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RESUMO

Com o advento da terapia antirretroviral combinada (TARV), o niimero de pessoas vivendo com
HIV/AIDS (PVHA) com idade acima dos 50 anos esta aumentando e, com ele, uma crescente incidéncia
de comorbidades idade-dependente, dentre elas a perda 6ssea. A causa da perda dssea precoce nas
PVHA ¢ influenciada por uma ativagdo imunitaria croénica ¢ uma inflamagdo sistémica. Tais
manifestacdes t€m sido caracterizadas por subpopulagdes de linfocitos T hiperativados e fatores
secretados por eles e por isso a definigdo desses fendtipos pode servir como bons marcadores de perda
6ssea em PVHA. O objetivo do estudo ¢ avaliar que fendtipos de subpopulagdes de linfocitos TCD4" e
TCDS8" estdo associadas a perda 6ssea em pessoas vivendo com HIV com carga viral controlada. O
estudo foi executado na Fundacgdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado onde o recrutamento
foi realizado por conveniéncia com 50 pacientes acima de 40 anos para o exame de densitometria dssea.
Amostras de sangue periférico foram coletadas para realizagdo do isolamento de células mononucleares
de sangue periférico e criopreservadas a -80° C a fim de avaliar a fenotipagem de subpopulagdes de
linfocitos TCD4" e TCD8" por citometria de fluxo. A imunofenotipagem quantificou subpopulagdes de
linfocitos com perfil regulatorio (PD-1 e CTLA-4), de ativacdo (HLA-DR), de atividade proliferativa
(Ki-67) e de produtores de citocinas IL-10, IFNy e TNFa por marcagdo intracitoplasmatica. Dos 50
pacientes, 48 retornaram com o resultado de DMO: 13 osteoporose (4H,9M), 23 osteopenia (14H,9M)
e 13 normal (10H,2M). Amostras de 34 PVHA estavam em condi¢des de viabilidade celular acima dos
90% e foram reagrupados em: normal (11H) e osteopenia (10H; 9M). Quatro amostras de mulheres com
osteoporose ndo foram incluidas devido incompatibilidade na comparacdo. Os dados de
imunofenotipagem mostram que as populagdes TCD4" e TCD8" dos pacientes osteopénicos tem
atividade proliferativa maior que os pacientes com DMO normal. Em relac@o ao perfil regulatorio, os
osteopénicos possuem uma quantidade menor de células CD4"CD3'CTLA-4" ¢ CD8'CD3'PD-1" do
que as PVHA com satde Ossea normal. Entretanto, as células CD4"CD3"CTLA-4" nos osteopénicos
apresentam niveis maiores de marcadores de ativagio HLADR e CD69. A expressdo a nivel
intracitoplasmatico de IFNy e TNFa pelas células CD4'CD3"CTLA-4" mostrou comportamentos
desiguais entre as PVHA com ou sem perda ¢ssea. A mesma divergéncia ocorreu com os niveis de [IFNy
intracitoplasmaticos em células TCD8" PD1". Nossos resultados sugerem que estes perfis de linfocitos

TCD4" e TCDS" circulantes podem ter um papel na patogénese da osteopenia e osteoporose em PVHA.

Palavras-chave: HIV, Perda Ossea, Inflamacao, Osteoimunologia



ABSTRACT

With the advent of combined antiretroviral therapy (cART), the number of people living with
HIV/AIDS (PLWHA) aged of 50 years and older is increasing and, with it, an incidence of age-
dependent comorbidities, including bone loss. The cause of early bone loss in PLWHA is
influenced by chronic immune activation and systemic inflammation. Such manifestations have
been characterized by cell subsets of hyperactivated T lymphocytes and factors secreted by
them and, therefore, an evaluation of these subsets can serve as inflammatory markers in bone
disease associated with HIV. The aim of the study is to evaluate CD4* and CD8" T cell subsets
associated with bone loss in PLWHA with undetectable viral loads. The study was carried out
at the Fundagdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado where the recruitment was
carried out by convenience with 50 patients over 40 years of age that were submitted to dual
energy X-ray absorptiometry (DXA) for bone densitometry examination. Blood samples were
collected for isolation of peripheral blood mononuclear cells that were cryopreserved at -80° C
until use. The phenotyping of TCD4" and TCDS8"* cell subsets were performed by flow
cytometry for cells with regulatory profile (PD-1 and CTLA-4), activation (HLA-DR),
proliferative activity (Ki-67) and IL-10-, IFNy- and TNFa producing cells. Of the 50 patients,
48 returned with DXA exams: 13 osteoporosis (4 Men and 9Women), 23 osteopenia (14M, 9W)
and 13 normal (10M, 2W). For immunophenotyping, samples of 34 PLWHA had cell viability
above 90% after thawing and grouped into: normal (11M) and osteopenia (10M; 9W). Four
samples from women with osteoporosis were not included due no counterpart of male samples.
Data show that the CD4" and CD8" T cell subsets of osteopenic PLWHA have greater
proliferative activity and higher levels of HLADR and CD69 than subsets of those with no bone
loss. Regarding the regulatory profile, osteopenic PLWHA have a smaller number of
CD4"CD3"CTLA-4" and CD8"CD3"PD-1" cells than with those with no bone loss. In addition,
the intracytoplasmic expression of IFNy and TNFa by CD4'CD3"CTLA-4" cells showed
unequal behavior between PLWHA with or without bone loss. The same divergence occurred
with intracytoplasmic IFNy levels in CD8" PD1* T cells. Our results suggest that these
circulating CD4" and CD8" T cell subsets may have a role in the pathogenesis of osteopenia

and osteoporosis in PLWHA.

