de mangabeys, natural do
oeste africano, onde até hoje, estdo concentrados os casos de infec¢do por HIV-2
(Gao et al. 1999; Hutchinson 2001; Santos and Soares 2010).



34

Quando comparada a homologia entre eles, os dois tipos de HIV apresentam
uma similaridade menor que 25%. Eles diferem principalmente pela presenca do gene
vpu no HIV-1, enquanto o HIV-2 carrega o gene vpx. Ambas as espécies sao
responsaveis pela infeccdo em humanos, sendo HIV-1 o mais virulento, e o
responsével pela pandemia, enquanto as infec¢gdes por HIV-2 permaneceram restritas
ao continente africano (Sharp and Hahn 2010; Ndung’u and Weiss 2012).

O HIV-1 é filogeneticamente dividido em quatro linhagens, categorizadas em
M, N, O e P, sendo todas passiveis de causar deplecdo do sistema imune. Porém, a
linhagem M (Major) é a mais frequente, e responsavel por quase a totalidade dos
casos, estando fragmentada em nove subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J e K), dos quais,
0 subtipo B € o mais comum dos paises do Ocidente. Ainda nesta linhagem existem
as cepas recombinantes circulantes (CRFs), que sdo o resultado de constantes
processos de recombinacdo genética entre os subtipos quando mais de uma cepa
infecta a mesma célula hospedeira. O subtipo O (Outlier) foi a segunda linhagem
descoberta, responsavel por casos isolados de HIV-1 restritos a paises na Africa. E o
grupo mais divergente, e evidéncias mostram que possivelmente tenha originado do
SIV de gorilas selvagens (SIVgon. Assim, no grupo N (New) ficaram agrupados os
casos que nao se enquadravam em nenhum dos dois primeiros grupos. Responsavel
por apenas dois casos isolados no mundo, a linhagem P é a mais recente, sendo
também sugerida sua origem através do SIVgor. A figura 3 mostra esta classificagédo
em detalhes (Gao et al. 1999; Santos and Soares 2010; Sharp and Hahn 2011,
Hemelaar 2012).
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Figura 3. Representacdo esquematica da classificacdo do HIV. Fonte: Adaptado de (Ministério da
Saude do Brasil 2017d).

Todos os subtipos do grupo M séo capazes de causar a deplecéo do sistema
imune, porém a capacidade de viruléncia costuma variar dependo do subtipo. Assim,
€ possivel observar que o subtipo D apresenta um maior risco de progressao a aids
guando comparado com o subtipo A presente na mesma populacdo. Tem se percebido
também uma evolucédo desde o inicio da epidemia pelo virus nas cepas que promovem
a infeccéo, principalmente as do subtipo B que estdo cada vez mais capacitadas em
provocar deplecdo de células T CD4+. J& o subtipo C estd mais associado a mucosa
vaginal feminina que outros subtipos, podendo ser relacionado tanto a transmissao
vertical quanto a heterossexual (Herbeck et al. 2012; Ndung’'u and Weiss 2012;
Hemelaar 2013; Li et al. 2015).

Além dos processos de recombinacdo genética das CRFs, a enorme
variabilidade genética do HIV, deriva principalmente da capacidade mutacional que a
enzima viral Transcriptase Reversa (TR) possui durante o ciclo do HIV. Ao infectar um
individuo, o virus possui um conjunto de mecanismos capazes de rapidamente gerar
populacdes virais geneticamente diferentes. Tais variagcdes permitem as cepas virais
adquirirem uma capacidade de evasao do sistema imune do hospedeiro, a partir de
mutacbes em sequéncias que codificam proteinas, dificultando assim, seu
reconhecimento pelo Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC). Assim, mesmo
com a grande variacgdo de MHCs na espécie humana, torna-se praticamente
impossivel ao sistema imune debelar sozinho a infeccdo (Kawashima et al. 2009;
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Hemelaar et al. 2011; Luft et al. 2011; Smyth et al. 2012; Ndung’'u and Weiss 2012;
Hemelaar 2013).

Outra perspectiva na qual a filogenia do HIV-1 é considerada € a influéncia
direta que cada cepa pode apresentar na terapia, sobretudo na resisténcia a mesma.
A grande maioria dos estudos que fazem analise das mutacdes de resisténcia as
drogas (DMRs) séo voltadas ao subtipo B do virus, porém vem-se notando a perda da
hegemonia das cepas B, em algumas regides, com um aumento significativo de CRFs
ou prevaléncia de cepas tipo ndo-B. Este novo panorama tem aumentado o desafio
da terapia antirretroviral, distanciando cada vez mais do cenario da erradicacdo do
virus (Palma et al. 2007; Santos and Soares 2010; Gatell 2011).

2.2.2 Aspectos Morfoldgicos

O HIV-1 é um virus de formato esférico, com cerca de 100nm de didmetro. Sua
superficie, também denominada envelope viral, é formada por uma bicamada lipidica
derivada da propria membrana celular do hospedeiro, apresentando glicoproteinas, a
gpl20 e gp4l. Tais glicoproteinas sdo importantes no processo de ancoragem,
atuando substancialmente no reconhecimento da célula a ser infectada e na fusdo do
virus a membrana celular do hospedeiro, permitindo assim a entrada do mesmo.
Abaixo da bicamada lipidica encontra-se a matriz pl7, uma camada proteica que
auxilia na associacdo do complexo gp120/gp41l, sendo de fundamental importancia
para a formacdo de novos virus (Figura 4) (Hutchinson 2001; Prakash et al. 2012;
Engelman and Cherepanov 2012; Abbas et al. 2018).
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Figura 4. Estrutura Morfolégica do HIV. Fonte: Adaptado de (Abbas et al. 2018).

A regido central do virus denominada capsideo, € composta por uma estrutura
conica proteica, formada pela matriz p24, com a fungdo de abrigar o genoma e
importantes proteinas virais. O material genético do HIV-1 é constituido por duas
moléculas de RNA fita simples, caracteristica comum a todos os retrovirus. Formando
0 nucleo-capsideo, encontramos outras duas proteinas, a proteina estrutural p6 e a
proteina p7 associada a estabilidade do RNA viral. Além destas, também estdo
presentes no nucleo-capsideo, as trés enzimas fundamentais ao ciclo viral,
Transcriptase Reversa (TR), Integrase (I) e Protease (P) (Hutchinson 2001; Engelman
and Cherepanov 2012; Abbas et al. 2018).

2.2.3 Aspectos Genéticos
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O HIV-1 possui um genoma composto por 9.181 pares de bases (pb) de
nucleotideos, contendo em toda sua extensdo nove genes. Apesar da pequena
guantidade de genes, 15 diferentes proteinas virais séo sintetizadas a partir deles,
sendo divididas, genericamente, em proteinas estruturais, regulatérias e acessorias
(Watts et al. 2009; Li and De Clercq 2016; Abbas et al. 2018).

Dentre estes nove genes, 0s mais importantes sdo 0 gag, responsavel pela
sintese de quatro proteinas estruturais internas que auxiliam na sustentacdo e
regulacédo (pl7, p24, p6, p7), o env pelas glicoproteinas da superficie do envelope
(gp120 e gp4l), e a matriz aberta de leitura (ORF) gag-pol que codifica uma cadeia
polipeptidica contendo as trés enzimas (Transcriptase Reversa, Integrase e Protease).
Estas enzimas sdo essenciais ao ciclo de vida do virus, estando associadas,
respectivamente, ao processo de transcri¢cao viral, integracao do material genético do
virus ao genoma do hospedeiro e processamento de proteinas do virus. Além destes,
existem outros seis genes acessorios (vif, tat, rev, vpr, nef, vpu) que atuam de forma
direta no processo de regulacao, infeccédo e patogénese do HIV-1 (Figura 5) (Ganser-
Pornillos et al. 2008; Watts et al. 2009; Li and De Clercq 2016; Leitner et al. 2017).
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Figura 5. Estrutura Genética do HIV-1. A localizacdo dos genes e as principais proteinas virais
codificadas: estruturais (gp120 e gp4l; pl7 p24, p6), relacionadas com a replicacdo (p66, p51, p31,
p10) e relacionadas com a regulagéo (vif, rev, tat, vpr, vpu, nef). Nas extremidades 5’ e 3’, regides
longas terminais (LTR) flanqueiam o genoma. Fonte: Adaptado de (Miller 2010).

Elementos estruturais do genoma do HIV, denominadas repeti¢des terminais
longas (LTR), sdo encontrados nas extremidades 5 e 3’ deste genoma. Tais

elementos séo responsaveis por regular a expressao dos genes virais, pela integracdo
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viral no genoma do hospedeiro e pela replicacdo viral, atuando, inclusive, na
conclusao do seu ciclo (Watts et al. 2009; Li and De Clercq 2016; Abbas et al. 2018).

2.2.4 Ciclo do HIV-1
O ciclo do HIV-1 é dividido em sete etapas principais: adsor¢cdo e entrada,

desnudamento, transcricdo reversa, integracdo do provirus, sintese protéica,
morfogénese e brotamento. A partir do contato direto com mucosas e/ou tecidos
lesados, o virus adentra o tecido, onde encontra células residentes - tais como
macrofagos, células dendriticas e linfécitos T CD4+ - dando inicio ao processo de
infecgao (Figura 6) (Haase 2005; Carter and Ehrlich 2008; Fanales-Belasio 2010).
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Figura 6. Etapas do ciclo replicativo do HIV-1. Fonte: Adaptado de (Abbas et al. 2017).

Este processo tem inicio através da ligagdo das glicoproteinas presentes no
envelope, a gpl120 e a gp41 a receptores na membrana do hospedeiro. A gp120 tem
por funcao promover a ligagdo a molécula de CD4+ presente na superficie do linfécito,

expondo o dominio v3, que é altamente conservado e que fornece a capacidade de
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ligacdo a receptores de quimiocinas, sendo 0os mais conhecidos 0 CXCR4 e o CCR5.
Esses co-receptores ativados promovem entdo uma alteragcdo conformacional no
complexo gp120-gp41l, expondo na gp4l uma regido chamada peptideo de fuséo,
promovendo a ligacdo do envelope viral com a membrana celular. Uma vez
fusionados, ocorre o desnudamento do capsideo viral, com liberagdo do material
genético do virus e das enzimas necessarias a replicacdo no citoplasma da célula
(Gringhuis et al. 2010; Prakash et al. 2012; Kaplan et al. 2016).

Entdo, a enzima TR, trazida com o virus em seu capsideo, converte o RNA viral
em DNA dupla fita. Neste processo, muitas mutagdes podem ser inseridas na cadeia
de DNA recém-sintetizada, ocasionadas pela falta de mecanismos de reparacéo desta
enzima. Alguns fatores do hospedeiro foram identificados na tentativa de bloquear o
ciclo viral, como a proteina APOBEC3G, que produz mutacfes durante o processo da
transcricdo reversa, levando a inativacdo do virus. Porém, o0 virus possui uma
proteina, a Vif, que promove um mecanismo de poliubiquitinacdo, com posterior
degradacédo pelo proteassoma, inativando a funcdo do APOBEC3G. Assim, 0 virus
consegue transpor facilmente esta barreira da APOBEC3G e a transcrigcao reversa é
realizada (Hutchinson 2001; Wang et al. 2012; Feng et al. 2014).

O proximo passo é a ligacdo da enzima integrase ao DNA de fita dupla, que
juntos migram para o nucleo da célula, onde tal enzima promove a integracdo do DNA
viral ao genoma do hospedeiro, originando o DNA proviral. A partir deste momento, o
virus passa a controlar a sintese celular. Fatores de transcricdo derivados do préprio
hospedeiro, como o Spl e o NF-kB se ligam as LTRs na extremidade 5 do DNA
proviral iniciando a producdo de RNA mensageiro viral. Entdo, estes RNAs
mensageiros serdo utilizados na sintese das proteinas virais tanto nao-estruturais
como estruturais, além de principalmente producdo do RNA gendmico viral.
(Hutchinson 2001; Liu et al. 2010; Mohammadi et al. 2013; Campbell and Hope 2015).

Os transcritos produzidos saem do nucleo em dire¢éo ao citoplasma onde séo
traduzidos em cadeias polipeptidicas. Duas moléculas de transcritos de RNA se unem
a um complexo nucleoproteina, juntamente com as enzimas virais necessarias para
proximas infec¢des e proteinas estruturais nucleares. Assim € formado o capsideo
gue, juntamente com 0s outros componentes do virus, se aproximam da superficie
celular, onde se associam com a membrana plasmética, formando um novo envelope

e promovendo o brotamento de novas particulas virais (Fanales-Belasio 2010).
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Fora da célula, o processo de maturagdo destas particulas sera concluido pela
clivagem das cadeias polipeptidicas de Gag e Gag-Pol pela protease viral, tornando
assim, as novas particulas aptas a infectar futuras células alvo (Fanales-Belasio 2010;
Wilen et al. 2012; Freed 2015).

2.2.5 Patogénese

O inicio da infeccao pelo HIV-1 normalmente se da através da penetracdo deste
agente viral em epitélios da mucosa ou tecidos lesionados. Entéo, o virus adentra o
tecido e infecta as células de defesa residentes ali instaladas. Dentre estas células
estdo as células dentriticas, que por serem apresentadoras de antigenos, capturam o
virus e migram para os linfonodos locais, com o intuito de debelar a infeccdo. Porém,
nos linfonodos, o HIV-1 encontra uma grande quantidade de células alvo, permitindo
a expansdao da replicacéo viral e com isso, a rqpida disseminacao das novas particulas
virais, dando inicio a fase aguda da infeccdo. Esta fase caracteriza-se por alta subita
da carga viral plasmatica, denominada viremia, com uma significativa diminuicdo de
linfécitos circulantes. Muitas pessoas possuem sintomas caracteristicos durante a
fase aguda da infeccdo, como febre, dor de garganta, linfoadenopatia, dores
musculares, enquanto outras ndo apresentam nenhum sintoma. Assim, por serem
considerados sintomas brandos, sao facilmente confundidos com outras infec¢des
virais, ndo sendo realizado teste de triagem para o HIV-1 (Weiss 2008; Lackner et al.
2012; Maartens et al. 2014; Abbas et al. 2018).

Aproximadamente doze semanas apds a exposicdo primaria, com o
desenvolvimento da resposta imune humoral e celular direcionada aos antigenos
virais, anticorpos contra o HIV-1 podem ser encontrados no plasma dos individuos
infectados, provocando uma leve estabilizacao nos niveis de carga viral. Porém esta
estratégia do sistema imune néo € suficiente para erradicar a infecgéo, visto que a
taxa de mutacdo genética bastante elevada do virus faz com que ele escape do
reconhecimento dos anticorpos, impedindo que a resposta gerada seja
completamente eficaz. Assim, esta resposta do hospedeiro permite apenas um leve
controle, fazendo com que se estabeleca uma infeccéo crénica e com entrada em
estagio de laténcia (Fanales-Belasio 2010; Lackner et al. 2012; Hoehn et al. 2015;
Abbas et al. 2018).

Uma vez estabelecida a fase cronica da infeccdo pelo HIV-1, esta pode se

estender por anos de maneira assintomatica. Percebe-se, nesta etapa, uma baixa taxa
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de replicacéo viral, alternada por picos de viremia, ocorrendo uma grande variagdo no
namero de copias virais por mL de plasma entre os individuos. Durante este periodo
de laténcia clinica, o sistema imune se mantém capaz de combater a maioria das
infec¢cdes por microrganismos oportunistas, e pouca ou nenhuma manifestacao clinica
da infeccdo pelo HIV é exibida. Apesar de ndo ser encontrado o virus na maioria das
células T do sangue periférico, no interior dos tecidos linféides a destruicdo das células
T CD4+ progride de forma constante, bem como o declinio de células T CD4+
sanguineas circulantes. Assim, as taxas de linfocitos T CD4+ sofrem uma diminuig&o
progressiva durante esta fase, culminando no estabelecimento da aids, na auséncia
de tratamento adequado. Acredita-se que o tempo médio entre a infeccao primaria e
0 estabelecimento da doenca seja cerca de 10 anos, sendo variavel de acordo com
cada caso (Figura 7) (Lackner et al. 2012; Maartens et al. 2014; Abbas et al. 2018).
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Figura 7. Curso clinico da infeccao pelo HIV-1. Fonte: Adaptado de (Maartens et al. 2014).

A fase de aids € a Ultima etapa desta infec¢do de natureza progressiva, quando
a taxa de linfécitos TCD4+ passa a ser menor que 200 células/pL de sangue. Neste

estagio, o sistema imune do individuo encontra-se seriamente debilitado, tornando-o
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susceptivel a diversas infeccbes oportunistas como por Pneumocystis sp.,
micobactéria, citomegalovirus, Toxoplasma gondii, além neoplasias, como Sarcoma
de Kaposi e linfoma ndo-Hodgkin. Como consequéncia, estes individuos infectados
ndo recebendo o tratamento com antirretrovirais de forma adequada, podem vir a 6bito
(Lackner et al. 2012; Vidya Vijayan et al. 2017).

2.3  TRANSMISSAO DO HIV-1

Sao conhecidas apenas trés possiveis maneiras de se infectar pelo HIV-1. Ou
0 virus € adquirido por meio da transmissdo sexual, ou via corrente sanguinea ou
ainda, através da transmisséo vertical (Shaw and Hunter 2012).

A relacdo sexual sem protecdo é sem davida, a principal via de transmisséo do
HIV-1, responsavel por 98% dos casos. Tal transmissdo acontece a partir do contato
de fluidos potencialmente infectantes como sémen ou fluido pré-seminal, secrecao
retal ou vaginal com as mucosas genitais dos individuos ou microfissuras que podem
ser geradas durante o ato sexual, facilitando assim a entrada do virus. Dentre as
formas de contato sexual, a transmisséo € mais frequente nas relagcdes homossexuais
masculinas, sendo o risco de infeccdo em uma relagdo anal receptiva
aproximadamente 13 vezes maior quando comparado ao risco em individuos
homossexuais insertivos. Apesar da frequéncia de transmissdo ser relativamente
menor em uma relacdo heterossexual, deve ser considerado que mulheres possuem
duas vezes mais risco de se infectar quando comparadas aos homens, podendo
indiretamente ser traduzido em um maior risco de transmissao vertical (Baggaley et
al. 2008; Patel et al. 2014; Romero et al. 2016).

Porém, além da forma de exposicéo, diversos fatores biolégicos se relacionam
diretamente a potencialidade da transmissdo. A carga viral plasmatica é o mais
importante deles, j& que estudos apontam uma taxa de transmissao praticamente
zerada em individuos com sucesso terapéutico e carga viral indetectavel. Por outro
lado, quanto maior o numero de copias de RNA viral por mL de plasma, maior o risco
de transmissédo. O estagio da doenca, € outro fator relevante, de modo que tanto as
fases iniciais quanto as Ultimas estdo associados com um maior risco de infeccéo por
via sexual, visto que a carga viral se encontra mais elevada nestes estagios. Outro
ponto € que, muitas vezes nas fases iniciais os individuos ndo estdo cientes da

infeccdo, e continuam com sua a vida sexual ativa sem maiores cuidados ou
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precaucdo. Tal atitude faz deste individuo, além de vetor do virus, susceptivel a outras
infeccdes (Vernazza et al. 2008; Fox and Fidler 2010; Abu-Raddad 2015).

Um agravante na transmissao sexual séo as coinfeccdes do trato genital como,
gonorréia, uUlceras do trato genital provocadas pela sifilis dentre outros que acabam
por ser porta de entrada para o virus. Nas mulheres, infec¢des por candidiase vaginal,
a menstruacao e o uso de contraceptivos orais tém sido associados ao aumento no
risco de transmisséo, uma vez que provocam corrimento vaginal aumentando o fluido
na regido. Ja no caso dos homens, varios estudos mostram a circuncisdo como um
fator protetivo a transmisséo, reduzindo de duas a oito vezes as chances destes
homens circuncisados contrairem o HIV (Wawer et al. 2009; Fox and Fidler 2010;
Chun et al. 2013).

Outra forma importante de transmisséo do HIV-1 é a parenteral, que ocorre pela
corrente sanguinea. Tal forma de contagio pode acontecer por acidente com material
perfurocortante contaminado, através do uso compartilhado de seringas e agulhas
contaminadas, transfusfes sanguineas sem triagem prévia adequada para o HIV ou
gualquer outra forma na qual o virus tenha acesso direto a corrente sanguinea. Em
caso de exposicdo a uma destas fontes contaminadas, a probabilidade estimada de
contrair HIV é de 92,5% para a transfusdo sanguinea, 0,63% para o compartilhamento
de seringas para uso de drogas injetaveis e 0,23% através de injecao percutanea. No
caso de acidentes com materiais perfurocortantes, o risco de contrair a doencga pode
variar muito, dependendo da forma como ocorreu o acidente, da carga viral do
individuo contaminado e do tempo decorrido até o uso da Profilaxia Pds-Exposi¢éao
(PEP) (Patel et al. 2014; Kariuki et al. 2017).

A contaminacéo do HIV pela corrente sanguinea, assim como na transmissao
por via sexual, normalmente est4 associada a contaminacdo conjunta por outros
agentes infecciosos. Dentre estes, dois apresentam-se mais corrigueiramente
associados ao HIV-1, sédo eles, o da Hepatite B e C, formando juntos os BBVs (do
inglés bloodbone viruses). Sendo assim, os centros de atendimento a soropositivos
sao frequentemente instruidos a realizacdo da sorologia para estas enfermidades,
numa tentativa de diagnosticar e tratar o0 quanto antes, uma vez que a coinfeccao
pelos BBVs aumentam a severidade da doenca promovendo uma progressao mais
rapida para a aids (Tessema et al. 2010; Menezes Brunetta et al. 2013; Chang et al.
2013).
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A terceira maneira possivel de se infectar com o HIV-1 é por meio da
transmissao vertical ou materno-fetal, evento em que a mée passa o virus para o filho,
configurando fundamentalmente a Unica fonte de transmissao em criangas menores
de 13 anos de idade. Estima-se que a cada 10.000 criancas expostas, 2.260 s&o
acometidas pela infecgéo, que pode ocorrer em trés momentos distintos: intrauterina
(qualguer momento durante a gestacdo), no parto (trabalho de parto ou no parto
propriamente dito) ou no pos-parto, através do aleitamento materno. Estudos recentes
apontam que a progressao da doencga nas criangas contaminadas pode variar muito
dependendo do momento no qual a infec¢do ocorreu, sendo a intrauterina associada
a progressao mais rapida (Charurat et al. 2009; Forbes et al. 2012; Ubesie A.C. et al.,
2012; Patel et al. 2014; Hoffmann et al. 2016; Ministério da Saude do Brasil 2017,
Nakamura et al. 2017).

A transmissao intrauterina, também denominada transplacentaria ocorre em
cerca de 25 - 35% dos casos de criancgas verticalmente infectadas, principalmente nos
ultimos meses de gestacao. Nestas circunstancias, de alguma forma o virus consegue
transpor a barreira placentaria e chegar ao sangue fetal, neste caso sera possivel a
identificacdo do HIV-1 ao nascimento ou dentro das primeiras 48 horas de vida da
crianga. A andlise é feita por PCR ou cultura e isolamento do HIV-1, a partir do sangue
periférico do recém-nascido, na auséncia de aleitamento. Mecanismos presentes na
placenta podem modular a susceptibilidade ou resisténcia a transmisséo vertical do
HIV-1, por meio da producdo de uma gama de fatores pelas células placentérias.
Estas células sao responsaveis pela sintese de fatores sollveis e receptores, como
horménios, quimiocinas, citocinas e o complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) classe I, inclusive aumentando a producéo de fatores de restricao virais nesta
regido. Assim, até certo ponto, esta barreira é capaz de modular o desfecho da
transmissao do virus ao feto. Por outro lado, o HIV-1 desenvolveu a capacidade,
embora limitada, de infectar algumas destas células placentarias responsaveis por tal
defesa, como células Hofbauer e células trofoblasticas. Além disto, outros fatores
como a coinfeccdo por citomegalovirus humano, podem favorecer a transposi¢cao
desta barreira pelo HIV-1, visto que tal virus promove inflamacao da placenta com
consequente lesdo de vilosidades cronicas e trofoblasto (Al-Husaini 2009; Martinez et
al. 2016; Nakamura et al. 2017; Domingues 2018).

Porém, a maior taxa de transmisséo vertical € observada durante o trabalho de

parto ou no momento do parto, perfazendo 65% dos casos. Neste momento, a
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transmissao pode ocorrer principalmente por meio do contato das mucosas do recém-
nascido com o liquido amniético, sangue contaminado e secre¢des do colo uterino.
Neste caso, os exames virolégicos (PCR ou cultura viral) apresentam resultado
negativo nas primeiras 48 horas de vida, positivando e mantendo tal condi¢cao apos o
7° dia de vida, em criangas ndo amamentadas. A0 somarmos a ocorréncia da
transmissao observada nos ultimos dois meses de gestacdo com o momento do parto,
observamos que este periodo € responsavel por 95% dos casos. (Sripan et al. 2015;
Nakamura et al. 2017; Ministério da Saude do Brasil 2017b).

J& no pés-parto a via de transmissao é através do aleitamento materno ou
amamentacao cruzada. Sendo assim, a amamentacdo € considerada um risco
adicional a infeccéo pelo HIV-1. Neste caso, o HIV-1 pode ser detectado através de
PCR no leite materno. E sabido que cerca de 7-22% da transmiss&o vertical ainda
acontece por esta via. Porém, se a mae é negativa no momento do parto e adquire a
infeccao pelo HIV durante o periodo de aleitamento, este risco sobe para 30%, devido
a viremia primaria. Além disto, o risco também é crescente quanto maior a duracéo do
tempo de aleitamento, ja que cada mamada representa uma nova exposi¢ao ao Vvirus
(Nakamura et al. 2017; Ministério da Saude do Brasil 2017b; UNAIDS 2017d).

Além destes, alguns outros fatores tém sido caracterizados por aumentar o
risco da transmissao vertical do HIV-1, como o uso de drogas injetaveis, 0 hdo uso ou
uso inadequado da terapia antirretroviral durante a gestacéo, confirmacéo da infeccéo
pelo HIV no periodo pré-natal ou no momento do parto, carga viral alta, nimero de
linfécitos TCD4+ reduzidos, baixa idade gestacional, parto vaginal na auséncia de
carga viral materna indetectavel e a presenca de outras infeccdes associadas
(Hoffmann et al. 2016).

Assim, como a erradicacdo da transmissdo vertical do HIV-1 é uma das
principais metas mundiais de prevencdo de novos casos de infeccao, firmes
compromissos politicos tém sido acordados neste propésito. Um deles busca a dupla
eliminacdo da transmissdo materno-infantil do HIV e da sifilis, bem como, um maior
acesso a vacinacdo contra o papilomavirus humano. Em 2014, a OMS e o
departamento de Saude Reprodutiva e Pesquisa (RHR), em colaboracdo com
UNAIDS, UNICEF e UNFPA, divulgaram o Guia sobre processos e critérios globais
para validacdo da eliminacdo da transmissao vertical de HIV e sifilis. Os principais
critérios é que o pais apresente uma taxa de novas infeccdes pediatricas por HIV

devido a transmissao vertical inferior a 50 casos por 100.000 nascidos vivos, e que a
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taxa de transmissao vertical do HIV em paises que amamentam seja <5% e em paises
gue ndao amamentam <2%. Cuba saiu na frente e em 2015, foi o primeiro pais do
mundo a anunciar que conseguiu zerar a transmissao vertical do HIV-1, validando tais
condi¢cbes (PAHO and WHO, 2015; UNAIDS 2017c; World Health Organization, 2017).

Apesar de considerados satisfatorios os indices acerca da transmissao vertical
do HIV-1, muito ainda precisa ser feito. A maioria dos paises indica que a
amamentacao seja parada ou restrita aos primeiros seis meses. Tal recomendacéao
faz com que mées sofram um estigma social, dificultando a adesdo das
recomendacdes clinicas. Aliado a isso, o diagnostico falho e tardio das gestantes e a
ma adesdo ao tratamento promove ainda, uma grande barreira ao combate a esta
forma de transmisséo (Moreno et al. 2006; Forbes et al. 2012; Rubio 2013; Patel et al.
2014).

2.4 MEDIDAS PREVENTIVAS DA TRANSMISSAO VERTICAL DO HIV-1

Aproximadamente, 1,3 milhdes de mulheres vivendo com HIV no mundo
engravidam todos os anos. Sem nenhum tratamento, a probabilidade de transmisséo
do virus para os recém-nascidos é de 15-45%. Porém, esta taxa pode ser reduzida
para cerca de 1% com o uso de terapia antirretroviral e acompanhamento adequados,
tanto da gestante quanto da crianca. Assim, é imprescindivel a aplicacdo do maior
namero de medidas preventivas possiveis, para que tal reducdo seja alcancada. As
principais destas medidas preventivas disponiveis sao: a testagem de todas as
gestantes, uso de terapia antirretroviral durante a gravidez, a escolha adequada do
tipo de parto, o uso de AZT intraparto, o uso de AZT profilatico pelo recém-nascido e
a inibicdo do aleitamento materno (Park et al. 2014; Hoffmann et.al, 2016; World
Health Organization, 2017).

2.4.1 Ampla Testagem das gestantes

Embora a eficacia da aplicacdo de tais medidas seja evidente, para que,
gualquer forma de profilaxia ou tratamento sejam instalados, faz-se necessario o
conhecimento da sorologia positiva da paciente. Sendo assim, as recomendac¢des do
Ministério da Saude instruem que todas as gestantes devem ser estimuladas a realizar
o teste anti-HIV o mais breve possivel, a partir da primeira consulta de pré-natal, se
possivel um segundo teste no inicio do terceiro trimestre de gestacao, e por ultimo um

teste rapido no momento do parto (Ministério da Saude do Brasil 2018c).
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O diagnéstico precoce do HIV deve ser disponibilizado sobretudo pelas
Unidades Basicas de Saude da Familia em virtude de estas serem responsaveis por
garantir uma boa cobertura pré-natal e devido ao acesso geografico da populacdo em
relacdo a unidade. Se o resultado for positivo, a gestante deve ser acompanhada e
encaminhada para o adequado tratamento o quanto antes. E recomendado no minimo
seis consultas ao longo do pré-natal (Ministério da Saude do Brasil 2018c; UNAIDS
2017d).

Porém, para gestantes que chegam a maternidade no momento do parto, sem
testes anti-HIV ou sem o resultado da sorologia, € prescrita a realizacdo do teste

rapido para diagnéstico (Ministério da Saude do Brasil 2018c).

2.4.2 Terapia Antirretroviral na Gestacao

De acordo com orientacdes da ONU adotadas pelo Ministério da Saude
brasileiro, € recomendado o uso da terapia antirretroviral para todo individuo assim
gue diagnosticado, independente de seu estadio clinico ou imunoldgico, evitando
reducdes significativas na contagem de linfocitos TCD4+, principalmente nos grupos
de maior vulnerabilidade, como criancas e mulheres gravidas. Tal conduta, além de
otimizar o tratamento, atuando na reducdo dos coeficientes de morbidade e
mortalidade, age também na esfera da prevencéo, ja que diminui o nUmero de novos
casos da infeccdo pelo HIV-1 (Pinto et al. 2007; Vella et al. 2012; World Health
Organization 2016).

No mercado mundial, sdo disponibilizados 28 tipos de farmacos para serem
utilizados na terapia anti-HIV. Atualmente, 19 destes s&o ofertados pelo SUS e
aproximadamente metade das PVHA fazem uso da terapia, o que tem refletido de
modo direto na diminuicdo dos indices epidemioldgicos no pais. O principal objetivo
da terapéutica € a reducao da carga viral, com uma consequente recuperacao da taxa
de células TCD4+. Os medicamentos sao classificados em seis diferentes grupos, de
acordo com o papel inibitério que exercem no ciclo viral, sendo eles (Palmisano and
Vella 2011; Arts et al. 2012; UNAIDS 2017b):

. Inibidores de entrada (antagonistas de CCR5): o farmaco se liga a sitios
especificos do co-receptor CCR5, provocando um impedimento alostérico a ligacédo
do virus a este receptor, necessaria para sua entrada na célula.

. Inibidores de Fuséo (IF): o farmaco se liga a proteina de membrana

celular viral gp41, impedindo a fusdo do virus na membrana da célula hospedeira.
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. Inibidores Nucleosideos da Transcricdo Reversa (INTR): sdo analogos
de nucleosideos ou nucleotideos que se inserem na cadeia de DNA nascente
interrompendo a sintese do material genético do virus.

. Inibidores N&o-Nucleosideos da Transcricdo Reversa (INNTR):
impedem a sintese do material genético do virus por se ligarem a sitios alostéricos da
transcriptase reversa, bloqueando sua atividade.

. Inibidores de Integrase (INI): impedem a juncéo do DNA viral ao genoma
do hospedeiro

. Inibidores de Protease (IP): atuam na fase de maturacdo viral,
interagindo com a sua protease, evitando o correto processamento das proteinas.

Atualmente, é recomendada a prescricdo de trés drogas em combinacéao.
Quando utilizadas como primeiro esquema terapéutico, obrigatoriamente duas destas
drogas devem ser INTRs ou INNTRs, e a terceira pertencendo a qualquer das demais
classes farmacoldgicas usadas na TARV. Sdo esquemas baseados em caracteristicas
gue obedecem a critérios de eficacia e tolerancia. Em casos de falha neste esquema
de primeira escolha ou efeitos colaterais exarcerbados, & aconselhada a troca para
outro regime terapéutico, objetivando uma maior aderéncia com consequente melhora
clinica do paciente (Bartlett et al. 2001; Bartlett et al. 2006; Vella et al. 2012; Brasil/
Ministério da Saude 2013b).

No contexto da transmissdo vertical, a terapia antirretroviral tem sido
imprescindivel na sua reducéo, permitindo o nascimento de milhares de criancas livres
do HIV no mundo. Assim como nos outros grupos, a TARV esté indicada para toda
gestante infectada independente do nivel de TCD4+. Porém, neste grupo, ela podera
ser iniciada antes mesmo de se obterem os resultados dos exames de T-CD4+, CV-
HIV e genotipagem — especialmente nos casos de gestantes que iniciam tardiamente
0 acompanhamento pré-natal. A genotipagem pré-tratamento esté indicada para todas
as gestantes infectadas pelo HIV, de forma a direcionar o esquema terapéutico. Tal
abordagem é necessaria para atingir o mais rapido possivel a supressao viral, ndo
devendo o tratamento ser suspenso logo em seguida ao parto (Ministério da Saude
do Brasil 2018c).

Em gestantes, também é proposta a tripla combinacgéo de antirretrovirais, sendo
dois INTR/INNTR associados a um INI. O esquema preferencial em inicio de

tratamento deve ser tenofovir + lamivudina + raltegravir (TDF+3TC+Ral). A associagéo
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TDF/3TC é a preferencial nas gestantes infectadas pelo HIV, pois possui facilidade
posoldgica (dose Unica diaria), além de um perfil favoravel em relacéo a lipoatrofia e
a toxicidade hematoldgica, ambas associadas ao AZT. Nos casos de impossibilidade
do uso de TDF/3TC, a associacdo AZT/3TC é a segunda opc¢do de escolha. Caso
essa associacdo nao possa ser usada, recomenda-se entdo o uso do abacavir (ABC)
associado a 3TC como terceira op¢cdo. Com relacdo ao inibidor de integrase (INI), o
Ministério da Saude recomenda o Raltegravir como opcéo preferencial de tratamento
para gestantes, visto que estudos sugerem uma queda da carga viral do HIV mais
rapida com o uso de Ral quando comparado ao EFV (Maliakkal, 2016; Ministério da
Saude do Brasil 2018c).

Apesar dos beneficios indiscutiveis da terapia antirretroviral, € constante a
preocupacdo quanto a sua utilizacdo durante a gravidez. Embora indispensavel, seu
uso ao longo da gravidez deve ser criterioso e adequadamente acompanhado. Apesar
do Ministério da Saude do Brasil recomendar o uso da TARV para toda gestante
infectada pelo HIV, independentemente de critérios clinicos e imunologicos, durante o
primeiro trimestre de gestacdo, a mulher assintomatica, sem infeccao oportunista e
com o numero de linfécitos TCD4+ acima de 350 céls/mm3, devera ser abordada
guanto a importancia da adesao e sobre a possibilidade de iniciar TARV apenas apos
o término do primeiro trimestre. Para qualquer antirretroviral, ndo ha completa
seguranca quanto a exposicao fetal no primeiro trimestre, apesar da importancia da
TARV para a saude materna e da diminuicao significativa da transmissao vertical do
HIV. No entanto, esta deve ser uma decisdo conjunta com a gestante e a equipe
assistente (Chougrani et al. 2013; Park et al. 2014; UNAIDS 2017d; Ministério da
Saude do Brasil, 2018c).

2.4.3 Modalidade do parto

A escolha da via de parto para a gestante vivendo com HIV/Aids é avaliada pelo
médico que acompanha a paciente, sendo a recomendacéo do Ministério da Saude
do Brasil que a partir da 342 semana seja coletada carga viral em todas estas
gestantes, para auxiliar definicdo da via de parto e do uso de profilaxias. Assim, 0
parto vaginal estaria indicado para mulheres com carga viral abaixo dos limites de
deteccdo ou caso a paciente ja se apresentasse em trabalho de parto ou com as
membranas rotas. Estando o parto cesareo, eleito para mulheres com carga viral

detectavel em momento préximo ao parto, com inicio tardio do pré-natal (maior que
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38 semanas), nao utilizacdo de HAART,ou baixa adeséo ao tratamento, ou ainda, por
solicitacdo da propria paciente (Ministério da Saude do Brasil 2018c).

As gestantes com cesariana eletiva agendada devem ser previamente
orientadas a qual servigo procurar caso, por ventura, entrem em trabalho de parto
anterior a data programada, garantindo assim, que a equipe da maternidade esteja
apta a receber esta gestante. Independente do jejum prescrito para o procedimento,
0S antirretrovirais que a paciente estiver utilizando ndo devem ser interrompidos.
(Ministério da Saude do Brasil 2018c).

No parto vaginal, sempre que possivel, a episiotomia ndo deve ser realizada.
Além disto, a bolsa rota, por mais de quatro horas, deve ser evitada, ja que o trabalho
de parto prolongado aumenta linearmente as chances de transmissao vertical com
risco adicional de 2% a cada hora acrescida (Ministério da Saude do Brasil 2018c).

Com relagdo a conduta no momento do parto, em linhas gerais, as
recomendacdes sdo: sempre que possivel realizar o parto empelicado, mantendo as
membranas corioamnioticas integras ao retirar o neonato, clampear o corddo de
imediato ap0s o0 nascimento, realizar o banho no recém-nascido o mais rapido
possivel, limpando com compressas macias todo sangue e secre¢des visiveis, aspirar
delicadamente as vias aéreas evitando traumatismos em mucosas, € se necessario,
aspirar com cuidado, o contetudo gastrico de liquido amniético com sonda. Nesta
ultima conduta, se houver presenca de sangue, proceder lavagem com soro fisiologico
(Ministério da Saude do Brasil 2017b; Ministério da Saude do Brasil 2018c).

2.4.4 AZT Intraparto

A administracdo do AZT injetavel para prevencao da transmisséo vertical é
recomendada assim que se inicie o trabalho de parto ou trés horas antes da cesariana
eletiva, devendo ser mantido até o clampeamento do corddo umbilical. Porém, em
gestantes que apresentem CV-HIV indetectavel apos 34 semanas de gestacao, e que
estejam em TARV com boa adeséo, o médico pode, dependendo de seu julgamento
clinico, eleger ou ndo o uso do AZT intraparto endovenoso (Ministério da Saude do
Brasil 2018c).

A administracdo do AZT endovenoso deve ser feita em acesso calibroso e
exclusivo com dose de ataque de 2mg/kg na primeira hora de administracao, seguido
por infusdo continua de 1mg/kg/hora, até o clampeamento do corddo umbilical.

Mesmo nos casos de gestantes que nao fizeram uso da TARV durante a gestacao
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e/ou foram diagnosticadas no momento do parto, o0 AZT injetavel esta indicado. N&o
estando, porventura, disponivel o AZT em apresentacdo endovenosa, pode-se optar
pela administracéo via oral (VO) em solucdo, sendo administrados 300 mg VO no
inicio do trabalho de parto e 300 mg VO a cada trés horas até o seu término (Ministério
da Saude do Brasil 2018c).

2.4.5 AZT Profilatico ao recém-nascido

O uso de AZT solucao oral € recomendado para todas as criangas nascidas de
maes vivendo com HIV como uma das medidas preventivas da transmissao vertical.
Devendo ser iniciada a primeira dose o0 mais breve possivel, no maximo nas primeiras
guatro horas apés o nascimento, de preferéncia ainda na sala de parto, logo apés os
cuidados imediatos. A profilaxia com AZT solucéo oral € mantida por quatro semanas
(Ministério da Saude do Brasil 2018c; UNAIDS 2017b).

Em criancas expostas nascidas de méaes que usaram ARV durante a gestacao,
com boa adeséo e cuja carga viral era inferior a 1000 copias/ml no 3° trimestre, esta
conduta é suficiente. Porém, caso contrario, além do AZT devera ser indicado 0 uso
conjunto de Nevirapina (NVP), também pelo mesmo periodo (Ministério da Saude do
Brasil 2018c; UNAIDS 2017b).

A partir de quatro semanas, coincidindo com o fim do uso do AZT, recomenda-
se que todas as criancas expostas ao HIV recebam profilaxia com SMX-TMP
(Sulfametoxazol/Trimetoprima), até que tenham o resultado de duas CV indetectaveis.
Tal conduta é necessaria para evitar a pneumonia por Pneumocystis jiroveci, mais
frequente infeccdo oportunista em criancgas infectadas pelo HIV. O periodo de maior
risco € a do primeiro ano de vida, podendo manifestar-se rapidamente, acarretando
insuficiéncia respiratéria com alta letalidade. Assim, em criangas infectadas ou com
infeccdo indeterminada, esta profilaxia € mantida até que completem um ano de idade,

independente da contagem de TCD4+ (Ministério da Saude do Brasil 2017b).

2.4.6 Inibicdo do Aleitamento Materno

O aleitamento materno é uma importante via de transmissao vertical, visto que
mesmo o uso de HAART pela mé&e né&o controla a eliminagéao do HIV pelo leite. Sendo
assim, é fortemente recomendado que toda puérpera vivendo com HIV/Aids néo
amamente seu filho. Além disto, sdo terminantemente contraindicados o uso de leite

humano com pasteurizacdo domiciliar, o aleitamento cruzado (quando a crianca €
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amamentada por outra nutriz) e a alimentagédo mista (uso conjunto de leite humano e
férmula infantil) (Ministério da Saude do Brasil 2018c).

A mée deve ser informada e orientada sobre o direito a receber férmula lactea
infantil para substituir o aleitamento materno. A utilizagdo de leite humano
pasteurizado proveniente de banco de leite credenciado pelo Ministério da Saude (p.
eX., RN pré-termo ou de baixo peso) € permitida (Ministério da Saude do Brasil 2018c).

Outro ponto na reducéo do risco € a inibicdo farmacoldgica da lactacdo, que
deve ser realizada imediatamente apds o parto, utilizando-se cabergolina 1,0 mg via
oral, em dose Unica (dois comprimidos de 0,5 mg por via oral), administrada antes da
alta hospitalar. Caso ocorra lactacao rebote, o que é raro, pode-se repetir novamente
a dose do inibidor. Uma forma alternativa de inibir a lactacdo é o enfaixamento das
mamas por dez dias. Considerada um meio um tanto invasivo, cuja adesao é baixa e
a efetividade questionavel, deve ser realizado apenas em ultimo caso, na auséncia
dos inibidores de lactacédo farmacoldgicos no servigo de saude (Ministério da Saude
do Brasil 2017b).

Assim, fica claro que a prevencado ainda € a melhor maneira de controlar a
transmissao vertical do HIV-1. Deste modo, os profissionais da salde precisam
trabalhar juntos fornecendo orientagées, iniciando o pré-natal e solicitando a testagem
para HIV o mais precocemente possivel, implementando medidas preventivas
eficazes e principalmente, recomendando e acompanhando o correto uso da terapia
antirretroviral durante o pré-natal. Porém, apesar da evidente associacdo entre todos
estes fatores obstétricos, socioeconémicos e comportamentais e a transmissao
vertical do HIV-1, a sua resolugcdo ndo conduz a completa extingdo desta forma de
transmissdo. Estudos demonstram que apesar de adequadamente aplicadas todas
estas medidas preventivas, a prevaléncia da transmissao vertical do HIV-1 ainda se
mantém em torno de 1%. Isto aponta o envolvimento de outros elementos como
fatores virais e inerentes do hospedeiro (Matt and Roger 2001; Lemos et al. 2012;
Hoffmann et.al, 2016).

2.5 VARIABILIDADE GENETICA E FATORES DE RESTRICAO

Ao longo do processo evolutivo, o hospedeiro humano e seus patdgenos
seguem em uma infindavel disputa pela adaptacdo. Enquanto o hospedeiro
desenvolve sofisticadas estratégias visando a eliminacdo do patdgeno, por outro, este

se especializa em escapar do ataque hospedeiro, se estabelecer e dar continuidade
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ao seu ciclo infeccioso. Assim, a infecgdo pelo HIV-1 mostra um exemplo classico
desta luta pela sobrevivéncia, nela, o virus evolui utilizando a maquinaria das células
de defesa do hospedeiro para se replicar, enquanto o hospedeiro desenvolveu uma
série de respostas imunoldgicas, visando restringir a replicacéo viral e debelar a
infeccao (Derdeyn and Silvestri 2005; Baumann 2006; Pitha 2011; Guha and Ayyavoo
2013).

E € com o objetivo, de proibir que os virus assumam o completo controle, que
a célula lanca méo de uma série de proteinas intrinsecas da resposta imune inata.
Conhecidas como fatores de restricdo do hospedeiro, estas proteinas sao capazes de
intervir em varios estagios da replicacdo viral. Varios dos fatores que atuam na
restricio do HIV-1 ja foram bem descritos, como por exemplo, as proteinas
APOBECSG, TRIM5a e teterina; enquanto outros, como as IFITM3, apontadas com
este papel em varias viroses, foram pouco estudadas no HIV-1 (Derdeyn and Silvestri
2005; Baumann 2006; Pitha 2011; Guha and Ayyavoo 2013; Compton et al. 2016).

Porém, a variabilidade genética humana desempenha um papel muito
importante sobre estes fatores de restricdo. Milhares de variacbes génicas,
denominadas polimorfismos, vém sendo descritas, e conforme sua localizacéo,
podem promover alteragdo na expressao génica, na ligacao de fatores de transcri¢cdo
e sintese proteica, conferindo diferentes respostas frente o virus. O objeto de interesse
deste estudo é uma classe especifica destas variacbes, os polimorfismos de base
unica (SNPs). SNPs sao variagBes de um unico nucleotideo, encontradas no genoma
do hospedeiro, que representam a maior fonte de variagbes genéticas inter-
individuais. No contexto da infeccdo pelo HIV, diversos trabalhos tém apontado
associacfes de varios SNPs com a susceptibilidade a infeccdo pelo HIV-1
(Sachidanandam et al. 2001; Frazer et al. 2009; An P and Winkler 2010).

Assim, a partir da observacdo de que mesmo na auséncia de qualquer
prevencao ou tratamento nem todas as criangas expostas ao HIV-1 sdo infectadas, a
analise destas variacdes inter-individuais se torna uma ferramenta fundamental em
estudos que pretendam um melhor entendimento da transmisséao vertical. Ao contrario
do que se imagina, a maioria criangas expostas ao HIV-1, cerca de 55-85%, ndo séo
infectadas. Isto mostra que, realmente, um conjunto de fatores préprios do hospedeiro
contribuem na defesa contra o virus, e que estes fatores sdo diferentes entre os
individuos. Um dado que respalda esta informacdo sdo os estudos com gémeos

dizigdticos sorodiscordantes, mostrando que apesar de todos os fatores ambientais
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idénticos, o desfecho foi diferente (Al-Husaini 2009; Neubert et al. 2010; Martinez et
al. 2016).

Além disto, o papel das variagcdes genéticas na infeccéo pelo HIV-1 pode variar
de acordo com o perfil étnico da populacdo analisada. Os achados da literatura
apontam consideraveis diferencas entre populagbes preponderantemente
caucasianas ou africanas, e populacdes com grande miscigenac¢ao, como € o caso da
populacdo do nordeste do Brasil, inclusive do Recife (Winkler et al. 2004; Kehdy et al.
2015).

Tudo isso sugere que a variacao destes fatores presentes nas criangas e maes
sao relevantes e merecem ser considerados, principalmente em uma populacéo téao
miscigenada. Assim, fica clara a importancia da avaliacdo de polimorfismos em genes
gue codifiquem fatores de restric&o viral, principalmente os que foram pouco ou nunca
estudados, visto que tais variantes podem estar associadas a protecdo ou
susceptibilidade a infeccdo pelo HIV-1 (Frazer et al. 2009). No presente estudo, trés
genes envolvidos na restricdo viral e relevantes no contexto da transmissao vertical
do HIV-1, foram selecionados para tais avaliagcfes: CCR5, IFITM3 e BST2 (Tabela 1).

Tabela 1. Genes dos Fatores Restricdo Viral envolvidos no estudo.
Gene Fator de restri¢do viral Funcao biolégica no contexto do HIV

Um dos co-repectores fundamentais a

CCRS C-C Chemokine Receptor Type 5 entrada do virus na célula hospedeira

Interferon-Induced Transmembrane Restringe tanto a fusao quanto o

IFITM3 . brotamento das particulas virais na célula
Protein-3 :
hospedeira
Bone Marrow Stromal Cell Antigen- Impede o brotamento de particulas virais
BST2 . .
2/Tetherin recém formadas

2.6 CCR5 E A DELECAO DELTA 32 (A32)

O CCRS5 é um gene localizado no braco curto do cromossomo 3 (3p21.31),
contendo 6.065 pares de bases, responsavel por codificar a proteina C-C receptor de
guimiocina tipo 5. Esta proteina é formada por 352 aminoacidos, possuindo uma
estrutura com sete dominios transmembranares a-helicoidais, acoplados a proteina
G. Sendo expressas principalmente por mondcitos, macréfagos, células dentriticas
imaturas e linfécitos T, estdo envolvidas na resposta inflamatéria a infeccdo e no
aumento de reacdo imunologica, estimulando a ativacéo e proliferacéo de células T e

macrofagos (Dean et al. 1996; Barmania and Pepper 2013).
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O HIV-1 infecta células que expressam o receptor celular de superficie CD4,
porém somente a ligacdo com este receptor ndo é suficiente para garantir a sua
entrada, sendo fundamental a interacdo das glicoproteinas do virus com o0s co-
receptores CCR5 e/ou CXCR4. Assim, dependendo da cepa viral ela sera capaz de
usar um, outro, ou ambos 0s co-receptores. Portanto, para as cepas de HIV-1 com
afinidade R5, a presenca da proteina CCR5 na superficie da célula alvo, é
indispenséavel a sua entrada (Douek et al. 2002; Grotto and Pardini 2006).

Porém, este gene possui um alelo mutante que apresenta a delecao de 32
pares de bases, conhecida como mutacdo CCRS5 delta 32, ou CCR5A32. Esta delecéo
causa uma mudanca na fase de leitura durante a traducéo, atingindo os trés ultimos
dominios transmembranares da CCR5, mais especificamente no segundo loop
extracelular onde ocorre o sitio de ligacao da proteina G responséavel pela transducéo
de sinal celular, levando a nédo funcionabilidade da proteina. Tal mudanca ocorre no
aminoacido 185, a partir do qual 31 aminoacidos atipicos sdo incorporados, até o
encontro de stop codon prematuro. Assim, o alelo selvagem codifica uma proteina
contendo 352 aminoacidos, enquanto a codificada pelo alelo mutante ndo funcional,
possui ao todo 215 aminoacidos e ndo € expressa na superficie celular (Figura 8)
(Dean et al. 1996; Samson et al.1996; Liu et al. 1996).
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Figura 8. Estrutura da proteina CCR5 e sua variante ndo funcional. Fonte: Adaptado de (Samson et al.
1996 e Lopalco 2010).

Sendo assim, individuos homozigotos para a CCR5A32 ndo expressam o
receptor CCR5 na membrana de suas células, impossibilitando, com isso, a entrada
do HIV-1 com afinidade para este co-receptor e consequentemente a infec¢cdo. Ja a

heterozigose néo confere imunidade a infeccdo pelo HIV-1, mas devido a menor
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disponibilidade de co-receptores na superficie dos TCD4+ e macrofagos, é
responsavel por retardar a progressdo do virus. Sendo assim, em individuos
heterozigotos n&o tratados com antirretrovirais, € observada uma progressao mais
lenta da doenca (Figura 9). O exemplo mais conhecido envolvendo a CCR5A32 € o
do paciente de Berlim; portador de leucemia mieléde aguda e HIV positivo, recebeu
um transplante medular em 2009 de um doador homozigoto para tal delecéo,
permanecendo com carga viral indetectavel, na auséncia de terapia antirretroviral até
hoje. Enquanto alguns trabalhos ja associaram a auséncia do CCR5 em pessoas que
apresentam esta delecdo em homozigose, a reducao a resisténcia a outras doencas
infecciosas ou até, recentemente, a diminuicdo na expectativa vida; outros estudos
nao demostraram nenhum efeito nocivo a salde (Samson et al. 1996; Carrington et
al. 1999; Murphy et al. 2010; Allers et al. 2011; Lim and Murphy 2011; Barmania and
Pepper 2013; Falcon et al. 2015; Hiutter et al. 2015; Wei and Nielsen 2019).

Receptor
CD4+ —

Co-receptor
CCR5

C

HIV consegue se ligar ao Menor disponibilidade do Resisténcia a
receptor e co-receptor e co-receptor leva a uma infeccdo por HIV-R5
entrar facilmente na célula  progressdo mais lenta da

hospedeira infeccdo pelo HIV

Figura 9. Influéncia da CCR5A32 na progressao e susceptibilidade a infeccdo pelo HIV-R5. Fonte:
Adaptado de https://mskeehu.weebly.com/interesting-science/are-you-caucasian-you-may-be-
immune-to-hiv. Acesso em 19/06/2019

Estudos demonstram que a origem do alelo delta 32 € recente, tendo surgido
no nordeste da Europa de uma mutacdo simples. A frequéncia deste alelo na

populacédo caucasiana esta em torno de 10%. No norte da Europa a frequéncia do


https://mskeehu.weebly.com/interesting-science/are-you-caucasian-you-may-be-immune-to-hiv
https://mskeehu.weebly.com/interesting-science/are-you-caucasian-you-may-be-immune-to-hiv

58

genotipo homozigoto é de 1-1,5%, enquanto em outros lugares € de menos de 0,2%.
No Brasil a frequéncia deste alelo oscila entre 6.8% a 14.2% na populacao
caucasiana; 1% a 6.4% na populacdo descendente de africanos e 0.4% a 2.2% na
populacdo indigena, apresentando, portanto uma média geral de aproximadamente
4%. Assim, devido a consideravel frequéncia deste alelo na populacdo brasileira,
sobretudo do Nordeste, e tendo em vista que nosso estudo busca associar fatores de
restricdo (IFITM-3 e BST-2) a susceptibilidade a transmissao vertical do HIV-1; a
andlise prévia da delecdo CCR5A32, em nosso grupo de estudo, com o propésito de
exclusdo dos individuos porventura homozigotos (A32/A32), é totalmente logica e
justificavel (Libert et al. 1998; Carvalho et al. 2004; Carvalhaes et al. 2005; Vargas et
al. 2006; Boldt et al. 2009; Silva-Carvalho et al. 2016).

2.7 IFITM3
2.7.1 O gene IFITM3

O IFITM3 - Interferon Induced Transmembrane Protein 3 - possui 1242 pares
de bases, localizando-se na extremidade do brago curto do cromossomo 11 (11p15.5)
(NC_000011.10: 319,549 - 321,038), sendo constituido por dois éxons, separados por
um intron e flaqueados pelas regifes 5’UTR e 3'UTR. Este conjunto é responsavel por
codificar a proteina de mesmo nome, IFITM-3 - Interferon-Induced Transmembrane
Protein-3, formada por 133 aminoacidos e de peso molecular 14632 daltons (Siegrist
et al. 2011; Hickford et al. 2012).

Este gene faz parte da familia de genes IFITMs - Interferon Induced
Transmembrane Proteins, dos quais cinco ja foram descritos em humanos. IFITM1, 2,
3, relacionados a atividade antiviral, IFITM5 cuja expressdo esta restrita aos
osteoblastos participando da maturacéo e mineralizacao 6ssea, e IFITM10, do qual a
funcdo ainda permanece desconhecida. Como IFITM1, 2 e 3 estdo fortemente
relacionados a restricdo de viroses, sua transcricdo é regulada positivamente por
interferon tipo | e ll, justificando o nome recebido pelos genes. Dentre os trés
homologos, estudos apontam que, a maior restricao viral ocorre a partir das proteinas
codificadas pelo IFITM3, o que faz dele e seus polimorfismos, elementos de interesses
para estudos que envolvam transmissao vertical e HIV-1 (Figura 10) (Lewin et al. 1991;
Brass et al. 2009; Siegrist et al. 2011; Hickford et al. 2012; Harper et al. 2013; Smith
et al. 2014; Zhao et al. 2019).
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Figura 10. Representacao da familia de genes IFITMs humanos. Em azul, os trés genes relacionados
a atividade antiviral, com enfoque no IFITM3 em azul marinho. A linha vertical vermelha indica a posicédo
de um importante SNP na restricdo de varias viroses, 0 rs12252. Fonte: Adaptado de (Zhao et al. 2019).

2.7.2 A proteina IFITM-3 e seu papel nainfecgado pelo HIV-1

As proteinas IFITM-3 sédo proteinas transmembranares, induzidas por
interferon, encontradas em quase todos o0s seres vivos, desde bactérias até primatas.
Descritas como fatores de restricdo viral, estdo presentes tanto em membranas
internas do reticulo endoplasmatico, endossomos e lisossomos, como na membrana
externa das células. S&o expressas constitutivamente nos mais variados tecidos,
porém, seu nivel pode modificar dependendo do tipo celular. Com isso, é possivel
observar uma maior concentracao destas proteinas onde seus efeitos protetores séo
mais necessarios como, células epiteliais de barreira, mucosa oral, eséfago, placenta,
macrofagos e linfocitos T (Siegrist et al. 2011; Hickford et al. 2012; Bailey et al. 2014,
Ling et al. 2016; Chesarino et al. 2017).

Apesar de ainda ndo totalmente elucidada, dentre as trés possiveis topologias
ja descritas para a IFITM-3 (transmembranar tipo Ill, intramembranar e
transmembranar tipo IlI), mdltiplas evidéncias sugerem que esta assuma uma
topologia de proteina transmembranar do tipo Il com sua por¢do N-terminal citosélica,
seguida por dois dominios hidrofébicos (um intramembranar e outro transmembranar)
e uma porgao C-terminal extracelular / endolisossomal (Figura 11) (Brass et al. 2009;
Bailey et al. 2013; Bailey et al. 2014, Ling et al. 2016; Chesarino et al. 2017; Zhao et
al. 2019).



60

- Extracelular/
- ~ —.Endolisossomal
/ -

\V ( v 3, l ( v

% (,--”"Citosélico
\ B /
\‘&, ,,.-f"‘/
Transmembranar tipo Il Intramembranar Transmembranar tipo Il

Figura 11. Possiveis topologias da IFITM-3. Destaque para a transmembranar tipo I, mais aceita.
Fonte: Adaptado de (Zhao et al. 2019).

Tais proteinas foram identificadas pela primeira vez envolvidas na funcéo de
restricdo em 2009, contra o virus influenza A (IAV). Desde entdo, seus efeitos ja foram
descritos em vérias outras viroses, atuando em quase sua totalidade, sobre virus
envelopados. Exemplos desta atuacao ja foram relatados em varias cepas do virus da
influenza humana, virus da dengue (DENV), virus do Nilo Ocidental (WNV), virus
Ebola (EBOV), virus da hepatite C (HCV), Zika virus (ZIKV), bem como SIV e HIV-1
(Brass et al. 2009; Huang et al., 2011; Lu et al. 2011, Perreira et al. 2013; Qian et al.
2015).

No HIV-1, ja foi demonstrado que a presenca das proteinas IFITM-3 em
membranas das células hospedeiras, esta associada a reducdo da infeccdo, bem
como da infecciosidade das particulas virais nascentes. Além disto, estas, diferente
de outras proteinas de restricao, sao resistentes a regulagdo negativa ou degradacéo
por proteinas do HIV-1. Porém, apesar de grandes avanc¢os desde sua identificacao,
0S mecanismos moleculares exatos que medeiam suas atividades antivirais ainda nédo
foram totalmente compreendidos (Chutiwitoonchai et al. 2013; Jia et al. 2014;
Compton et al. 2014).

A hipétese mais aceita para a forma como as proteinas IFITM-3 restringem as
infeccdes virais se baseia na mudanca nas propriedades biofisicas da membrana
plasmatica, observada na regido circundante a tais proteinas. Esta mudanca é
resultante tanto da prépria conformacdo da proteina que altera a curvatura da
membrana, quanto do aumento da concentracdo de colesterol observada ao seu

redor, criando extensas regifes de balsas lipidicas, consequentemente, reduzindo a
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fluidez da membrana nesta regidao (Jia et al. 2012; Amini-Bavil-Olyaee et al. 2013;
Compton et al. 2014, Jia et al. 2014).

Assim, estando presentes na membrana celular do hospedeiro, estudos
recentes sugerem que tais proteinas possam atuar na restricdo ao HIV-1 em dois
momentos distintos. Em um primeiro instante, quando o HIV-1 tenta iniciar seu
processo de fusdo a membrana externa da célula hospedeira, porém encontra esta
superficie mais rigida, atrapalhando na formacdo do poro de fusdo. Ou em um
segundo ponto, quando, mesmo com este impedimento fisico, o HIV-1 conseguiu
adentrar a célula e criar novas particulas virais que precisardo deixar a célula
hospedeira para infectar novos linfocitos. Nesta etapa, a IFITM-3 podera atuar
diminuindo a infectividade viral. Estudos recentes demostraram que o HIV-1, ao sair
da célula levando consigo parte da membrana plasmatica do hospedeiro, leva também
as proteinas IFITM-3 que porventura estavam naquela regido. Entéo, estas proteinas,
agora pertencentes a membrana viral, dificultardo pelo mesmo mecanismo sua fusao
a membrana de novas células alvo. Portanto, as IFITM-3 podem atuar na reducéao
tanto da susceptibilidade a infec&o inicial pelo HIV-1, quanto na progresséao da doenca
(Amini-Bavil-Olyaee et al. 2013; Li et al. 2013; Lin et al. 2013; Bailey et al. 2014,
Compton et al. 2014; Desai et al. 2014; Jia et al. 2014; Compton et al. 2016).

Porém, a expressdo das proteinas IFITM-3 ndo esta restrita a membrana
plasmatica da célula. De fato, elas podem ser observadas em varios compartimentos
celulares, sendo sua localizacao governada por modificacdes pds-traducionais. Esses
processos regulatorios impactam a localizagéo e a degradacgéo das IFITM-3 na célula
e, como resultado, sdo determinantes para sua fungao antiviral (Jia et al. 2012; Yount
et al. 2012; Chesarino et al. 2014a; Chesarino et al. 2014b; Chesarino et al. 2015).

Durante o processo de biossintese, a proteina IFITM-3 é direcionada para a
membrana plasmética, onde sofre estas modificacdes pds-traducionais em sua por¢ao
N-terminal. Ali ela pode ser fosforilada o que mantera a proteina na membrana, ser
endocitada, processo mais comum que a direcionara para os endossomos, ou ainda
ser ubiquitinada. A endocitose da IFITM-3 €& dependente de um motivo de
internalizacdo (Yxx®, YEML em IFITM-3 humano), que € reconhecido pela
subunidade p2 do complexo AP-2, resultando na internalizacdo de IFITM-3 em
endossomos tardios, corpos multivesiculares e lisossomos. Porém, sobreposto ao
YEML é possivel observar outro motivo muito importante (PPxY, PPNY em IFITM-3

humano), responsavel por recrutar a ubiquitina ligase E3 NEDD4 para promover a
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ubiquitinacao da IFITM-3 e sua degradacéo via lisossomos. No entanto, a fosforilagédo
do residuo de tirosina 20 (Y20), comum aos dois motivos, inibe tanto a endocitose
guanto a ubiquitinacdo, mantendo a IFITM-3 na membrana plasmatica. Como os
motivos da sequéncia reconhecidos pelo NEDD4 e pelo complexo AP-2 séo
adjacentes e se sobrepbem a tirosina 20, é provavel que um mecanismo de
competicado simples seja o fator determinante de qual dos processos prevalecera para
cada IFITM-3 no processo (Figura 12). Assim, a fosforilacdo da Y20 € um regulador
positivo, enquanto a endocitose e a ubiquitinagdo sao reguladores negativos da
atividade anti-HIV desta proteina (Yount et al. 2012; Chesarino et al. 2014b; Jia et al.
2014; Chesarino et al. 2015; Compton et al. 2016).

Contudo, polimorfismos no IFITM3 que modifiquem algum destes motivos de
ligagéo, podem alterar este desfecho, modulando, por conseguinte, a susceptibilidade
a infeccéo pelo HIV-1 (Jia et al. 2014; Compton et al. 2016).
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Figura 12. Modificag8es pds-traducionais da IFITM-3. Representando o direcinamento da proteina no
interior da célula, dependente destas modificacdes. Fonte: Adaptado de (John et al. 2013).

2.7.3 Polimorfismo selecionado no IFITM3

Assim, foi enfocado o SNP (polimorfismo de base Unica) rs12252, que intervém
nestes trés motivos de ligacdo, apresentando como efeito funcional principal a
mudanca da localizacdo da proteina IFITM-3 dentro da célula (Jia et al. 2014; Compton
et al. 2016).

O SNP selecionado rs12252 T>C, esta localizado na posi¢céo 42 do éxon 1 do
IFITM3, apresentando uma frequéncia alélica minima (MAF) global de 0,24. Embora
previamente associado a outras viroses, sobretudo influenza, por varios estudos,
poucas andlises foram realizadas envolvendo este polimorfismo e o HIV-1. Os estudos

gue integram estes dois fatores foram principalmente, andlises in vitro, em culturas
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celulares; até o momento, somente um estudo foi efetivamente realizado em uma
coorte de PVHA. No entanto, em todos os casos foi possivel observar uma forte
associacao entre o0 rs12252 e a infeccao pelo HIV-1 (Bailey et al. 2012; Everitt et al.
2012; Jia et al. 2012; Zhang et al. 2013; Wang et al. 2014; Zhang et al. 2015; Compton
et al. 2016).

Funcionalmente, apesar de ser um polimorfismo sinénimo (Serl4Ser), a
proteina gerada por este alelo variante sofre uma grande modificacdo em sua
estrutura. A mudanca de base que ocorre no inicio do éxon 1, resulta na transcricao
de um pré-mRNA com um sitio de splicing alternativo, que quando reconhecido como
tal pelo spliceossomo perfaz na remoc¢ado equivocada da parte inicial deste éxon.
Assim, com a remocao de 42 bases de sua porcéo inicial, 0 mMRNA perde inclusive sua
metionina inicial, o que deveria impedir a traducdo. Porém, este problema é
contornado pela maquinaria celular, ao encontrar outra metionina a jusante, na
posicao 66. Isto permite a traducdo do mRNA gerando a IFITM3A21, uma proteina
funcional, porém com a delecéo de 21 aminoacidos em sua porcao N-terminal (Figura
13). (Everitt et al. 2012; Jia et al. 2012; Compton et al. 2016).

i ) Exon 1 Exon 2

DNA MRERRER DO} PRID DN
Exon 1 Exon 2

RNA . .m ..................... HAAAA AAAAAAA

-

Proteina IFITM3A21

Figura 13. Modificagdo estrutural na IFITM-3 ocasionada a partir do polimorfismo rs12252. Fonte:
Modificado de https://en.wikipedia.org/wiki/Alternative_splicing.

Esta variante, de 112 aa gerada, diferentemente da IFITM3 completa, ndo é

encontrada em varios compartimentos celulares, sua localizacdo € praticamente
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exclusiva da membrana plasmética (Figura 14). Tal mudanca de localizacdo pode
impactar a infeccdo pelo HIV-1. Como anteriormente citado, as proteinas IFITM3 sdo
enviadas para membrana plasmatica onde sofrem modificacbes poés-traducionais,
responsaveis pelo seu direcionamento para os endossomos, lisossomos, ou mesmo
sua manutencdo na membrana plasmatica. Porém, tais modificacdes ocorrem em
motivos especificos localizados justamente na por¢cdo de aminoacidos perdida pelas
IFITM3A21. O motivo YEML, necessario para a internalizacdo da IFITM3 em
endossomos representa 0os aminoacidos de 20 a 23, enquanto o motivo PPNY no qual
ocorre a ubiquitinacdo da proteina € composto pelos aminoacidos de 17 a 20, bem
como a fosforilagdo da tirosina 20, que mantem a IFITM3 na membrana externa, sé
pode ocorrer na presenca da referida tirosina. Portanto, na auséncia destes motivos,
estas modificacdes ndo sdo possiveis levando a uma maior concentracdo destas
proteinas na membrana plasmética, até que, via outras lisinas presentes (K24, K83,
K88, K104), sejam ubiquitinadas e provalvelmente degradadas por um mecanismo
ainda nao totalmente elucidado (Jia et al. 2012; Yount et al. 2012; Jia et al. 2014;
Chesarino et al. 2014b; Compton et al. 2016; Shi et al. 2017).

A) IFITM-3 B) IFITM3A21

Figura 14. Localizagdo da IFITM-3 e sua variante IFITM3A21. Microscopia confocal fluorescente de
linhagem celular 293T contendo ligante N-terminal FLAG (pQCXIP-FLAG-IFITM3) marcadas pelo
anticorpo anti-FLAG M2 em verde, mostrando em A) a distribuicdo em endossomos, lisossomos, corpos
multivesiculares e pequena quantidade na membrana plasmética, da proteina selvagem IFITM-3 e em
B) a localizagdo quase que exclusivamente periférica da variante IFITM3A21. Fonte: Compton et al.
2016.

No entanto, a eficacia da restricao da IFITM3A21 as diferentes viroses, ainda &
bastante controversa. Com relacdo a influenza, na qual a associacéo da infeccdo com
esta variante foi bastante explorada, € possivel observar que o SNP rs12252 aumenta
a susceptibilidade e a progresséo a infeccao. Isto é justificavel j& que tal polimorfismo

impede a internalizacdo das proteinas IFITM-3 em endossomos — via de entrada e
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onde ocorre grande parte da ciclo do virus influenza. J4 no contexto do HIV-1, era
esperado um efeito inverso, onde apresentar o polimorfismo que direciona um maior
namero destas proteinas para a membrana plasmatica - local de entrada do HIV-1 —
exerceria um efeito protetor contra a virose. Porém os resultados publicados até o
momento sdo contraditorios; enquanto os estudos in vitro demostram que a
IFITM3A21 exerce um efeito protetor, inibindo melhor a replicacdo e reduzindo a
infectividade do HIV-1 quando comparada com a IFITM-3 selvagem, o estudo que
analisou a coorte de PVHA mostrou o0 inverso, ao encontrar associacdo entre o
rs12252-C variante e a susceptibilidade a rdpida progresséo a infec¢do pelo HIV-1
(Everitt et al. 2012; Jia et al. 2012; Zhang et al. 2013; Zhang et al. 2015; Compton et
al. 2016; Shi et al. 2017).

Desta forma, fica clara a relevancia da andlise deste polimorfismo rs12252
também em nossa populagéo de transmisséo vertical, podendo contribuir futuramente,
com processo de elucidacdo dos mecanismos envolvidos neste importante fator de

restricdo viral.

2.8 BST2
2.8.1 O gene BST2

O BST2 — Bone Marrow Stromal Cell Antigen 2 - possui 2692 pares de bases,
localizando-se no brago curto do cromossomo 19 (19p13.11) (NC_000019.10:
17402939 - 17405648), sendo constituido por quatro éxons, separados por introns e
flaqueados pelas regides 5’UTR e 3’ UTR. Este conjunto € responséavel por codificar
a proteina Bone Marrow Stromal Antigen 2 (BST-2; também conhecida como
Teterina), formada por 180 aminoacidos e de peso molecular 19769 daltons (Ishikawa
et al. 1995; Tokarev et al. 2009; Kamada et al. 2016).

Este gene apresenta uma expressao constitutiva em diversas ceélulas do
sistema imune (linfécitos B e T, macréfagos, células natural killers, células dendriticas
e monacitos), bem como em diversos 6rgaos e tecidos (figado, pulméo, baco, placenta
e sangue do corddo umbilical) e secrecbes (colostro e sémen). Apesar de
originalmente ligado ao desenvolvimento das células B, este gene faz parte do
conjunto de genes estimulados por interferon - Interferon Stimulated Genes (ISGs),
tendo sua transcricdo regulada positivamente por esta citocina, estando, portanto,
fortemente relacionado a restricdo de varias viroses, inclusive o HIV-1 (Ishikawa et al.
1995; Kawai et al. 2008; Jouvenet et al. 2009; Loschko et al. 2011; Pereira et al. 2013).
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Como alguns estudos tém relacionado polimorfismos neste gene e a
susceptibilidade a infeccao pelo HIV-1 em diferentes populacfes e devido a sua alta
expressdo em células e tecidos envolvidos na transmisséo vertical (Laplana et al.
2013; Hancock et al. 2015; Kamada et al. 2016), a investigacédo deste gene em nosso
grupo de maes HIV positivo e seus filhos expostos é justificavel.

2.8.2 A proteina Teterina e seu papel nainfeccéo pelo HIV-1

A proteina BST-2/Teterina - “Bone Marrow Stromal Cell Antigen-2”, é um
antigeno de células estromais da medula 6ssea, cuja fungéo especifica ainda ndo é
totalmente determinada, mas que inicialmente foi identificado como sendo um
promotor de crescimento e desenvolvimento de células pré B. As células estromais da
medula 6éssea sao representadas sobretudo por células que derivam do mesénquima
ou tecido conjuntivo frouxo, e formam o reticulado tridimensional onde estao contidas
as células hematopoéticas. Tais células, apresentam como funcdo principal, a
capacidade de regular o ritmo de diferenciacdo destas células hematopoéticas,
protegendo-as, portanto, de uma proliferacdo exagerada ou anémala (Ishikawa et al.
1995; Taylor et al. 2015).

No entanto, a Teterina ndo esté envolvida somente na diferenciagédo das células
pré B. Esta proteina apresenta expressao constitutiva, podendo ainda ser induzida por
interferon, em muitos outros tipos celulares, principalmente células do sistema imune,
bem como em diversos 6rgaos, tecidos e secrecfes, nos quais desempenha uma
funcdo secundaria de extrema relevancia na restricdo de varias viroses. Sua atuagao
ja foi descrita na restricdo de muitos virus envelopados, tais como virus linfotrépico da
célula T humana (HTLV-I), virus de Marburg (MARV), EBQV, SIV, HIV-2, HIV-1, entre
outros (Blasius et al. 2006; Kawai et al. 2008; Van Damme et al. 2008; Jouvenet et al.
2009; Miyagi et al. 2009; Loschko et al. 2011; Pereira et al. 2013).

Estruturalmente, é uma proteina transmembranar do tipo Il de passagem Unica
gue possui uma regido N-terminal hidrofilica citoplasmatica de 21 aminoacidos,
seguido por um dominio hidrofébico transmembrana, um dominio extracelular a-
helicoidal e uma porcdo C-terminal ligada a bicamada lipidica por uma ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Sauter et al. 2010; Arias et al. 2011). Sua porg¢ao N-
terminal citoplasméatica contém varias caracteristicas conservadas, incluindo um
motivo YXY (aminoacidos de 6 a 8) no qual se liga o adaptador de clatrina de

membrana plasmatica AP2, facilitando a endocitose, além de um motivo KxxK (lisinas
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K18 e K21) que sé&o alvos para ubiquitinagdo. Ademais, além destes dois processos
de endocitose e ubiquitinacédo, a partir da deteccdo de uma particula viral na porcéo
GPI, a cauda citoplasmatica da Teterina pode ainda atuar promovendo uma restricao
indireta, modulando a producao de citocinas pré-inflamatorias, mediada pelo fator de
transcricdo NF-kB, e de interferon do tipo | (Evans et al. 2010; Yan and Chen 2012).
J& o dominio extracelular possui dois sitios de N-glicosilacdo (N65 e N92) e trés
residuos de cisteina (C53, C63 e C91) que medeiam sua homodimerizacdo via
ligacdes dissulfeto, potencializando assim, a acao anti-viral da teterina (Figura 15)
(Tokarev et al. 2009).

; KxxK (aa 18 a 21) - sitio de ubiquitinacdo
N YxY (aa 6 a 8) - motivo de ligacdo de AP2

Figura 15. Estrutura da Teterina/BST-2. Fonte: A autora (2019).

Seu mecanismo de acao consiste em restringir diversos virus envelopados de
células infectadas em sua fase de brotamento, impedindo sua liberagao e propagacao,
atuando assim, na progressdo da doenca (Neil et al. 2008). Esta presente na
membrana celular normalmente na forma de dimeros os quais se ligam diretamente
ao envelope viral preferencialmente pelo grupamento GPIl, mantendo a outra
extremidade ligada a membrana plasmatica. Assim, a Teterina atua diretamente como
amarras fisicas, segurando os virions na superficie da membrana celular e ligando-os
uns aos outros. Tais virions amarrados formam um aglomerado podendo ser
internalizados por endocitose via complexo AP2 e subsequentemente degradados
pelos lisossomos, ou podem permanecer na superficie celular. Em ambos os casos,
sua disseminacao como virus livres e infectividade ficam restritas (Figura 16) (Neil et
al. 2006; Arias et al. 2011; Martin-Serrano and Neil 2011).
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Figura 16. Mecanismo de restricdo da Teterina em célula infectada pelo HIV-1. Destaque para o
processo de endocitose. Fonte: Adaptado de (Martin-Serrano and Neil 2011).

Assim, partindo deste principio, a Teterina seria um fator de restricdo ao HIV-1
extremamente eficaz, j& que as particulas virais ficariam retidas na superficie celular
ou seriam endocitadas e degradadas, dificultando a infeccdo de novas células de
defesa do individuo. Porém o HIV-1 evoluiu no sentido de evitar esta restricdo, uma
de suas proteinas acessorias, a Vpu (Viral Protein U), possui um papel essencial no
escape a acao da teterina, antagonizando sua fungdo e modulando negativamente
sua expressao (Dubé et al. 2010). A Teterina normalmente permanece em uma via
ciclica entre reticulo endoplasmatico, complexo de golgi, endossomos e membrana
plasmatica. Na presenca de Vpu este ciclo é interrompido e a proteina fica presa no
complexo de golgi ou é endocitada e degradada via lisossomal ou proteossomal. A
remocdo adequada de teterina da membrana plasmatica por Vpu, requer a proteina
celular B-TrCP (proteinas de repetic6es beta-transducina), um substrato adaptador
para o complexo E3 ubiquitina ligase (Douglas et al. 2009) (Mangeat et al. 2009). Tal
sequestro de Teterina por Vpu leva a uma grande reducdo nestas proteinas na
membrana plasméatica na regido de brotamento viral, facilitando assim, a saida do HIV-
1 da célula infectada e consequentemente sua disseminacdo. Quando o virus

infectante possui uma delecédo no gene que codifica a sua proteina Vpu, observa-se
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uma acdo mais eficaz da Teterina, levando a uma redugcdo na quantidade viral
circulante (Figura 17) (Sugden et al. 2016).

Na presenga de Vpu viral Na auséncia de Vpu viral

Exclusdo da Teterina do
sitio de montagem viral
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Figura 17. Atuacdo da Teterina na presenca e auséncia da proteina Vpu do HIV-1. Fonte: Adaptado
de (Sugden et al. 2016).

Na fase aguda da infeccdo por HIV-1, e também em infectados cronicos
comparados com individuos controle, é observado um aumento de 2 a 3 vezes nos
niveis de Teterina. No entanto, quando estes individuos sédo tratados com
antirretrovirais esta expressao de Teterina € reduzida a niveis basais similares de
individuos néo infectados. Tais achados estdo diretamente relacionados ao fato de a
terapia antirretroviral levar a redugéao da viremia no plasma, diminuindo a resposta
iImune inata, a producdo de IFN e consequentemente a expressao de Teterina
(Homann et al. 2011). Porém ndo so a viremia ou a proteina viral Vpu sdo capazes de
modular a expressao da Teterina; outros fatores como polimorfismos no BST2 podem
alterar esta expressdo modificando sua capacidade de restricao viral, interferindo,
portanto, na susceptibilidade a infec¢éo pelo HIV-1 (Laplana et al. 2013; Hancock et
al. 2015).

2.8.3 Polimorfismos selecionados no BST2

Assim, no gene BST2, foram selecionados trés polimorfismos - rs919267,
rs919266 e rs9576 - de acordo com sua relevancia e efeito funcional, descricdo prévia
na literatura e frequéncia alélica minima global (MAF) (com énfase nas populacfes
YRI, PUR e CEU) acima de 0,10 (Kamada et al. 2016).
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Ademais, a escolha foi norteada por um estudo prévio coordenado pelo Dr.
Sergio Crovella no IRCCS Burlo Garofolo — Trieste (Italia), no qual 14 SNPs do BST2
mais frequentes nos bancos de dados e nas populac¢des (YRI, LWK, ESN e GWD) -
(rs112492472, rs12609479, rs73921425, rs28413174, rs28413175, rs28413176,
rs11542666, rs34737311, rs113321277, rs2278234, rs919265, rs919266, rs919267 e
rs9576) — foram sequenciados em uma coorte de transmissdo vertical de 331
individuos. Nesta referida coorte, os SNPs rs919267, rs919266 e rs9576 foram os
Unicos a apresentarem MAF acima de 0,05, o que contribuiu para a escolha de replicar
tal estudo em nosso grupo de pacientes (Kamada et al. 2016).

Os SNPs selecionados rs919267 C>T e rs919266 G>A, estdo localizados no
altimo intron do BST2, apresentando, respectivamente, a MAF global de 0,25 e 0,11.
O papel funcional destes SNPs ainda ndo foi demonstrado, no entanto eles
apresentam desequilibrio de ligacdo com dois polimorfismos do BST2 relacionados ao
HIV; rs919267 com rs12609479 e rs10415893 (respectivamente, D'=0,93 e D' = 0,94;
populacéo africana / YRI de 1000 Genomas) e rs919266 com o rs12609479 (D' = 0,54,
populacdo americana / PUR de 1000 Genomas). O SNP rs12609479 estéa localizado
na regidao promotora do BST2, relacionado ao aumento na expressao deste gene,
enquanto o SNP rs10415893 é encontrado na regido 3'UTR, e foi previamente
associado a rapida progressao da aids em uma coorte espanhola (Laplana et al. 2013;
Skelton et al. 2014; Hancock et al. 2015; Kamada et al. 2016).

Ja o terceiro SNP selecionado rs9576 C>A, apresenta MAF global de 0,14 e
encontra-se localizado na regido 3’'UTR do BST2, podendo atuar na expressao
diferencial deste gene. Além disto o rs9576 também esta em desequilibrio de ligacéo
com o ja citado rs12609479 da regidao promotora (D' = 1,0; populacao africana / YRI
de 1000 Genomas) (Skelton et al. 2014; Kamada et al. 2016).

Desta forma, os SNP escolhidos podem estar relacionados a alteracdo na
disponibilidade da Teterina nas membranas celulares, modulando assim, sua atuagéo
na restricdo da infeccéo pelo HIV-1 (Laplana et al. 2013; Skelton et al. 2014; Hancock
et al. 2015; Kamada et al. 2016).
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3. METODOLOGIA
3.1 DESENHO DE ESTUDO

O projeto foi realizado no Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA),
orgao suplementar da Universidade Federal de Pernambuco, o qual oferece toda a
infraestrutura requerida para a pesquisa. Toda a metodologia do estudo foi
preliminarmente aprovada pelo comité de ética em pesquisa em seres humanos do
Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP) (protocolo nimero
3629-13) (Anexo A).

O estudo desenvolvido é um estudo observacional, analitico, retrospectivo, do
tipo caso-controle, em que as criancas expostas que foram infectadas séao
consideradas casos e aquelas que embora expostas, apresentaram sorologia
negativa para o HIV-1 s&o considerados controles.

Assim, dentre o montante total de criancas expostas, foram excluidas, com o
intuito de evitar viés de confusdo, aquelas cujas maes mantiveram carga viral
indetectavel ao longo de toda a gestacdo. Portanto, foram selecionadas apenas
criangas das quais as maes apresentaram ao menos uma carga viral detectavel, ao

longo do periodo gestacional. A partir destas, foram formados os dois grupos distintos:

. Grupo Caso — Méaes HIV-1+ e seus filhos expostos e infectados.
. Grupo Controle - Maes HIV-1+ e seus filhos expostos e ndo infectados (Figura
18).

Maes HIV
positivo

! }

Criangas expostas Criangas expostas
infectadas ndo infectadas

Figura 18. Populagéo envolvida no estudo. Fonte: A autora (2019).

3.2 DESCRICAO E CARACTERIZACAO DA POPULACAO, TAMANHO
AMOSTRAL, E ELEGIBILIDADE
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Assim, determinada a populacdo de estudo, os pacientes foram selecionados
através de amostragem por conveniéncia. Os parametros clinicos e dados essenciais
para o desenvolvimento da pesquisa foram: materno - carga viral do HIV-1 no sangue
durante o periodo gestacional e pés parto, informacdes sobre 0 uso de antirretrovirais
durante a fase gestacional, tipo de parto, antirretroviral intraparto e amamentacao;
infantil - carga viral do HIV-1 no sangue, diagnostico com sorologia para o HIV-1 ou
ao menos duas cargas virais, contagem de células TCD4+ e TCD8+, idade limite de
13 anos, sexo, data do primeiro diagnéstico e informagdes sobre o uso de
antirretrovirais materno durante a fase gestacional, tipo de parto, uso materno de
antirretroviral intraparto e tipo de aleitamento.

Apoés apresentacdo do estudo, as méaes que se dispuseram a participar da
pesquisa assinaram os termos de consentimento e de assentimento livre e esclarecido
(TCLE) (Anexos B e C), concedendo autorizagédo para a coleta de amostras de seu
sangue e de seu filho menor, para as eventuais analises.

Assim, devido a prévia colaboracao entre grupo de pesquisa Patgen — Patologia
Molecular e Medicina Gendmica — e o IMIP, desde o inicio de 2014 até o inicio de
2019, foram coletados amostras biolégicas de 300 maes e seus respectivos filhos.
Destes, apdés minuciosa andlise dos prontuarios, 35 pares foram excluidos da
pesquisa por ndo apresentarem os parametros clinicos e dados essenciais exigidos,
por serem pacientes do Setor de Imunologia ou pela forma de transmisséao ter ocorrido
por outra via que nao a vertical. Com isso, dos 265 pares restantes, ainda foram
retirados 43 cujas maes mantiveram carga viral indetectavel durante todo o periodo
gestacional e 6 cuja contaminacao da crian¢a ocorreu sabidamente no pés-parto, via
aleitamento materno, restando 216 pares como mostra o fluxograma (Figura 19).
Assim, estes 216 pares, nos quais a mae apresentou ao menos uma carga viral
detectavel no periodo gestacional, foram eleitos para o estudo e categorizados de

acordo com os dois grupos propostos.
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Figura 19. Etapas de selecé@o do grupo amostral. Fluxograma representativo das etapas de excluséo,
desde o total de pares coletados até a selecdo dos 216 pares que comp8em o presente estudo. Fonte:
A autora (2019).

Tais amostras coletadas, estdo armazenadas no Laboratério de
Imunoepidemiologia do CPgAM e no Setor de Virologia do Laboratério de

Imunopatologia Keizo Asami (LIKA).

3.3 COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras foram coletadas em sala propria no Hospital Dia — IMIP,
concomitante a coleta de exames (carga viral, CD4+, bioquimica) solicitada pelos
médicos e que 0s pacientes ja realizam como parte da rotina.

Assim, apos aceite do paciente, preenchimento do formulério e assinatura da
autorizacao, foi entregue ao funcionario de enfermagem do hospital responséavel pelas
coletas daquele dia, dois tubos com os cdodigos da pesquisa.

Com isso, este funcionario colaborou de forma solidaria com a pesquisa,
coletando um tubo EDTA contendo 4 mL de sangue periférico da mée e outro de seu
respectivo filho exposto, além dos ja solicitados pelo médico.

Entdo, este material foi acondicionado em recipiente préprio e transportado até

o LIKA, onde as etapas posteriores foram realizadas.

3.4 EXTRACAO DO DNA
A amostra de 4ml de sangue periférico coletada em tubo EDTA foi
primeiramente centrifugada para separacdo do plasma. Foram feitas 3 aliquotas de

plasma de 300 pL e armazenadas a -80°C.
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Apés este procedimento, o restante do material foi utilizado para a realizacao
da extracdo do DNA gendmico através do protocolo de mini salting-out, estabelecido
por Miller et al. (1988). Entdo o produto da extracao foi armazenado em temperatura
ambiente por um dia até sua quantificagao.

Decorrido este periodo, a pureza do DNA foi avaliada utilizando o
espectrofotdmetro Thermo Scientific™ NanoDrop 2000 (ThermoFisher), considerando
a razdo entre as absorbéncias 260/280nm e 260/230nm. As amostras foram
consideradas satisfatorias quando apresentaram valor igual ou superior a 100ng/ul de
DNA, a razédo 260/280 nm entre 1.8 e 2.2 e a razdo 260/230 ao redor de 2.0. Assim,
feita a quantificacéo e todos os parametros atingidos, as amostras foram armazenadas
em freezer a -20°C, e o tubo com o restante da amostra do paciente, devidamente

descartado.

3.5 SELECAO DOS POLIMORFISMOS DE BASE UNICA (SNPS)

A escolha dos genes foi norteada por representarem fatores envolvidos na
restricdo do HIV-1. A selecdo de SNPs foi realizada a partir do 1000genomes Project
Browser (http://browser.1000genomes.org). Os critérios de sele¢cdo foram a frequéncia
do alelo minoritario (MAF) ser maior que 0,10 nas populagBes européia, amerindia e
africana, considerando as respectivas subpopulacées CEU, PUR e YRI (popula¢cdes
usadas como referéncia por refletirem o padrdo miscigenado do estado), o impacto
funcional dos SNPs, e além disto, sua prévia associacdo com a restricao do HIV-1 e
de outras infec¢cOes descritas na literatura. Assim, foram previamente selecionados
um SNP no gene IFITM3, o rs12252 e trés SNPs no BST2 — rs919266, rs919267 e
rs9576. Além destes um outro polimorfismo, a delecdo CCR5A32, que apesar de ndo

se tratar de um SNP, também foi avaliado neste estudo.

3.6 GENOTIPAGEM

A genotipagem do CCRS5 foi feita por meio de PCR convencional seguida de
analise por eletroforese em gel de agarose. As reacdes foram preparadas em um
volume final de 25pL, sendo 1 uL de DNA gendmico (25 ng/ul), 2,5 L de buffer PCR,
0,8 pL de dNTPs, 1,0 uL de MgCl2, 0,2 uL de Taq polimerase, 0,4 uL de cada primer
(20 pM) - foward 5-GTCTTCATTACACCTGCAGCTCT-3' e reverse 5'-
CACAGCCCTGTGCCTCTT-3 e 18,7 uL de agua de injecdo. A amplificacao foi
realizada com uma etapa inicial de desnaturacédo de 10 min a 95°C, seguida de 38
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ciclos de desnaturacédo a 95°C a 30 seg, anelamento a 64,5°C por 30 seg e extensao
a 72°C por 1 min; a extenséo final sera realizada a 72°C por 7 min.

Para visualizacdo dos produtos de PCR foi feito um gel de agarose a 3% e
corado com brometo de etideo. O tamanho dos amplicons gerados foram 185 bp para
o alelo selvagem e 153 bp para o alelo com a delecéo (A32), permitindo assim, a
genotipagem de acordo com o padrdo de bandas observado para cada individuo.

Ja os genes IFITM3 e BST2 foram genotipados por meio da técnica de reacéo
em cadeia da polimerase em tempo real (Real Time PCR) utilizando sondas TagMan®
alelo-especificas, na populacdo de méaes vivendo com HIV/Aids e seus respectivos
filhos expostos. Para o polimorfismo rs12252 do IFITM3 foi utilizada a sonda com
cbdigo de catalogo ¢c_175677529 10, e para os polimorfismos rs919267, rs919266 e
rs9576 do BST2, respectivamente as sondas c¢ 2931310 10, c 7493933 10 e
c_11454228 10.

As reac0Oes foram preparadas em um volume final de 5ul e/ou 10ul, utilizando
aliquotas de DNA na concentracdo de 50 ng/ul, e sondas para cada polimorfismo na
concentracdo de 20x. Uma vez preparadas, a amplificacdo foi realizada de acordo
com o seguinte protocolo: ApOs preparo, as reacfes foram amplificadas através do
seguinte protocolo: 1 ciclo de desnaturacéo inicial a 95°C durante 10 minutos, seguido
por 50 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 95 °C por 30 segundos e
anelamento/extensé&o a 60 °C por 1:30 minutos), utilizando a plataforma em tempo real
ABI® 7500 (Applied Byosistems), disponibilizada no Laboratoério de Biologia Molecular
do LIKA — UFPE. A analise dos resultados foi executada com o auxilio de softwares

especificos acoplados a plataforma utilizada.

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

As frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos genotipados foram
determinadas por contagem direta. A conformidade ao Equilibrio de Hardy-Weinberg
foi verificada por meio do teste do Qui-quadrado (X?).

Nas analises univariadas, o teste exato de Fisher foi utilizado para verificar se
houve associacdo entre as frequéncias dos polimorfismos nos genes de interesse,
bem como as variaveis clinicas categoricas envolvidas, e a susceptibilidade a
transmissao vertical, na populacéo estudada. As variaveis clinicas quantitativas foram

inicialmente submetidas ao teste de Normalidade Shapiro-Wilk, no qual nenhuma
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apresentou distribuicdo normal. Assim, para a andlise de tais variaveis e a transmissao
vertical do HIV-1, foi determinado o teste ndo-paramétrico Wilcoxon-Mann-Whitney.

A analise da formacéo de blocos haplotipicos e o desequilibrio de ligagéo (DL)
entre os trés SNPs do BST2, foi realizada utilizando o programa Haploview verséo 4.2
(Broad Institute of Harvard and MIT Cambridge).

Com o intuito de apresentar os resultados de forma ajustada, variaveis clinicas
representativas das medidas preventivas da transmissao vertical do HIV-1 e variaveis
genéticas cujos testes apresentaram um p-value menor que 0,05 foram pré-
selecionadas para inclusdo nas andlises multivariadas de regressdo logistica. O
modelo de regresséo logistica permitiu prever o risco da transmissao vertical do HIV-
1, baseando-se nos fatores genéticos estudados, quando controlados pelas variaveis
clinicas relacionadas as medidas preventivas.

Todas andlises estatisticas, com excessao a haplotipica, foram realizadas com
o programa R, versédo 3.5.1. (R Development Core Team), com o nivel de significancia

estatistica fixado em a<0,05 e intervalo de confianca de 95%.

4 RESULTADOS
4.1 VARIAVEIS CLINICAS E EPIDEMIOLOGICAS

Dentre grupo total de 265 pares de maes HIV-1+ e seus respectivos filhos
expostos, independente da carga viral materna durante a gestacao (incluindo tanto
maes indetectaveis, quanto detectaveis ao longo da gestacao), foi observada uma
taxa de transmisséo vertical geral de 36.2% (96 criangas infectadas e 169 nao
infectadas). Dentre as 96 criancas infectadas, 6.3% (6 criancas) foram sabidamente
infectadas no pos-parto, via aleitamento materno. No entanto, considerando apenas
as 143 criancas (que tiveram seus diagnésticos ao longo do periodo da coleta, 2014
a 2018) cuja sorologia positiva para o HIV-1 materna era conhecida, ou foi descoberta
ao longo da gestacéo, proporcionando, um acompanhamento pré natal adequado e o
uso de TARV pela gestante, esta taxa geral de transmisséao vertical foi reduzida para
3.5% (quando incluida uma crian¢ga contaminada via aleitamento materno) e 2.8%
(considerando apenas criangas infectadas ao longo da gestacdo ou no momento do
parto). Porém, a partir da analise desta taxa a cada ano, foi possivel observar, que
neste grupo especifico, a taxa de transmissao vertical do HIV-1 permanece zerada
desde 2016.
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Assim, desconsiderando os 6 pares onde a via de infecgéo foi o aleitamento
materno, nos 259 pares restantes, foi possivel observar que, apenas 16.6% (43 maes)
apresentaram carga viral indetectavel durante todo o periodo da gestacdo, porém,
dentre as quais nenhuma crianca foi infectada, representando 0% de transmisséo
vertical neste grupo. Ja nos 83.4% (216 pares eleitos para compor o presente estudo),
onde as maes apresentaram ao menos uma carga viral detectavel durante a gestacao,
a taxa de transmissao vertical aumentou para 41.7%, demonstrando a relevancia da
carga viral materna.

Assim, estas 216 criangcas expostas, filhas de maes HIV-1+ com carga viral
detectavel na gestacdo, (119 do sexo feminino e 97 do sexo masculino) foram
classificadas de acordo com a sorologia para o HIV-1. Destas, 90 (48 do sexo feminino
e 42 do sexo masculino) compuseram o grupo caso (expostos infectados) e 126 (71
do sexo feminino e 55 do sexo masculino) o grupo controle (expostos néo infectados).
Apesar da frequéncia de criancas do sexo feminino (55.1%) ter sido maior, isto se
manteve tanto no grupo caso como no grupo controle, portando nao refletindo em
diferenca estatisticamente significante quanto a proporcdo dos Sexos Nnos grupos
estudados (OR=1.13; 1C-95%=0.63-2.02; p=0.679).

A idade média de entrada no sistema de atendimento no Hospital Dia diferiu
estatisticamente (p<0.001), entre o grupo de criangas infectadas (11 meses) e néo
infectadas (um més). A carga viral de entrada no sistema foi calculada apenas para
as criancas infectadas, visto que as nao infectadas apresentam carga viral
indetectavel, e mostrou uma média de 167859 copias/ml.

A analise da contagem de linfocitos T CD4+ e TCD8+ foi realizada a partir da
categorizacdo em sete grupos de acordo com a idade. Isto se faz necessario devido
ao numero referencial destas células variarem de acordo com a faixa etaria da crianca.
Nas criancas infectadas, foi observado um menor numero médio na contagem de
linfocitos TCD4+ em todas as categorias, quando comparadas as criangcas nao
infectadas, porém esta diferenca mostrou significancia estatistica apenas nas faixas
etaria de 3 a 6 meses (p=0.009) e 6 meses a 1 ano (p=0.002). Ja com relacdo aos
linfécitos TCD8+, foi observado um maior nimero médio na contagem destas células
em criangas infectadas, quanto comparada com criancas néo infectadas, também em
todas as faixas etarias. No entanto somente a categoria de 3 a 6 meses apresentou
diferenca estatisticamente significante (p=0.018).

Outra variavel que foi categorizada, esta de acordo com a escala preconizada
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pela OMS, foi 0 peso das criangas ao nascer, onde, a categoria peso insuficiente
apresentou significancia estatistica (OR=0.35; 1C-95%=0.16-0.73; p=0.003). Com 0

intuito de substanciar esta informacédo, de que, no grupo estudado, as criancas

infectadas, apresentaram um peso maior que as criancas néo infectadas, foi realizada

uma andlise combinada das categorias (Baixo peso + Peso insuficiente X Peso normal

+ Sobrepeso) que apresentou um resultado semelhante (OR=0.40; 1C-95%=0.21-

0.75; p=0.002). Além destas, ainda foi avaliada a variavel idade gestacional, que néo

mostrou diferenca entre o grupo caso e controle estudados. A tabela 2 resume as

variaveis clinicas infantis analisadas.

Tabela 2. Testes de associacdo com as variaveis clinicas e epidemiolégicas das criancas expostas
(teste Exato de Fisher, exceto para idade da crianca de entrada no sistema, carga viral, contagem de
células TCD4+ e contagem de células TCD8+).

(continua)
Criangcas expostas
Variavel Infectadas Nao Infectadas OR |
n=90 (%) n=126 (%) [1C-95%] p-vaiue
Sexo Masculino 42 (47) 55 (44) 1.13 0.679
(n=216) [0.63-2.02]
Feminino 48 (53) 71 (56) Referéncia
Idade 11 (1-30) 1(1-2) <0.001
meses (1Q)
(n=216)
Carga Viral* 167859 _
copias/ml (11Q) (25200-565000)
(n=89/90)
Contagem de 0 a 3 meses 2114 2680 0.089
células T CD4+* (1685.5 - 3417.5) (1813.5-2734.4) (2017.5-3402.3)
células/uL (1IQ) 3 a 6 meses 1900 2474 0.009
(n=207/216) (1357.8 - 3374.6) (853-2206) (2194-3669)
6 meses a 1 ano 1230 3974 0.002
(1360.9 - 3265.5) (608-2131) (3272.5-4250)
1a2anos 843 2606.4 0.088
(957.2 - 2727.1) (622.2-1166.2) (2605.7-2607.2)
2 a6 anos 1000 -
(786.2 - 2085.5) (647.7-1463.5)
6 a 12 anos 549 -
(556.4 - 1292.5) (311-759.7)
12 a 18 anos 436 -
(639.5 - 1278.5) (421.5-450.5)
Contagem de 0 a 3 meses 1081 891.9 0.140
células T CD8+* (485.4 - 1615.3) (688.2-1877) (699.8-1303.5)
células/pL (11Q) 3 a 6 meses 13235 918 0.018
(n=193/216) (552.5 - 1798.3) (1161.75-1735) (745-1408.5)
6 meses a 1 ano 2016 1323 0.240
(559.5 - 1802.5) (1449-2481) (781.6-1397)
1a2anos 2274 1440.15 0.549

(563.3 - 1753.2)

(1388.7-3990.5)

(1388.5-1503.7)
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Tabela 2. Testes de associacdo com as variaveis clinicas e epidemiolégicas das criancas expostas
(teste Exato de Fisher, exceto para idade da crianca de entrada no sistema, carga viral, contagem de
células TCD4+ e contagem de células TCD8+).

(concluséo)

Criangas expostas

Variavel Infectadas N&o Infectadas OR p-value
n=90 (%) n=126 (%) [1C-95%]
Contagem de 2 a6 anos 2458 -
células T CD8+*  (452.3 - 1700.5) (1235.7-2854.5)
células/pL (1IQ) 6 a 12 anos 1346.5 -
(n=193/216) (309.8 - 1010.6) (923.5-1929)
12 a 18 anos 1266.5 -

(332.0 - 774.2) (1117.7-1415.2)

Peso ao nascer Extremo baixo 1(1) 0 (0) Inf 0.479

peso

(n=210/216) (abaixo de 1000g) [0.03—Inf]
Muito baixo peso 1(1) 0 (0) Inf 0.479
(1000g - 14999) [0.03-Inf]
Baixo peso 10 (12) 16 (13) 0.69 0.515
(1500g - 2499q) [0.26-1.79]
Peso insuficiente 14 (16) 45 (36) 0.35 0.003
(2500g - 29999) [0.16-0.73]
Sobrepeso 5 (6) 2(2) 2.75 0.265
(acima de 4000g) [0.43-29.99]
Peso normal*** 55 (64) 61 (49) Referéncia
(3000g - 39999)

Peso ao nascer Eiﬁg&gﬁ:ﬂ?; 24 (29) 61 (50) 0.40 0.002
combinado (abaixo de 3000g9) [0.21-0.75]
(n=208/216) Pessgb':‘eogg“s”(‘)' * 60 (71) 61 (50) Referéncia

(acima de 3000g)
Idade .
gestacional pré-termo 5 (12.5) 13 (16) 0.76 0.787
(n=121/216) [0.20-2.51]
pés-termo 1(2.5) 1(2) 1.96 1.000
[0.02-156.75]
a termo 34 (85) 67 (83) Referéncia

*Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (teste de Shapiro-Wilk: p<0,001). IC = Intervalo de confianca; 11Q =
intervalo interquartis; OR = Raz&o de chances (do inglés, Odds Ratio). Os dados das variaveis idade,
carga viral, contagem de TCD4+ e TCD8+ sdo referentes aos primeiros exames da data de diagnéstico
e/ou entrada no sistema de atendimento.

Com relagao as variaveis maternas, foi possivel observar associagao estatistica
significante em todas selecionadas para compor o estudo, exceto na carga viral
materna nos primeiros seis meses de gestacdo. Assim, a idade materna média no
momento do parto foi menor nas maes transmissoras (grupo caso) quando comparada
as maes nao transmissoras (grupo controle) (p=0.019). A carga viral materna média

em copias/ml na gestacdo foi maior entre as maes transmissoras (p=0.046). O
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momento do diagnéstico materno do HIV-1, se ao longo do pré-natal, no momento do
parto, ou somente apds o hascimento da crianca (pds-parto), quando comparado com
maes que ja tinham conhecimento prévio de sua sorologia antes do pré-natal,
apresentou associacao em todas as categorias. Mostrando, inclusive um aumento na
chance da transmissao quanto mais tardio este diagndstico, conforme observado nos
respectivos resultados, pré-natal (OR=4.45; 1C-95%=1.36-19.16), momento do parto
(OR=18.45; 1C-95%=5.13-86.36) e pOs-parto (OR=526.75; 1C-95%=64.15-16384.0).
Todas as medidas preventivas relacionadas a administracdo da terapia
antirretroviral mostraram grande relevancia, sendo a nao aplicacado de tal medida
associada a susceptibilidade a transmissaol/infeccdo em todos os casos, de acordo
com os resultados: uso da terapia antirretroviral durante a gestacdo (OR=28.21; IC-
95%=12.31-71.88; p<0.001), uso do AZT injetavel no momento do parto (OR=8.78;
IC-95%=4.44-18.00; p<0.001) e a ministracdo do AZT xarope ao recém-nascido
(OR=209.11; 1C-95%=33.38-8218.0; p<0.001). Ja o parto vaginal aumentou em 3
vezes a chance da transmissdo vertical, em comparacdo com o parto cesareo
(OR=3.06; 1C-95%=1.67-5.68; p<0.001), enquanto criancas submetidas ao
aleitamento materno, apresentaram 36 vezes mais chance de serem infectadas que
aguelas que fizeram o uso da formula lactea (OR=35.90; IC-95%=12.07-145.44;
p<0.001). Embora este trabalho considere a carga viral materna com base no periodo
gestacional completo, com o intuito de avaliar em qual fase tal carga viral foi mais
relevante para a transmissao vertical, este periodo foi categorizado em duas fases
distintas. A carga viral materna nos primeiros seis meses de gestacdo n&o apresentou
associacao significativa (OR=1.15; 1C-95%=0.26-5.72; p=1.00), enquanto apresentar
carga viral detectavel no dltimo trimestre gestacional, mostrou-se crucial, aumentando
em 28 vezes a chance da ocorréncia da transmissao vertical do HIV-1 no grupo
estudado (OR=28.69; 1C-95%=4.53-1192.31; p<0.001). A tabela 3 sumariza tais

variaveis maternas avaliadas.
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Tabela 3. Testes de associagdo com as variaveis clinicas e epidemiolégicas maternas (teste Exato de
Fisher, exceto para idade materna no parto e carga viral materna na gestacao).

Maes vivendo com HIV/Aids
Transmissoras Nao

Variavel . OR p-value
Transmissoras
n=90 (%) n=126 (%) [1C-95%)]
Idade materna no
parto 23 (20-28) 25 (22-30) 0.019
anos (11Q)(n=216)
CV materna na 27369 1418 0.046
gestagao** (2241.5-175604) (167-6877)
copias/ml(llQ)
(n=72/216)
Diagnéstico pré-natal 19 (21) 57 (45) 4.45 0.006
materno* [1.36-19.16]
(n=216) momento do parto 20 (22) 14 (11) 18.45 <0.001
[5.13-86.36]
pés-parto 47 (52) 1(2) 526.75 <0.001
[64.15-16384]
antes do pré-natal 4 (5) 54 (43) Referéncia
TARV Gestagao* Nao 81 (90) 30 (24) 28.21 <0.001
(n=216) [12.31-71.88]
Sim 9 (10) 96 (76) Referéncia
TARV Parto* Nao 62 (76) 31 (26) 8.78 <0.001
(n=202/216) [4.44-18.00]
Sim 20 (24) 89 (74) Referéncia
TARV Neo-Natal* N&o 56 (64) 1(2) 209.11 <0.001
(n=212/216) [33.38-8218]
Sim 32 (36) 123 (99) Referéncia
Tipo de Parto* Vaginal 48 (55) 36 (29) 3.06 <0.001
(n=213/216) [1.67-5.68]
Ceséareo 39 (45) 90 (71) Referéncia
Aleitamento Sim 48 (55) 4 (3) 35.90 <0.001
Materno* [12.07-145.44]
(n=214/216) N&o 40 (45) 122 (97) Referéncia
CV materna nos Detectéavel 86 (96) 112 (95) 1.15 1.000
primeiros 6 meses [0.26-5.72]
(n=208/216) Indetectavel 4 (4) 6 (5) Referéncia
CV materna no Detectavel 87 (99) 84 (75) 28.69 <0.001
ultimo trimestre* [4.53-1192.31]
(n=200/216) Indetectavel 1) 28 (25) Referéncia

*Variaveis pré-selecionadas para compor o modelo de regressao logistica.

**Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (teste de Shapiro-Wilk: p<0,001). CV = carga viral; IC = Intervalo
de confiang¢a; IIQ = intervalo interquartis; OR = Razdo de chances (do inglés, Odds Ratio); TARV =
Terapia Antirretroviral.

Além da associacdo com a transmisséo vertical, a relacdo entre varias destas
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variaveis foi avaliada de forma independente entre si, dentre as quais, foi possivel
destacar algumas de maior relevancia. Foi observado que 105 maes (49%) fizeram
uso da terapia antirretroviral na gestacdo, porém, destas, somente 29 (33%)
conseguiram atingir a indetectabilidade da carga viral até o ultimo trimestre. Outra
analise que envolveu o uso de tal terapia na gestacéo, foi sua relacdo com o peso das
criancas ao nascer. Na andlise combinada de peso foi demonstrado que criancas
expostas a TARV durante a gestacao tiveram 2 vezes mais chance de nascer com
peso baixo ou insuficiente quando comparadas com criancas ndo expostas a TARV
(OR=2.41; IC-95%=1.32-4.44; p=0.003). Este uso ou ndo da TARV na gesta¢édo, nao
foi determinado pela idade materna (p=0.099) e, também nao influenciou o tempo

gestacional, como pode ser observado na tabela 4.

Tabela 4.Testes de associagdo com as variaveis clinicas e exposi¢do a TARV na gestacao (teste Exato
de Fisher, exceto para idade materna no momento do parto).
Exposicdo a TARV na

Variavel Sm gestagao NGo
n=105 (%) n=111 (%) OR [IC-95%] p-value

CV materna no Detectavel 60 (67) 111 (100) 0.00 <0.001

ultimo trimestre [0.00-0.08]
(n=200/216) Indetectavel 29 (33) 0(0) Referéncia

Peso ao nascer Extremo baixo peso 1(1) 0 (0) Inf 0.427
(n=210/216) (abaixo de 1000g) [0.03—Inf]

Muito baixo peso 0 (0) 1(1) 0.00 1.000
(10009 - 1499¢9) [0.00-54.01]
Baixo peso 15 (14) 11 (10) 1.86 0.192
(15009 - 2499¢) [0.72—4.89]
Peso insuficiente 38 (37) 21 (20) 2.46 0.007
(25009 - 2999¢) [1.23-5.00]
Sobrepeso 1(1) 6 (6) 0.23 0.239
(acima de 4000g) [0.01-1.99]
Peso normal 49 (47) 67 (63) Referéncia
(30009 - 3999¢)

Peso ao nascer Baixo peso + Insuficiente 53 (51) 32 (30) 241 0.003
combinado (abaixo de 30009g) [1.32—4.44]
(n=208/216) Peso Normal + Sobrepeso 50 (49) 73 (70) Referéncia

(acima de 3000g)
Idade gestacional pré-termo 14 (19) 4(9) 2.28 0.193
(n=121/216) [0.65-10.20]
pés-termo 1(1) 1(2) 0.65 1.000
[0.01-52.73]
a termo 61 (80) 40 (89) referéncia
Idade materna 25 (22-30) 23 (20.75-29) 0.099

no parto*
anos (11Q) (n=216)

*Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (teste de Shapiro-Wilk: p<0,001). CV = carga viral; IC = Intervalo de
confiancga; IIQ = intervalointerquartis; OR = Razéo de chances (do inglés, Odds Ratio); TARV = Terapia
Antirretroviral.
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4.2 VARIAVEIS GENETICAS
4.2.1 Delegao CCR5A32

Devido ao histérico de protecédo a infeccdo pelo HIV conferida pela delecéao
CCR5A32 em homozigose, anterior a analise genotipica dos dois genes de restricao
(IFITM3 e BST2), foi realizada a genotipagem desta delecdo em todos os individuos
gue compunham o grupo estudado. No entanto, nenhum individuo homozigoto para a
CCR5A32 foi encontrado, ndo necessitando, portanto, excluir nenhuma amostra das
andlises subsequentes.

Apesar disto, foi realizada a andlise da associa¢do entre a heterozigose para
esta delecédo e a transmisséao vertical do HIV-1 no grupo disponivel. As distribuicdes
genotipicas da delecdo CCR5A32 do gene CCR5 se apresentaram em conformidade
com o o equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos estudados, tanto nas criancas
expostas quanto em suas maes vivendo com HIV/Aids.

Foram genotipados 395 individuos (201 criancas expostas e 194 maes vivendo
com HIV/Aids) para a CCRS5A32. Dentre as criancas, foram encontrados 7
heterozigotos, 4 delas pertencentes ao grupo de criancas infectadas (5%) e 3 néo
infectadas (3%). J& entre as maes, foram 9 heterozigotos, 3 maes transmissoras (4%)
e 6 ndo transmissoras (5%). Assim, a frequéncia do alelo A32 nesta populacao foi de
0,020 (0,017 entre as criancas e 0,023 entre as maes).

A analise pelo teste exato de Fisher demonstrou que nesta populagdo, nem o
alelo A32, nem o gendtipo heterozigoto da delegdo CCR5A32, apresentaram-se
estatisticamente associados com a transmisséo vertical do HIV-1, em nenhum dos
grupos estudados, conforme € possivel observar os resultados na tabela 5

subsequente.
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Tabela 5. Distribuicao das frequéncias alélicas e genotipicas da delecdo CCR5A32 do gene CCR5 e
teste de associacdo com ocorréncia da transmisséo vertical do HIV-1 nos grupos estudados (teste
Exato de Fisher).

CCR5A32 Frequéncias Associacdo Genética
Caso Controle OR [IC-95%)] p-value
Criancas Expostas (201/216)
Infectadas Nao infectadas
n=86 (%) n=115 (%)
Alelos
A32 4(2) 3(1) 1.80 [0.30-12.44] 0.467
Wt 168 (98) 227 (99) Referéncia
Genodtipos
WH/A32 4 (5) 3(3) 1.82[0.30-12.73] 0.464
wt/wt 82 (95) 112 (97) Referéncia
Mées vivendo com HIV/Aids (194/210)
Transmissoras Nao transmissoras
n=82 (%) n=112 (%)
Alelos
A32 3(2) 6 (3) 0.68 [0.11-3.23] 0.739
Wt 161 (98) 218 (97) Referéncia
Genotipos
WH/A32 3(4) 6 (5) 0.67 [0.11-3.26] 0.736
wt/wt 79 (96) 106 (95) Referéncia

*Polimorfismo incluido nas analises de regressao logistica.
IC = Intervalo de confian¢ca; OR = Raz&o de chances (do inglés, Odds Ratio).

Além da analise alélica e genotipica, foi avaliada a associacdo entre 0s
gendtipos combinados dos filhos e suas respectivas méaes. Esta analise também néo
mostrou associacao significativa entre nenhuma das combinagdes e a transmisséo

vertical do HIV-1 no grupo estudado (Tabela 6).

Tabela 6. Frequéncias dos genétipos combinados das criangas expostas e suas respectivas méaes para
a delecdo CCR5A32 do gene CCR5 e teste de associacdo com ocorréncia da transmissao vertical do
HIV-1 nos grupos estudados (teste Exato de Fisher).

Genoétipo combinado CCR5A32

. ~ Caso Controle o
(Filhos/Mées) n=81 (%) n=107 (%) OR [IC-95%)] p-value
wt/A32/wt/A32 1(2) 3(3) 0,46 [0.01-5.79] 0.640
Wt/A32/wthwt 3(4) 0 (0) Inf [0.55-Inf] 0.080
wt/wt/wt/A32 2(2) 22 1.36 [0.09-19.12] 1.000
wt/wt/wt/wt 75 (93) 102 (95) Referéncia

IC = Intervalo de confian¢a; OR = Raz&o de chances (do inglés, Odds Ratio

4.2.2 Polimorfismo rs12252 do gene IFITM3
As distribuicdes genotipicas do polimorfismo rs12252 do gene IFITM3 se
mantiveram em conformidade com o o equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos
estudados, tanto nas criangas expostas quanto em suas maes vivendo com HIV/Aids.
Para o rs12252, foram genotipados 392 individuos (198 criancas expostas e

194 méaes vivendo com HIV/Aids). Dentre as criancas, foi possivel observar apenas 4
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homozigotas para o alelo variante, 3 infectadas (3%) e uma néo infectada (1%) e 49
heterozigotas, 27 infectadas (32%) e 22 nado infectadas (19%). Entre as méaes, o
namero de homozigotas foi ainda menor, apenas duas maes, uma transmissora (1%)
e uma nao transmissora (1%) e 58 heterozigotas, 25 transmissoras (31%) e 33 néo
transmissoras (29%). Assim, a frequéncia do alelo variante C nesta populacéo foi de
0,15 (0,14 entre as criancas e 0,16 entre as méaes).

No grupo de criancas expostas, o alelo variante C se mostrou associado a
susceptibilidade a transmisséo vertical do HIV-1, onde sua presenga apontou um
aumento em duas vezes em a chance de a crianca ser infectada (OR=2.02; IC-
95%=1.11-3.75; p=0.020). Gendtipos contendo esse alelo (C/T ou C/C) estiveram
mais frequentes nos casos em comparacdo com 0s controles: 35% contra 20%,
respectivamente. Este resultado pode ser visualizado nos dois modelos testados para
este gene: codominante TC x TT (OR=2.00; IC-95%=1.00-4.08; p=0.045) e dominante
TC+CC x TT (OR=2.13; IC-95%=1.07-4.26; p=0.023).

No grupo de mées vivendo com HIV/Aids estudado, a andlise pelo teste exato
de Fisher demonstrou que a presenca do alelo variante C ndo esteve associada a
transmissao vertical do HIV-1 para a crianca. Assim como também nas distribuicdes
genotipicas, ndo foi observada nenhuma diferencga estatisticamente significativa entre
0s grupos de maes. A tabela 7 abaixo, resume estes resultados tanto das maes,

guanto das criangas.
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Tabela 7. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs12252 do gene IFITM3
e teste de associagdo com ocorréncia da transmisséo vertical do HIV-1 nos grupos estudados (teste
Exato de Fisher).

IFITM3 Frequéncias Associacdo Genética
rs12252 Caso Controle OR [IC-95%)] p-value
Criangas Expostas (198/216)
Modelos Infectadas N&o infectadas
n=85 (%) n=113 (%)
Alélico
C 33 (19) 24 (11) 2.02 [1.11-3.75] 0.020
T 137 (81) 202 (89) Referéncia
Codominante
cC 3(3) 1(1) 4.86 [0.38-260.12] 0.299
TC 27 (32) 22 (19) 2.00 [1.00-4.08] 0.045
TT 55 (65) 90 (80) Referéncia
Dominante
TC+CC 30 (35) 23 (20) 2.13 [1.07-4.26] 0.023
TT 55 (65) 90 (80) Referéncia
Recessivo
cC 3(4) 1) 4.07 [0.32-216.73] 0.316
TC+TT 82 (96) 112 (99) Referéncia
Over-dominante
TC 27 (32) 22 (19) 1.92 [0.95-3.90] 0.066
TT+CC 58 (68) 91 (81) Referéncia
Maes vivendo com HIV/Aids (194/210)
Modelos Transmissoras N&o transmissoras
n=81 (%) n=113 (%)
Alélico
C 27 (17) 35 (15) 1.09 [0.60-1.95] 0.779
T 135 (83) 191 (85) Referéncia
Codominante
cc 1(1) 1(1) 1.43 [0.02-114.05] 1.000
TC 25 (31) 33 (29) 1.09 [0.55-2.12] 0.874
TT 55 (68) 79 (70) Referéncia
Dominante
TC+CC 26 (32) 34 (30) 1.10[0.56-2.12] 0.875
TT 55 (68) 79 (70) Referéncia
Recessivo
cc 1(1) 1(1) 1.40 [0.02-110.76] 1.000
TC+TT 80 (99) 112 (99) Referéncia
Over-dominante
TC 25 (31) 33 (29) 1.08 [0.55-2.10] 0.874
TT+CC 56 (69) 80 (71) Referéncia

*Polimorfismo incluido nas anélises de regresséo logistica.
IC = Intervalo de confianga; OR = Razao de chances (do inglés, Odds Ratio).

Para o rs12252 do IFITM3, também foi avaliada a associacdo entre os
genotipos combinados dos filhos e suas respectivas maes. Apesar da maior
frequéncia do gendtipo combinado TC/TC no grupo caso que no controle (OR=2.08;
IC-95%=0.85-5.22; p=0.098), a analise ndo mostrou associacdo significativa entre
nenhuma das combinacdes e a transmisséo vertical do HIV-1 no grupo estudado
(Tabela 8).
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Tabela 8. Frequéncias dos genétipos combinados das criangas expostas e suas respectivas maes para
o polimorfismo rs12252 do gene IFITM3 e teste de associagdo com ocorréncia da transmisséo vertical
do HIV-1 nos grupos estudados (teste Exato de Fisher).

Gendtipo combinado IFITM3
Caso Controle

(Filhos/Méaes) n=79 (%) n=105 (%) OR [IC-95%)] p-value
cc/cc 1(1) 0 (0) Inf [0.035-Inf] 0.423
CC/TC 2(2) 1(1) 2.75[0.14-166.55] 0.574
TC/CC 0 (0) 1(1) 0.00 [0.00-55.06] 1.000
TC/TC 18 (23) 12 (11) 2.08[0.85-5.22] 0.098
TC/TT 6 (8) 7(7) 1.19 [0.31-4.45] 0.775
TT/TC 6 (8) 20 (19) 0.42[0.13-1.19] 0.115
TT/TT 46 (58) 64 (61) Referéncia

IC = Intervalo de confianga; OR = Razao de chances (do inglés, Odds Ratio).

4.2.3 Polimorfismos do gene BST2

As distribuicdes genotipicas dos trés polimorfismos do gene BST2 analisados
se apresentaram em conformidade com o o equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos
estudados, tanto nas criangas expostas quanto em suas maes vivendo com HIV/Aids.

No grupo de criangas expostas, para 0s SNPs rs919267, rs919266 e rs9576,
foram genotipados respectivamente 206, 205 e 195 criancas. Dentre estas, para o
rs919267 foi possivel observar 11 homozigotas para o alelo variante (7 infectadas e 4
nao infectadas) e 59 heterozigotas (24 infectadas e 35 ndo infectadas). J& para o
rs919266 nado foi encontrado nenhum individuo homozigoto para o alelo variante,
somente 18 heterozigotos (9 infectados e 9 ndo infectados). E para o rs9576 a analise
mostrou 4 individuos homozigotos para o alelo variante, todos infectados e 38
heterozigotos (16 infectados e 22 n&ao infectados).

Dentre as criangas, a analise pelo teste exato de Fisher demonstrou que a
presenca do alelo variante em nenhum dos trés SNPs esteve associada a transmissao
vertical do HIV-1. Do mesmo modo que nas distribuicbes genotipicas, também néo foi
observada diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos caso e controle
(Tabela 9).
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Tabela 9. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos do gene BST2 e teste

de associacdo com ocorréncia da transmisséo vertical do HIV-1 nas criangas expostas estudadas (teste
Exato de Fisher).

BST2 Criangas expostas
SNPs (n) HEEEIeS Infectadas N&o Infectadas OR|lie-ee el
n=88 (%) n=118 (%)
Alélico
T 38 (22) 43 (18) 1.24 [0.59-2.07] 0.452
C 138 (78) 193 (82) Referéncia
Codominante

TT 7(8) 4 (3) 2.41[0.58-11.78] 0.210

CT 24 (27) 35 (30) 0.95 [0.48-1.85] 1.000

CcC 57 (65) 79 (67) Referéncia

Dominante
rs919267 CT+TT 31 (35) 39 (33) 1.10 [0.59-2.05] 0.768
(206/216) cC 57 (65) 79 (67) Referéncia
Recessivo
TT 7(8) 4 (3) 2.45[0.60-11.81] 0.211
CT+CC 81 (92) 114 (97) Referéncia
Over-dominante
CT 24 (27) 35 (30) 0.89 [0.46-1.71] 0.757
CC+TT 64 (73) 83 (70) Referéncia
n=87 (%) n=118 (%)

A 9 (5) 9(4) 1.37 [0.47-4.00] 0.627
rs919266 G 165 (95) 227 (96) Referéncia
(205/216) Gendtipos

GA 9 (10) 9(8) 1.39 [0.47-4.17] 0.619
GG 78 (90) 109 (92) Referéncia
n=80 (%) n=115 (%)
Alélico
A 24 (15) 22 (10) 1.66 [0.86-3.25] 0.112
C 136 (85) 208 (90) Referéncia
Codominante
AA 4 (5) 0 (0) Inf [0.98—Inf] 0.026
CA 16 (20) 22 (19) 1.12 [0.51-2.45] 0.853
CcC 60 (75) 93 (81) Referéncia
Dominante
rs9576 CA+AA 20 (25) 22 (19) 1.40 [0.67-2.96] 0.377
(195/216) CcC 60 (75) 93 (81) Referéncia
Recessivo
AA 4 (5) 0 (0) Inf [0.97—Inf] 0.027
CA+CC 76 (95) 115 (100) Referéncia
Over-dominante
CA 16 (20) 22 (19) 1.06 [0.47-2.29] 1.000
CC+AA 64 (80) 93 (81) Referéncia

IC = Intervalo de confianga; OR = Razao de chances (do inglés, Odds Ratio).

Jé no grupo de méaes vivendo com HIV/Aids, para os SNPs rs919267, rs919266
e rs9576, foram genotipados respectivamente 203, 201 e 202 mées. Dentre estas,
para o rs919267 foi possivel observar 8 homozigotas para o alelo variante (6
transmissoras e 2 nao transmissoras) e 69 heterozigotas (31 transmissoras e 38 néo
transmissoras). Ja para o rs919266 nédo foi encontrado nenhuma homozigota para o
alelo variante, somente 20 heterozigotas (15 transmissoras e 5 néo transmissoras). E

para o rs9576 a analise mostrou 4 homozigotas para o alelo variante (3 transmissoras



90

e uma nao transmissora) e 42 heterozigotos (25 transmissoras e 17 nao
transmissoras).

Neste grupo, houve associagédo dos alelos variantes dos trés SNPs com a
susceptibilidade a transmisséo vertical do HIV-1. No rs919267 a presenca do alelo
variante T aumentou em quase duas vezes em a chance de a crianga ser infectada
(OR=1.69; IC-95%=1.01-2.81; p=0.035), para o alelo A do rs919266, este aumento foi
de 4 vezes (OR=4.57; IC-95%=1.54-16.42; p=0.002), enquanto o alelo variante A do
rs9576, aumentou em quase 3 vezes a susceptibilidade (OR=2.70; IC-95%=1.42-5.28;
p=0.001). A andlise genotipica seguiu 0 mesmo direcionamento. Para o rs919267, no
modelo codominante, o gendtipo recessivo TT mostrou uma tendéncia a associacao
a susceptibilidade a transmissao vertical do HIV-1 (OR=5.33; IC-95%=0.90-56.08;
p=0.053). Ja no rs919266 o gendtipo heterozigoto GA aumentou em cinco vezes a
chance de a mae transmitir o HIV-1 para seu filho (OR=4.94; 1C-95%=1.62-18.18;
p=0.002). Enquanto no rs9576, gendtipos contendo o alelo variante A (C/A ou A/A)
estiveram mais frequentes nos casos em comparagdo com os controles: 34% contra
15%, respectivamente. Os modelos testados, com excessao do modelo recessivo,
refletem este resultado: codominante CA x CC (OR=2.76; 1C-95%=1.31-5.97;
p=0.004), dominante CA+AA x CC (OR=2.92; 1C-95%=1.42-6.16; p=0.002) e
sobredominante CA x CC+AA (OR=2.64; IC-95%=1.25-5.69; p=0.008). A Tabela 10

sumariza estas analises, bem como os resultados.
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Tabela 10. Distribuicao das frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos do gene BST2 e teste
de associacdo com ocorréncia da transmissdo vertical do HIV-1 nas médes vivendo com HIV/Aids
estudadas (teste Exato de Fisher).

BST2 Maes vivendo com HIV/Aids
SNPs (n) Modelos Transmissoras . Né}o OR [IC-95%)] p-value
ransmissoras
n=82 (%) n=121 (%)
Alélico
T 43 (26) 42 (17) 1.69 [1.01-2.81] 0.035
C 121 (74) 200 (83) Referéncia
Codominante

TT 6 (7) 2(2) 5.33 [0.90-56.08] 0.053

CT 31 (38) 38 (31) 1.47 [0.77-2.78] 0.222

CcC 45 (55) 81 (67) Referéncia

Dominante
rs919267 CT+TT 37 (45) 40 (33) 1.66 [0.89-3.08] 0.105
(203/210) cC 45 (55) 81 (67) Referéncia
Recessivo
TT 6 (7) 2(2) 4.66 [0.81-48.38] 0.063
CT+CC 76 (93) 119 (98) Referéncia
Over-dominante
CT 31 (38) 38 (31) 1.33[0.70-2.49] 0.368
CC+TT 51 (62) 83 (69) Referéncia
n=83 (%) n=118 (%)

A 15 (9) 5() 4.57 [1.54-16.42] 0.002
rs919266 G 151 (91) 231 (98) Referéncia
(201/210) Genotipos

GA 15 (18) 5(4) 4.94 [1.62-18.18] 0.002
GG 68 (82) 113 (96) Referéncia
n=82 (%) n=120 (%)
Alélico
A 31 (19) 19 (8) 2.70 [1.42-5.28] 0.001
C 133 (81) 221 (92) Referéncia
Codominante
AA 34 1(2) 5.60[0.44-299.81] 0.130
CA 25 (30) 17 (14) 2.76 [1.31-5.97] 0.004
CcC 54 (66) 102 (85) Referéncia
Dominante
rs9576 CA+AA 28 (34) 18 (15) 2.92 [1.42-6.16] 0.002
(202/210) CcC 54 (66) 102 (85) Referéncia
Recessivo
AA 34) 1(2) 4.48 [0.35-238.86]  0.306
CA+CC 79 (96) 119 (99) Referéncia
Over-dominante
CA 25 (30) 17 (14) 2.64 [1.25-5.69] 0.008
CC+AA 57 (70) 103 (86) Referéncia

*Polimorfismo incluido nas andlises de regressao logistica.
IC = Intervalo de confian¢ca; OR = Razéo de chances (do inglés, Odds Ratio).

Os trés SNPs do BST2, também foram avaliados quanto a associagéo entre 0s
genotipos combinados dos filhos e suas respectivas maes. Para o0 rs919267 analise
nao mostrou associacado significativa entre nenhuma das combinacdes genotipicas e
a transmissao vertical do HIV-1 no grupo estudado. Ja no rs919266 a combinacao
onde o filho € homozigoto dominante e a mae heterozigota (GG/GA) aumentou em 6
vezes a chance de a crianca ser infectada pelo HIV-1 (OR=6.09; IC-95%=1.16-60.62;
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p=0.018), enquanto no rs9576 a mesma combinagédo (CC/CA) aumentou tal chance
em 3 vezes (OR=3.28; IC-95%=1.10-10.59; p=0.021) (Tabela 11).

Tabela 11. Frequéncias dos genétipos combinados das criangas expostas e suas respectivas maes
para os polimorfismos do gene BST2 e teste de associacdo com ocorréncia da transmisséo vertical do

HIV-1 nos grupos estudados (teste Exato de Fisher).

Geno6tipo combinado BST2

S () (Filhos/M&es) Caso Controle Or|lieres] pvElne
n=83 (%) n=117 (%)

TT/TT 3(4) 1(1) 5.11 [0.39-276.13] 0.153

TT/CT 4 (5) 3(2) 2.29 [0.36-16.49] 0.423
rs919267 CT/TT 4 (5) 1(1) 6.80 [0.64-345.26]  0.072
(200/210) CT/CT 10 (12) 19 (16) 0.91[0.34-2.32] 1.000

CT/cCC 8 (10) 15 (13) 0.92[0.31-2.59] 1.000

cc/cT 17 (20) 14 (12) 2.09 [0.86-5.16] 0.095

Cc/cc 37 (44) 64 (55) Referéncia

n=83 (%) n=114 (%)

GA/GA 7 (8) 33 3.56 [0.78-22.08] 0.094
rs919266 GA /GG 1(1) 6 (5) 0.26 [0.005-2.19]  0.252
(197/210) GG /GA 8 (10) 2(2) 6.09[1.16-60.62]  0.018

GG /GG 67 (81) 103 (90) Referéncia

n=76 (%) n=113 (%)
AA / AA 3(4) 0 (0) Inf [0.76-Inf] 0.043
AA /CA 1) 0 (0) Inf [0.05-Inf] 0.346
rs9576 CA/AA 1(1) 1 (1) 1.92[0.02-153.21]  1.000
(189/210) CA/CA 10 (13) 10 (9) 1.92 [0.66-5.58] 0.212

CA/CC 5 (7) 10 (9) 0.97 [0.24-3.34] 1.000

CC/CA 12 (16) 7 (6) 3.28 [1.10-10.59] 0.021

cc/cc 44 (58) 85 (75) Referéncia

IC = Intervalo de confianca; OR = Razéo de chances (do inglés, Odds Ratio).

4.2.4 Haplotipos formados pelos SNPs do BST2
Foi avaliado o desequilibrio de ligacao (LD) para os trés SNPs do gene BST2,

tanto no grupo de criangas expostas, quanto no grupo de mées vivendo com HIV/Aids

estudados.

No grupo de criancas expostas, apenas 0s SNPs rs919267 e rs9576 se

apresentaram em desequilibrio (D’=0,91), conforme mostra a figura 20.
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Figura 20. Mapa do desequilibrio de ligacéo dos trés polimorfismos do gene BST2 no grupo de crian¢as
expostas ao HIV-1 estudado. Mapa obtido através do software Haploview 4.2., onde os valores D '(%)

sdo mostrados nos quadros.
Assim, foi feito o calculo de haplétipos entre estes dois polimorfismos e foi

possivel observar que ndo houve associacdo estatisticamente significativa entre

nenhum deles e transmisséo vertical do HIV-1 (Tabela 12).

Tabela 12. Distribuicdo haplotipica para variantes do gene BST2 no grupo de criancas expostas ao
HIV-1 estudado (teste Exato de Fisher).

Haplotipos Criancas Expostas

§ © Infectadas Nao Infectadas

> g OR [IC95%)] p-value
2 2 n=154(%) n=204(%)

C A 1(1) 2(1) 0.69 [0.01-13.46] 1.000
T A 25 (16) 19 (9) 1.82[0.91-3.67] 0.073
T C 11 (7) 21 (10) 0.73 [0.30-1.65] 0.453
C C 117 (76) 162 (80) Referéncia

IC = Intervalo de confianca; OR = Razéo de chances (do inglés, Odds Ratio).

J& no grupo de maes vivendo com HIV/Aids os trés polimorfismos do BST2
apresentaram desequilibrio de ligacao entre si, sendo rs9576 — rs919267 (D’=0,97),
rs919267 — 919266 (D’=0,91) e rs9576 — rs919266 (D’=0,93), o que pode ser

visualizado na figura 21.
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Figura 21. Mapa do desequilibrio de ligacdo dos trés polimorfismos do gene BST2 no grupo de méaes
vivendo com HIV/Aids estudado. Mapa obtido através do software Haploview 4.2., onde os valores D
'(%) s@o mostrados nos quadros.

Com isso foi realizada a andlise de haplétipos entre estes trés SNPs, o que
mostrou, no grupo de mées vivendo com HIV/Aids, associacdo entre o haplétipo T-A-
A e a susceptibilidade a transmissédo vertical do HIV-1, onde a presenca deste conjunto
aumentou em quase quatro vezes a chance de a mée transmitir o virus para seu filho,
guando comparado ao haplétipo C-G-C de referéncia (OR=3.89; IC-95%=1.24-14.46;
p=0.010) (Tabela 13).

Tabela 13. Distribuicdo haplotipica para variantes do gene BST2 no grupo de mées vivendo com
HIV/Aids estudado (teste Exato de Fisher).

Haplotipos Mé&es vivendo com HIV/Aids
N~ (e} q - q
© Q © Transmissoras Nao Transmissoras
2 &3 o) OR [IC95%] p-value
2 92 2 n=162(%) n=232(%)
T A C 1(2) 0 (0) Inf [0.04-Inf] 0.383
C A A 1(2) 0 (0) Inf [0.04-Inf] 0.383
T A A 12 (7) 5(2) 3.89 [1.24-14.46] 0.010
T G A 17 (10) 14 (6) 1.97 [0.88-4.50] 0.083
T G C 13 (8) 21 (9) 1.01 [0.45-2.20] 1.000
C G C 118 (73) 192 (83) Referéncia

IC = Intervalo de confianca; OR = Razéo de chances (do inglés, Odds Ratio).

43 REGRESSAO LOGISTICA

Devido a importancia observada da aplicagcdo das medidas preventivas para o
desfecho da transmisséao vertical do HIV-1, estas variaveis foram selecionadas para
juntamente com os genatipos de IFITM3 (filhos) e BST2 (maes) para compor o modelo
de regressao logistica. Tanto em todas as variaveis clinicas, quanto nos polimorfismos

selecionados, foi observada associacdo prévia com a transmissao vertical do HIV-1
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nas analises univaridas. Esta analise compreendeu 174 pares de méaes e filhos (72
casos e 102 controles), na qual foi adotado o modelo dominante para os SNPs,
colocando o genotipo heterozigoto de cada locus junto com o homozigoto minoritario,
sendo necessario devido a auséncia do genotipo homozigoto minoritario, para o SNP
rs919266, no grupo estudado.

Os resultados da regressao logistica mantiveram a associacao significativa com
a transmisséao vertical do HIV-1, somente das variaveis clinicas uso da TARV durante
a gestacdo (OR=5.34; 1C-95%=1.40-20.44; p=0.014) e pelo recém-nascido
(OR=41.96; 1C-95%=1.82-965.54; p=0.019). A tabela 14 a seguir, apresenta as

variaveis incluidas no modelo e os resultados estatisticos relacionados.

Tabela 14. Variaveis clinicas e genéticas incluidas no modelo de regresséo logistica para explicar a
ocorréncia da transmissao vertical do HIV-1 (n=174).

Variaveis Estimativa OR [IC-95%)] p-value
Diagnostico materno 0.662 1.94 [0.53-7.05] 0.314
TARV Gestacéo 1.676 5.34 [1.40-20.44] 0.014
TARV Parto 0.021 1.02 [0.34-3.11] 0.971
TARV Neo-natal 3.737 41.96 [1.82-965.54] 0.019
Aleitamento materno 0.521 1.68 [0.09-31.55] 0.728
rs12252 (filhos)* 0.008 1.01 [0.31-3.29] 0.989
rs919267 (maes)* - 0.265 0.77 [0.18-3.31] 0.723
rs919266 (maes)* 0.675 1.96 [0.19-20.06] 0.569
rs9576 (maes)* -0.163 0.85 [0.12-6.04] 0.871
Intercepto -2.464 <0.001

IC = Intervalo de confiangca; OR = Razdo de chances (do inglés, Odds Ratio); TARV=Terapia
antirretroviral. * Modelo dominante.

Para predizer a probabilidade da ocorréncia da transmissao vertical do HIV-1,
com e sem as variaveis de risco no modelo de regressao logistica foi calculada a
exponencial da soma das estimativas: intercepto, momento do diagnostico materno,
uso de TARV na gestacdo, uso de profilaxia antirretroviral no momento do parto, uso
de profilaxia antirretroviral pelo recém-nascido, aleitamento materno, os genoétipos dos
filhos IFITM3 - rs12252 e os gendtipos maternos BST2 (rs919267, rs919266, rs9576),
multiplicada pela variavel analisada (sendo 1 para variavel de risco e 0 para a variavel
nao risco). Este valor € dividido pela soma de 1 mais a respectiva exponencial.

Os resultados deste calculo mostraram que, mesmo a partir de maes que
apresentaram carga viral detectavel em algum momento da gestacdo: baseando-se
em uma crianc¢a hipotética do presente estudo, sem as variaveis de risco (uma crianca,
cuja mae foi precocemente diagnosticada e usou TARV na gestagcdo e no momento
do parto, com uso de AZT profilatico pelo periodo minimo de um més apds o

nascimento, ndo exposta ao aleitamento materno e que nao possui 0s genaotipos de
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risco para o IFITM3 e nem sua mae para o BST2) a probabilidade da ocorréncia da
transmissao vertical do HIV-1 foi de 8%. Quando este cenario se inverte, e temos uma
crianga para a qual nenhuma medida preventiva foi administrada, e que tanto ela
guanto sua mae apresentam os genétipos de risco, esta probabilidade sobe para 99%.
Por fim, foi analisado o quanto os polimorfismos avaliados interferiram neste
desfecho. Para tanto, hipotetizou-se uma crianca na qual todas as medidas
preventivas foram adotadas, mas tanto ela quanto sua mae possuiam os genoétipos de
risco, e a transmissao vertical aumentou para 10%. Enquanto, outra criangca onde
apesar de nenhuma medida preventiva ter sido adotada, nem ela, nem sua mae
possuiam nenhum dos genoétipos de risco, apresentou reducdo desta chance para
98%. Isto implica dizer que, possuir 0s gendtipos de risco dos genes IFITM3 e BST2
avaliados no presente trabalho representou, no grupo estudado, um aumento de 1 a
dois pontos percentuais na chance da ocorréncia da transmissao vertical do HIV-1.

5. DISCUSSAO

Apesar do conhecimento que a manutencdo da carga viral materna indetectavel
€ capaz de erradicar a transmissao vertical do HIV-1, ou se aproximar muito disto; o
desfecho desta transmissdo ainda € bastante complexo e dependente de um
montante de variaveis, dificultando a efetividade desta maxima (Ministério da Saude
do Brasil, 2018c).

Assim, a andlise das variaveis clinicas possibilitou a observacao que dentre as
maes que mantiveram a carga viral indetectavel ao longo de toda a gestacdo, a taxa
de transmisséo vertical do HIV-1 foi zerada, mostrando a efetividade do tratamento
antirretroviral, bem como das demais medidas preventivas na erradicacdo desta forma
de transmissao. Resultado semelhante pode ser observado no estudo de Carey et al.
2018, onde foram analisadas 137 pares de maes vivendo com HIV/Aids e seus
respectivos filhos expostos, adequadamente acompanhados, no qual 73% das méaes
apresentaram carga viral indetectavel (< 40 cépias/ml) no momento ou préximo ao
parto e em 94% dos casos este valor se manteve abaixo de 1000 copias/ml. Neste
estudo, nenhum caso de transmissao vertical do HIV-1 foi observado (Carey et al.
2018).

No entanto, dentre as 259 maes envolvidas no estudo, apenas 43 (16,6%)
mantiveram esta indetectabilidade. Esta questdo é ainda mais preocupante quando

excluimos da analise as maes que descobriram tardiamente sua sorologia e avaliamos
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somente aquelas que ja conheciam sua sorologia previamente a gestacdo. Aqui,
chegamos a conclusdo que dentre estas, sabidamente portadoras do HIV e em
tratamento, 59% nao mantiveram sua carga viral indetectavel ao longo de todo periodo
gestacional, resultando em uma taxa de transmisséo vertical de 6.8%, neste grupo. A
partir da analise aprofundada dos prontlarios e do histérico de dispensa das
medicacdes, foi possivel observar que o principal responsavel por tal resultado foi a
falha na adeséo, em mées que apesar de saberem estar gestantes, esclarecidas da
importancia e da eficacia do uso adequado dos antirretrovirais na erradicacao da
transmissao vertical, do acesso gratuito aos medicamentos, e do esforgo da equipe
médica no reforco da adeséao, ainda assim, negligenciaram seu tratamento. E esta ndo
€ uma realidade observada apenas neste grupo estudado, o proprio Ministério da
Saude do Brasil mostra que, apesar das evidéncias de que o desejo da mulher de
proteger a saude de seu filho leve a melhor adeséo a TARV durante a gravidez, é
demostrado, no caso de gestantes sem exposicao prévia aos ARV em tratamento, que
apenas cerca de 70% atingem supressao viral proximo ao parto. Sendo o motivo
principal, a adeséao insuficiente, que costuma se agravar apés o parto (Ministério da
Saude do Brasil, 2018c).

Assim, para o sucesso das politicas atuais de acompanhamento e tratamento
de gestantes infectadas pelo HIV, aspectos individuais e dinamicos que podem afetar
a adesdo, devem ser considerados. E imprescindivel que tais pacientes, além de
receber informagfes sobre os beneficios da TARV, lhes seja garantido espago para a
discusséo dos temores sobre possiveis impactos negativos das medica¢fes nos fetos
e RN, e ainda, dentro do possivel, uma maior interacdo com os familiares desta
gestante, auxiliando no suporte psicolégico também fora do ambiente hospitalar
(Ministério da Saude do Brasil, 2017b; Ministério da Saude do Brasil, 2018c).

Outras duas variaveis que merecem destaque sdo o numero de linfécitos
TCD4+ e TCD8+ nas criancas, onde, apesar de néo ter sido observada diferenca
estatisticamente significante em todas as categorias € possivel observar que quanto
maior a idade e, portanto, mais tempo uma crianca leva para dar entrada no sistema
de atendimento, menor vai ficando o nimero de linfécitos TCD4+, ocorrendo o inverso
com o numero de linfécitos TCD8+, quando comparado ao grupo de criangas expostas
nao infectadas. O estudo de Seers et al. 2018 avaliou a correlagao entre a idade de
inicio da TARV e a razdo CD4/CD8. Onde, ap6s o inicio da TARV, o indice CD4/CD8

=1 representa a normalizagdo no numero destas células de defesa. Em 88 pacientes



98

avaliados, foi demonstrada uma forte correlacdo negativa entre a idade de inicio da
TARV e a razdo CD4/CD8 atual (rho = -0,577; P <0,01), corroborando com nossos
resultados e demonstrando a importancia de um diagnostico precoce, com inicio o
guanto antes do tratamento adequado (Seers et al. 2018).

Ainda entre as criangas expostas, outra variavel curiosa foi o peso das criangas
ao nascer, onde criancas ndo infectadas apresentaram menor peso quando
comparadas as infectadas. O estudo de Segat et al. 2014, também avaliou 0 peso ao
nascer em criangas expostas, ndo observando associacdo entre esta variavel e a
infeccdo pelo HIV-1 (OR=1.56; 1C-95%=0.71-3.27). No entanto, tal resultado dispar
pode ser relacionado, ao uso da TARV durante gestacdo, mais representativo entre o
grupo de criangas com menor peso e nao infectadas; ponto ndo avaliado trabalho de
Segat et al. 2014, ja que nenhuma das méaes envolvidas em seu estudo fizeram uso
de TARV durante a gestacao. Nossos resultados mostraram que criancas cujas maes
fizeram o uso de TARV na gestacao tiveram duas vezes mais chance de nascer com
peso baixo ou insuficiente, quando comparadas aquelas ndo expostas aos
antirretrovirais (OR=2.41; IC-95%=1.32-4.44). O estudo de Wang et al. 2018, onde foi
avaliada a relagéo entre o baixo peso ao nascer e o uso de antirretrovirais durante a
gestacdo em 731 maes vivendo com HIV/Aids e seus respectivos filhos, corrobora
com estes resultados. Neste trabalho o uso da TARV anterior a concep¢ao ou seu
inicio no primeiro trimestre de gestacdo também aumentou em praticamente duas
vezes a chance de a crianga nascer abaixo do peso (OR=1.92; p=0.026) (Wang et al.
2018).

A partir das analises estatisticas, foi possivel comprovar a relevancia das
variaveis maternas envolvidas no estudo, principalmente das medidas preventivas, na
erradicacao da transmissao vertical do HIV-1, destacando a importancia da carga viral
materna, no contexto da transmissao vertical do HIV-1, fundamentalmente no dltimo
trimestre. O estudo de Sripan et al., realizado em 2015, corrobora com tais
observacdes. Neste trabalho, exames de PCR em fetos abortados mostraram que
praticamente ndo existe transmissdo no 1° trimestre de gestacdo, enquanto a
transmissdo no 2° trimestre, medida através de amniocentese, também é rara. Porém,
no 3° trimestre, com a significativa redugcdo da integridade vascular da placenta, é
onde ocorrem a maior parte das infecgcbes, poucas semanas antes do parto ou no
momento do parto (Sripan et al. 2015). Assim, é possivel sugerir um olhar ainda mais

acurado para este periodo em gestantes vivendo com HIV/Aids, por parte das politicas
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publicas e das equipes médicas, com talvez um aumento no niamero de consultas e
no numero de exames de carga viral realizados neste periodo, com cursos e encontros
regulares de gestantes envolvendo as gestantes HIV-1 e seus familiares, coordenados
pelas equipes de saude onde as experiéncias e receios possam ser compartilhadas e
o reforco da adeséo seja enfatizado. Ou seja, um acompanhamento ainda préximo
desta gestante no ultimo trimestre de gestacéo, ja que o futuro da crianca que esta
sendo gerada, muito provavelmente dependera deste periodo crucial. O estudo
desenvolvido na ltalia, envolvendo 6503 maes vivendo com HIV/Aids e seus
respectivos filhos expostos, abrangendo o periodo de 1996 — 2016, demostrou que a
implementacdo de medidas preventivas, cada vez mais efetivas, com o adequado
acompanhamento da gestante vivendo com HIV/Aids, resultou em uma significativa
gueda da transmissdo vertical do HIV-1 ao longo destes anos. Em criancas
acompanhadas desde o nascimento, a taxa de transmisséo vertical do HIV-1 foi de
3.5% (96/2783) em 1996-2003, 1.4% (36/2480) em 2004-2010, reduzindo para 1.1%
(9/835) em 2011-2016. Demonstrando, inclusive, neste ultimo periodo (2011-2016),
gue em maes com carga viral indetectavel no dltimo trimestre de gestacao, a taxa de
transmisséao foi zerada (Chiappini et al. 2018).

Com relacéo as variaveis genéticas avaliadas, em nosso estudo, a delegéo
CCR5A32 em heterozigose ndo se mostrou associada a transmissao vertical do HIV-
1. Resultado que corrobora com varios estudos onde tal associagdo foi avaliada,
porém também nao foi encontrada. Em 2003, Contopoulos-loannidis et al., realizaram
uma metanalise que avaliou tal associacdo. Este estudo reuniu 11 artigos, totalizando
3861 criancas utilizadas na analise, e ndo foi encontrada associacao significativa
(OR=1.04; IC-95%=0.92-1.17), mesmo ao estratificarem este grupo de criancas e
analisarem somente descendentes europeus, onde este alelo é mais prevalente
(OR=1.03; 1C-95%=0.90-1.17). Em estudos posteriores, como de Souza et al. 2006,
também ndo foi observada associacdo com a transmissdo vertical quando
comparadas criancas expostas infectadas e nao infectadas (OR=1.13; 1C-95%=0.21-
7.50). Porém muitos trabalhos, dentre eles outra metanalise de 2001, que avaliaram
esta delecdo em grupos de criancas infectadas pelo HIV-1 reportaram, a associagao
da heterozigose com a progressédo mais lenta da infeccéo (loannidis et al. 2001). No
entanto, uma metandlise recente, porém envolvendo a susceptibilidade a infeccao

pelo HIV-1 em individuos adultos, relatou um efeito protetor do gendtipo heterozigoto
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(OR=0.71; 1C-95%=0.54-0.94), quanto estratificaram a analise somente para
individuos infectados e expostos nédo infectados (Ni et al. 2018).

Ja para o polimorfismo rs12252 avaliado no gene IFITM3, ao redirecionar a
proteina IFITM3A21 unicamente para a membrana celular, era esperada uma maior
restricdo a infeccdo pelo HIV-1. No entanto isto ainda é bastante controverso, ja que
nao esta claro se a proteina mutada (com a auséncia de sua porcdo N-terminal),
apesar de presente na superficie celular, manteria sua funcionabilidade na restricdo
ao HIV-1. Embora alguns trabalhos tenham demostrado in vitro que a IFITM3A21 foi
mais eficiente na restricdo a entrada do HIV-1 na célula (Jia et al. 2012), inclusive
sendo mais abundantemente incorporadas as particulas virais nascentes (Compton et
al. 2016) que a sua forma selvagem IFITM-3; o Unico estudo que analisou este
polimorfismo em uma coorte de PVHA, apontou o inverso (Zhang et al. 2015).

Tal estudo, apesar de ndo encontrar associacdo com a susceptibilidade a
infeccdo pelo HIV-1, demonstrou que o alelo rs12252-C afeta a progressédo desta
infeccdo, onde pacientes portadores deste alelo, apresentaram uma progressao mais
rapida da doenca (OR=3.78; 1C-95%=1.47-9.72), corroborando, em partes, com o
nosso resultado. No entanto, este estudo confrontou pacientes HIV-1 positivos contra
controles saudaveis (apesar de pertencerem a um grupo tido como de risco - HSH,
isto ndo os caracterizaria como necessariamente expostos), e nado com controles
saudaveis sabidamente expostos, como em nosso trabalho. Este pode ser o motivo
de ndo ter sido encontrada associacdo com a susceptibilidade, somente com a
progressao. Os autores, demonstraram ainda, que pacientes que apresentavam 0s
genotipos de risco CC/CT exibiram um pico de viremia mais elevado e uma contagem
de células TCD4 mais baixa, além de um maior risco ao rapido declinio da contagem
destas células TCD4 a niveis menores que 350 células/ml, quando comparados aos
individuos controles (Zhang et al. 2015).

Outra explicacéo para os resultados encontrados por nosso estudo poderia ser
baseada no achado de Compton et al. 2014, onde observaram que a proteina IFITM-
1 que naturalmente ndo possui a porcdo N-terminal observada na IFITM-3,
assemelhando-se a IFITM3A21, restringe apenas modestamente a infectividade do
HIV-1, quando comparada a IFITM-3. Assim, é possivel que por algum mecanismo
ainda desconhecido, somente o fato de estar presente na membrana plasmatica néo
seja suficiente para restringir o HIV-1, sendo necessaria a por¢ao N-terminal para que

tal restricdo seja efetiva (Compton et al. 2014).
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No gene BST2, algumas variantes ja foram estudadas quanto a sua influéncia
na susceptibilidade a infeccao pelo HIV-1, principalmente polimorfismos localizados
na regido promotora, como € o caso dos estudos de Laplana et al. 2013, que
investigou uma coorte espanhola e Hancock et al. 2015, uma norte-americana.
Laplana et al. 2013 analisaram duas variantes relacionadas a expressao do BST2 (a
indel rs32173118 e sua tag SNP rs10415893), onde ambas foram associadas com a
progressao da doenca. Ja o estudo de Hancock et al. 2015 avaliou dois polimorfismos
no BST2 (rs113189798 e rs12609479), associados respectivamente ao aumento e a
diminuicdo do risco da infecgéo pelo HIV-1, onde o alelo variante do segundo SNP
(rs12609479A) aumenta a expressao do BST2. O rs12609479, presente na regiao
promotora, apresenta desequilibrio de ligacdo com os trés SNPs avaliados pelo nosso
estudo no gene BST2, enquanto o tag SNP 10415893, da regido 3’'UTR, esta em
desequilibrio com 0rs919267. Apesar do papel funcional dos SNPs selecionados pelo
nosso estudo ainda néo ter sido demonstrado, estes dados sugerem que eles podem
estar envolvidos na expressdo do BST2.

Assim, os trés polimorfismos investigados neste estudo apresentaram
associacdo com a susceptibilidade a transmisséo vertical do HIV-1, mostrando que a
presenca do alelo variante nas maes vivendo com HIV/Aids favoreceu a transmissao.
No estudo de Kamada et al. 2016, Unico trabalho que avaliou estes mesmos
polimorfismos no BST2, foram analisadas uma coorte africana de transmissao vertical,
e duas de progressédo da infeccdo pelo HIV-1 (uma de adultos brasileiros e uma
italiana de criangas). Como resultados encontraram que o alelo rs9576A foi associado
com a protecdo a infeccdo pelo HIV-1 durante a amamentacdo (OR=0.32; IC-
95%=0.11-0.90), e que individuos que carregavam ou o alelo rs919266A, ou o
gendtipo rs919266GA, mostraram uma progressdo mais lenta a aids na coorte
brasileira de adultos, respectivamente (OR=0,17; IC-95%=0.02-1.00) e (OR=0,14; IC-
95%-=0.02-0.87). Resultados parcialmente contrarios ao que foi obtido em nosso
estudo, onde tanto o alelo rs9576A, quanto o alelo rs919266A e o genotipo
rs919266GA foram associados ao aumento na chance da ocorréncia da transmissao
vertival do HIV-1.

A andlise de Regressdo Logistica demonstrou, no grupo de pacientes
avaliados, que a probabilidade da ocorréncia da transmissédo vertical sofreu um
aumento de 91 pontos percentuais, quando comparamos uma crianca onde todas as

medidas preventivas foram adotadas, sem os gendtipos de risco para o rs12252 do
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IFITM3 e cuja mae ndo apresente 0s gendtipos de risco para os polimorfismos
estudados no BST2, com uma crianca onde estes fatores de risco ndo estédo
presentes.

Em resumo, os presentes resultados demonstram a relevancia das medidas
preventivas e apontam que a presenca de genotipos de risco dos genes IFITM3-Filhos
(contendo o alelo C) e BST-2-Maes (contendo os alelos rs919267T, rs919266A e
rs9576A), estdo associados com uma maior probabilidade da transmissao vertical do
HIV-1. Assim, a analise de regressdo logistica obtida poderia ser utilizada, em
conjunto com resultados de outros fatores de retricdo que venham a ser estudados
pelo grupo, para ajudar a predizer, com base em fatores genéticos maternos, quais
criancas estariam mais susceptiveis a ocorréncia da transmissao vertical, em grupos
semelhantes ao avaliado neste trabalho.

No entanto, mais estudos sdo necessarios, principalmente para validar os
resultados obtidos, preferencialmente com grupos maiores de pacientes que
possibilitem restringir como detectaveis apenas as maes com carga viral detectavel
no ultimo trimestre. Além disso, outros genes de fatores de restricdo e suas variantes
gue atuem no resultado final da transmisséo vertical do HIV-1 poderiam ser incluidos

no modelo de regressao logistica, o que refinaria seu poder preditivo.
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6. CONCLUSOES

* A aplicacdo do conjunto de medidas preventivas, principalmente o uso da TARV
pelas maes ao longo da gestagcdo, em especial no ultimo trimestre, foi crucial para
o desfecho da transmissao vertical do HIV-1. Certificando, em conjunto com 0s
resultados obtidos a partir da analise dos prontuarios médicos, a relevancia da
manutencao da carga viral materna indetectavel, principalmente no periodo mais
proximo ao parto.

* A delecdo CCR5A32 em heterozigose nao influenciou na transmisséo vertical do
HIV-1, no grupo estudado.

* O polimorfismo rs12252 do IFITM3, foi associado com a susceptibilidade a
transmisséo vertical do HIV-1, no grupo de criangas expostas.

* Os trés polimorfismos (rs919266, rs919267 e rs9576) do BST2 no grupo de maes
vivendo com HIV/Aids, apresentaram associacdo com a susceptibilidade a
transmissédo do HIV-1.

» Apesar das limitacdes, o presente estudo permitiu entender melhor os fatores de
restricao IFITM-3 e Teterina, bem como 0s mecanismos envolvidos na transmissao
vertical do HIV-1. Podendo contribuir para futuras pesquisas que objetivem
elucidar melhor a funcao destes polimorfismos, ainda pouco estudados no contexto
do HIV.
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humanos envolvidos no curso da Infecgdo pelo HIV: Transmissao
vertical, imunidade e resposta a terapia antirretroviral.” apresentado pelo
(a) pesquisador (a) Antonio Victor Campos Coelhos foi APROVADO pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Medicina
Integral Prof. Fernando Figueira — IMIP, em reunido ordindria de 13 de
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Recife, 18 de novembro de 2013

Dr. Jos%uéé/a?ﬁ;ilho

Coordenador do Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos do
Instituto de Medicina Integral Prof. Femando Figueira
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (MAES)

Titulo da pesquisa: Fatores Genéticos Humanos Envolvidos no Curso da Infecgéo

pelo HIV: Transmissao Vertical, Imunidade e Resposta a Terapia Antirretroviral

Pesquisador responsavel Comité de Etica em Pesquisa
Rua dos Coelhos, 300, Boa Vista,
Antonio Victor Campos Coelho Recife, PE.
Local de trabalho: Laborat6rio de Diretoria de Pesquisa, Prédio Orlando
Imunopatologia Onofre, 1°
Keizo Asami (LIKA) Andar.

Av. Prof. Moraes Rego, 1235, Cidade
Universitaria,

Recife, PE. CEP: 50670-901. Telefone: Funcionamento: 22 a 6° feira, 7h as
2101-2542 11h30/13h30
antonio.victor@ufpe.br as 16h.
Telefone:2122-4756
Médico supervisor da pesquisa comitedeetica@imip.org.br

Luiz Claudio Arraes de Alencar (IMIP)
lularraes@hotmail.com

Convidamos vocé a participar de uma pesquisa que estamos realizando sobre
diferencas genéticas envolvidas no comportamento do HIV no organismo. Algumas
pessoas combatem melhor o virus que outras durante a infeccdo; outras respondem
melhor
a terapia com os antirretrovirais. Além disso, algumas criancas adquirem o virus
durante o parto ou amamentacdo (transmissdo 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 infecgéo pelo HIV. Caso sejam
necessarias mais de uma coleta, elas serdo feitas a cada trés ou quatro meses, de
acordo com a rotina de suas consultas. Solicitamos também a sua autorizacdo para
utilizar dados do prontuéario, como idade que iniciou 0 acompanhamento médico e os
resultados dos seus ultimos exames de rotina para avaliar o controle do HIV. Como a
Genética esta em constante evolugdo, é possivel que novas pesquisas além desta
sejam realizadas com suas informagfes 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 ser4 armazenado no
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), que fica na Universidade Federal
de Pernambuco
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(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 VOocé corre ao participar da pesquisa séo apenas
sintomas provocados pela coleta do sangue como: vermelhiddo e dor no brago no
local da coleta e enjoo. Além disso, todas as suas informagdes pessoais estarao
seguras. Nenhuma pessoa fora da pesquisa tera acesso a elas.
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
gue 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 os
responsaveis pela pesquisa. Além disso, se vocé tiver alguma consideracéo ou duvida
sobre esta pesquisa, também pode entrar em contato com o comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do IMIP (CEP-IMIP), que objetiva defender os
interesses dos participantes, respeitando seus direitos e contribuir para o
desenvolvimento da pesquisa desde que atenda as condutas éticas.

Eu,

(nome completo) compreendi as informa¢cdes repassadas e autorizo que seja
realizada a avaliagdo genética da amostra de sangue coletada, e concordo que 0s
dados obtidos sejam utilizados para pesquisa. Declaro que fui informado(a) pela
equipe do pesquisador Sergio

Crovella sobre os objetivos da pesquisa e estou consciente de que:

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

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

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

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

5. Recebi uma copia deste documento.

Assinatura da Voluntéria

Assinatura da Testemunha Assinatura da Testemunha

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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ANEXO C - TERMO DE ASSENTIMENTO (TRANSMISSAO VERTICAL — BRACO
C)

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

Pesquisador responséavel Antonio Victor Campos Coelho Local de trabalho:
Laboratorio de Imunopatologia Diretoria de Pesquisa, Keizo Asami (LIKA). Prédio
Orlando Onofre, 1° Andar. Av. Prof.Moraes Rego, 1235, Cidade Universitaria, Recife,
PE. CEP: 50670-901. Telefone: 2101-2542 antonio.victor@ufpe.br

Comité de Etica em Pesquisa Rua dos Coelhos, 300, Boa Vista, Recife, PE.
Funcionamento: 22 a 6° feira, 7h as 11h30/13h30 as 16h.Telefone:2122-4756
comitedeetica@imip.org.br

Médico supervisor da pesquisa: Luiz Claudio Arraes de Alencar (IMIP)
lularraes@hotmail.com

Estamos realizando uma pesquisa sobre como o virus que causa a aids é passado
de mae para filho. Desta forma convidamos vocé e seu(sua) filho(a) a participar. O
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) também pode ser passado da mée para o
filho durante ou ap6s a gravidez, e esse tipo de passagem € conhecido como
transmissao vertical. No entanto, nem todas as criangas filhas de maes infectadas
pelo virus, nascem com ele, ou seja, algumas podem nascer infectadas, enquanto
outras ndo. Pouco se sabe sobre como isso acontece.

Nesse sentido, nossa pesquisa sobre transmissao vertical pretende recrutar 100
voluntérios e vai tentar descobrir quais séo os fatores genéticos que expliguem essa
diferenca. Com isso, futuramente poderemos fazer novas formas de impedir a entrada
do virus e também melhorar a forma do tratamento anti-HIV. Além disso, vocé podera
solicitar aos pesquisadores que comuniquem os resultados a vocé e a seu médico
para que ele avalie se seu(sua) filho(a) obteria beneficios com as descobertas.
Solicitamos a vocé a autorizagao para realizarmos uma coleta de pequena quantidade
de sangue do seu(sua) filho(a) (4 mL de sangue), colhida durante os exames de rotina
de acompanhamento da infeccao pelo HIV.

Solicitamos também a sua autorizacdo para utilizar dados do prontuario do(a)
seu(sua) filho(a), como idade, tipo de parto, e os resultados dos ultimos exames de
rotina para avaliar o controle do HIV. Como a Genética estd em constante evolugéo,
€ possivel que novas pesquisas além desta sejam realizadas com suas informacdes
e material biolégico armazenados. Caso isso ocorra, 0s pesquisadores entrardo em
contato com o comité de ética e com vocé para solicitar nova autorizagéo.
Informamos que o material contribuido por vocé sera 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 comec¢o desse documento.

Informamos que os riscos que seu(sua) filho(a) corre ao participar da pesquisa sao
apenas sintomas provocados pela coleta do sangue como: vermelhiddo e dor no
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braco no local da coleta. Além disso, todas as suas informac¢des pessoais e de
seu(sua) filho(a) estardo seguras. Nenhuma pessoa fora da pesquisa terd acesso a
elas.

A participacdo na pesquisa é totalmente voluntaria. Ndo havera nenhum gasto pela
sua participacdo, ndo recebendo cobranga com o que seré realizado. Vocé também
ndo receberd nenhum pagamento ou beneficio financeiro pela sua participacdo. Da
mesma forma, ndo havera nenhum prejuizo a vocé e a seu(sua) filho(a)caso néo
gueira participar ou desistir de participar desta pesquisa. Caso vocé se sinta
prejudicado(a) pelo andamento da pesquisa, asseguramos que VOCé e seu(sua)
filho(a) receberdo 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 consideragao ou davida
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 informag0es repassadas e autorizo que seja realizada a avaliacao
genética da amostra de sangue coletada do(a) meu(minha)
filho(a), (nome completo) 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 patrticipar da pesquisa sem nenhum tipo de pressao;

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

3. Posso a qualquer momento desistir de participar da pesquisa, juntamente com
meu(minha) filho(a) sem que isso prejudique nosso atendimento no hospital;

4, O pesquisador podera ter acesso ao meu prontuario e do(a) meu(minha) filho(a)
e que nossas informagdes pessoais serdao mantidas em sigilo;

5. Recebi uma copia deste documento.

Assinatura da Mae Voluntéaria

Assinatura da Testemunha Assinatura da Testemunha

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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Transmisséao, vigilancia, controle e prevencdo da Febre Amarela (2018A). (Carga
horaria: 2h). Fundagcdo Oswaldo Cruz (Brasilia), FIOCRUZ, Brasil.

2019 - 2019
Periodontia: Como Prevenir. (Carga horéria: 1h). Rede de Nucleos de Telessaude de
Pernambuco, UFPE, Brasil.

2019 - 2019
Higienizacao bucal: Saude e Prevencéo para Dentados. (Carga horaria: 1h). Rede de
Nucleos de Telessaude de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2019 - 2019
Uso de cariostatico em odontopediatria. (Carga horaria: 1h). Rede de Nucleos de
Telessaude de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2019 - 2019
Vacinacao contra Febre Amarela (2018A). (Carga horaria: 2h). Fundacdo Oswaldo
Cruz (Brasilia), FIOCRUZ, Brasil.

2019 - 2019
Sindrome gripal Influenza. (Carga horaria: 1h). Rede de Nucleos de Telessaude de
Pernambuco, UFPE, Brasil.

2019 - 2019
Infeccdo pelo virus HIV. (Carga horéria: 1h). Rede de Nucleos de Telessaude de
Pernambuco, UFPE, Brasil.

2019 - 2019
Traumatismo dentoalveolar em criancas. (Carga horaria: 1h). Rede de Nucleos de
Telessaude de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2019 - 2019
A importancia da Imunizacdo. (Carga horaria: 1h). Rede de Nucleos de Telessaude
de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2019 - 2019
Febre Amarela. (Carga horaria: 1h). Rede de Nucleos de Telessaude de Pernambuco,
UFPE, Brasil.

2018 - 2018
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Curso de Citometria de Fluxo. (Carga horaria: 8h). Sociedade Brasileira de Genética,
SBG, Brasil.

2018 - 2018
Xl Curso Avancado de Patogénese do HIV. (Carga horéaria: 40h). Faculdade de
Medicina de S&o Paulo, USP, Brasil.

2017 - 2017
R para Geneticistas. (Carga horaria: 8h). Universidade Federal de Pernambuco/
PPGG, UFPE, Brasil.

2017 - 2017
Xl CURSO DE BIOINFORMATICA: ANALISE DE DADOS MOLECULARES. (Carga
horaria: 90h). Faculdade de Boa Viagem / Devry/LABBE, FBV, Brasil.

2017 - 2017
Oficina de Citometria de Fluxo - Avancado. (Carga horéria: 12h). Universidade de Sao
Paulo, USP, Brasil.

2017 - 2017
Xl Curso Avancado de Patogénese do HIV. (Carga horéaria: 40h). Faculdade de
Medicina de Sao Paulo, USP, Brasil.

2015 - 2017
Curso Ingles - My English On-Line (MEO). (Carga horaria: 120h). CAPES/MEC,
CAPES, Brasil.

2016 - 2016
Extensdo universitaria em Ciclo de Seminarios em Genética. (Carga horéria: 5h).
Universidade Federal de Pernambuco /PPGG, UFPE, Brasil.

2016 - 2016
XI Curso Avancado de Patogénese do HIV. (Carga horaria: 40h). Universidade de Séo
Paulo, USP, Brasil.

2016 - 2016
Oficina de Citometria - Basico. (Carga horéria: 4h). Universidade de Sao Paulo, USP,
Brasil.

2015 - 2015
Cultivo e ensaios celulares. (Carga horaria: 4h). Universidade Federal de Pernambuco
IPPGG, UFPE, Brasil.

2015 - 2015
Isolamento, Cultura e Identificacdo Enterobactérias. (Carga horaria: 8h). Universidade
de Pernambuco, UPE, Brasil.

2015 - 2015
Aspectos moleculares no desenvolvimento de vacinas. (Carga horéaria: 4h).
Universidade Federal de Pernambuco /PPGG, UFPE, Brasil.
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2015 - 2015
Estratégias Biologia Molecular analise Viruléncia. (Carga horéria: 4h). Universidade
de Pernambuco, UPE, Brasil.

2015 - 2015
Viagem ao Mundo Microscépico (viagem de estudo). (Carga horéria: 8h). Centro de
Pesquisa Aggeu Magalhdes, CPQAM/FIOCRUZ, Brasil.

2015 - 2015
Avaliacao atividade anticancerigena actinobactéria. (Carga horéaria: 2h). Universidade
de Pernambuco, UPE, Brasil.

2005 - 2005
Curso de Atualizacdo. (Carga horaria: 48h). Associacdo Brasileira de Odontologia -
Secdao Minas Gerais, ABO/MG, Brasil.

2004 - 2004
Semana da Ciéncia e Tecnologia. (Carga horaria: 12h). Universidade Federal de
Alfenas, UNIFAL/MG, Brasil.

Atuacao Profissional

Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL/MG, Brasil.

Vinculo institucional

2006 - 2006

Vinculo: livre, Enquadramento Funcional: Monitora da disciplina de Cirurgia-
mddulol7, Carga horaria: 40h

Foi monitora sob supervisdo do prof. Dr. Carlos Eduardo Gomes do Couto Filho,
atuando na orientacdo de académicos em atividades laboratoriais e clinicas.
perfazendo a carga horaria de 40 horas.

Vinculo institucional

2006 - 2006

Vinculo: livre, Enquadramento Funcional: Monitora da disciplina de Cirurgia-
mddulo29, Carga horaria: 50h

Foi monitora sob a supervisdo do prof. Dr Carlos Eduardo Gomes do Couto Filho,
atuando na orientagdo de académicos em atendimento cirdrgico ambulatorial,
documentacédo e apresentacao de casos clinicos.

Atividades

08/2006 - 11/2006

Estagios, Creche Cosme e Damido. Estagio realizado atendimento odontolégico as
criancas matriculadas no local (48 horas).

03/2006 - 07/2006

Estagio Prefeitura Municipal de Alfenas. Estagio realizado. Atendimento de pacientes
no CEO de Alfenas, MG (320 horas).

12/2003 - 02/2004

Estagios, Consultério Odontolégico Dra. Ivone Jorge Diniz. Estagio realizado na
modalidade Observacgéao (518 horas).
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Idiomas

Inglés
Compreende Bem, Fala Razoavelmente, Lé Bem, Escreve Razoavelmente.

Prémios e titulos

2016

1° Lugar na apresentacdo do trabalho entitulado: "CRISPR/Cas9 - Uma promissora
ferramenta de edicdo de DNA para terapia génica e tratamento contra infeccdes".
Categoria: Revisdo de Literatura.,, V Congresso de Biomedicina e Farmacia da
Faculdade ASCES.

Producbes

Producéo bibliografica

Resumos publicados em anais de congressos

1. RODRIGUES, J. K. F.; LEANDRO, D. B. ; SILVA, D. S. J.; Leite, M. C. G. ; Bastos,
J.L.F.;CROVELLA, S.; SILVA, R. C. . Aspectos hematologicos em criancas expostas
a trasmissdo vertical do HIV-1 em Pernambuco. In: 54° Congresso da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, 2018, Recife. 54° Congresso da Sociedade Brasileira
de Medicina Tropical, 2018.

2. RODRIGUES, J. K. F.; LEANDRO, D. B.; SILVA, D. S. J. ; CROVELLA, S. ; SILVA,
R. C. . POLIMORFISMO 14 PB INS/DEL NO HLA-G E A SUSCEPTIBILIDADE AO
CANCER DE MAMA: META-ANALISE. In: Jornada de P6s Graduagédo de Genética,
2018, Recife. VIl Jornada de P6s Graduacao de Genética, 2018.

3. LEANDRO, D. B.; RODRIGUES, J. K. F. ; SILVA, R. C. ; GUIMARAES, R. L. .
CCR5A32 DELETION AND ITS ASSOCIATION WITH THE SUSCEPTIBILITY TO
VERTICAL TRANSMISSION OF HIV-1. In: IX Internacional Symposium on
Diagnostics and Therapeutics / Xl LIKA Scientific Journey, 2018, Recife. IX
Internacional Symposium on Diagnostics and Therapeutics / Xl LIKA Scientific
Journey, 2018.

4. RODRIGUES, J. K. F.; SILVA, D. S. J.; LIMA, K. O. ; LEANDRO, D. B. ; SILVA, E.
N. ; SILVA, R. C. ; CROVELLA, S. . Interacdo de microRNAs regulatérios no gene
HLA-G: Analise in silico. In: Ill Simpdésio Norte e Noedeste de Bioinformatica, 2018,
Recife. ANAIS DO Il SIMPOSIO NORTE E NORDESTE DE BIOINFORMATICA,
2018. p. 126-126.

Apresentacdes de Trabalho

1. LEANDRO, D. B.; SILVA, R. C. ; GUIMARAES, R. L. . Polimorfismos no gene
IFITM3 e sua possivel associacdo a susceptibilidade a transmissao vertical do HIV-1.
2018. (Apresentacao de Trabalho/Congresso).

2. "LEANDRO, D. B.; PINTO, A. R. S. ; REIS, C. R. S. . CRISPR/Cas9 - Uma
promissora ferramenta de edicdo de DNA para terapia génica e tratamento contra
infeccdes. 2016. (Apresentacao de Trabalho/Congresso).
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Demais tipos de producéo técnica
1. LEANDRO, D. B.; SILVA, I. I. F. G. ; GARCIA, P. S. ; SILVA, R. C. ; LIMA, S. C.
Metanalise: da teoria a pratica. 2018. (Curso de curta duracdo ministrado/Extensao).

Bancas

Participacdo em bancas de comissodes julgadoras

Outras participacdes

1. LEANDRO, D. B.. Avaliador(a) Ad Hoc do Processo Seletivo do Programa
Institucional de Bolsas de Iniciacdo Cientifica em Desenvolvimento Tecnoldgico e
Inovacéo PIBITI e de Iniciacdo Cientifica PIBIC (Edital n.04/2018) PRPI/IFAL. 2018.
Instituto Federal de Alagoas.

2. LEANDRO, D. B.. Comissdo avaliadora de trabalhos cientificos na EXPOTEC
(Exposicdo de Tecnologia e Ciéncia em Camaragibe/Pernambuco). 2018.
Universidade Federal Rural de Pernambuco.

3. LEANDRO, D. B.. Comissao avaliadora de trabalhos cientificos/académicos na
XVIIl Jornada de Ensino Pesquisa e Extensdo da UFRPE (JEPEX). 2018.
Universidade Federal Rural de Pernambuco.

4. LEANDRO, D. B.. Comissao avaliadora de trabalhos cientificos na EXPOTEC
(Exposicdo de Tecnologia e Ciéncia em Camaragibe/Pernambuco). 2017.
Universidade Federal Rural de Pernambuco.

5.LEANDRO, D. B.. Comissdo avaliadora de trabalhos cientificos/académicos na XVII
Jornada de Ensino Pesquisa e Extensdo da UFRPE (JEPEX). 2017. Universidade Federal Rural
de Pernambuco.

Eventos

Participacdo em eventos, congressos, exposicdes e feiras

1. IX Internacional Symposium on Diagnostics and Therapeutics / XII LIKA Scientific
Journey.CCR5A32 DELETION AND ITS ASSOCIATION WITH THE
SUSCEPTIBILITY TO VERTICAL TRANSMISSION OF HIV-1. 2018. (Simpésio).

2. VIl Jornada de Pés-Graduacdo em Genética. 2018. (Congresso).

3. VIl Jornada de Pés-Graduacdo em Genética. 2017. (Exposicéao).

4. Il Encontro de Estudantes de Biologia da Universidade de Pernambuco (I
EEBUPE). 2015. (Encontro).

5. | Semana de Conscientizacédo e Prevencédo em Hiv/Aids da UPE. 2015. (Outra).
6. V Jornada do Programa de Pds-Graduacédo em Genética UFPE. 2015. (Outra).

7. Xll Semana do Bidlogo UPE-campus Garanhuns. 2015. (Congresso).
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8. Il Simpdsio de DST/AIDS e da mesa de discussao. 2007. (Simpdsio).
9. XXXVIII Semana Cientifica Odontolégica da Efoa/Ceufe. 2005. (Congresso).
Organizacao de eventos, congressos, exposicoes e feiras

1. LEANDRO, D. B.; CALSA JUNIOR, T. ; SANTOS, N. . VIl Jornada de Pés-
Graduacdo em Genética. 2018. (Outro).
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