Keywords: HIV, bone loss, inflammation, osteoimmunology
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1. INTRODUCAO

Desde o advento da terapia antirretroviral combinada (TARV) e a concomitante reducao
da morbidade e mortalidade do Virus da Imunodeficiéncia Humana (do inglés Human
Immunodeficiency Virus, HIV), a historia natural da doenga vem se alterando e transformando-
se em cronica devido a diminuicdo dos casos de sindrome da imunodeficiéncia adquirida (do
inglés Acquired Immunodeficiency Syndrome - AIDS) e a redugdo das infec¢des oportunistas
(PATARDINTI et al., 2008). O cenario de controle da infec¢do e a diminui¢do de mortes por
AIDS trouxe a tona outra reflexdo, as pessoas vivendo com HIV/AIDS (PVHA) estio
alcangando a maior idade, logo, o nimero de casos em idade avangada acima de 50 anos vem
apresentando um aumento crescente (CDC, 2022).

Com o aumento idade avangada esses individuos tém maior risco de polifarméacia e carga
maior de comorbidades relacionadas a idade, tais como doengas cardiovasculares,
neurocognitivas e Osseas. Além disso, essas comorbidades se apresentam em uma idade mais
precoce do que o esperado em pessoas HIV-negativas (WARRINER; MUGAVERO;
OVERTON, 2014).

A perda o6ssea ¢ uma consequéncia natural do envelhecimento, no entanto, ela ¢
aumentada na infec¢do pelo HIV e exacerbada no uso continuo da TARV (WARRINER;
MUGAVERO; OVERTON, 2014; WEITZMANN, 2017). O prolongado tempo de infec¢ao
viral e uso da TARYV sdo relatados como alteragdes osteoarticulares e uma crescente diminui¢ao
da Densidade Mineral Ossea (DMO) (BANDER; PARCZEWSKI, 2012). O uso continuo de
inibidores de transcriptase reversa da classe de andlogos de nucleosideo timidina e de protease
estdo associados a redu¢des na DMO (ASSOUMOU et al., 2013; BROWN et al., 2015;
STARUP-LINDE et al., 2020; WARRINER; MUGAVERO; OVERTON, 2014).

A perda 6ssea anormal continua observada nas PVHA em uso continuo da TARV
envolve outros fatores, dos quais alguns sdo independentes e outros dependentes da relagdo com
o HIV (BIVER, 2022). Dentre os independentes, os principais sdo aumento da idade; baixo
indice de massa corporal; historia parental de fratura de quadril; exposi¢do a glicocorticoides;
artrite reumatoide; tabagismo atual; uso de inibidor seletivo de recaptacdo de serotonina,
antidepressivos; dependéncia de éalcool e/ou outras substincias; estado pds-menopausa em
mulheres; hipogonadismo em homens, imobilidade prolongada; ma absor¢do; deficiéncia de
vitamina D e cirrose hepatica (ABREU et al., 2022; BIVER, 2022; CAERAN et al., 2022;
OLIVEIRA et al., 2022; STONE et al., 2010).
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Em relagdo aos fatores dependentes da infeccdo HIV, a duragdo da infeccdo pelo HIV, a
carga viral do HIV, a baixa contagem de células CD4 (CD4 nadir) e a inflamacdo cronica tém
sido associados a DMO reduzida (STONE et al., 2010). O tempo desde a data do diagnéstico e
a exposicao prolongada a carga viral ndo suprimida também tém sido associados a perda de
DMO (BRUERA et al., 2003; DOLAN; KANTER; GRINSPOON, 2006; MONDY et al.,
2003). Estudos mostram que a extensdo do aumento na contagem de células CD4 ¢ diretamente
proporcional ao aumento da DMO na coluna lombar, enquanto altas cargas virais de HIV
correlacionam-se positivamente com DMO reduzida (DOLAN; KANTER; GRINSPOON,
2006; FAUSTO et al., 2006; MONDY et al., 2003).

Por outro lado, ndo ha um consenso de ambos os fatores visto que outros estudos mostram
resultados contraditdrios, que nem a alta carga viral do HIV nem a baixa contagem nadir de
CD4 estavam associadas a redu¢cdo da DMO, indicando que ndo ha consenso sobre esses fatores
(BRUERA et al., 2003; STONE et al., 2010).

Para o entendimento sobre a influéncia da inflamacdo cronica sobre a perda dssea ¢
necessario compreender a biologia do osso. O esqueleto ¢ formado através de uma modelagem
Ossea que envolve a deposicdo de matriz 6ssea (predominantemente coldgeno) e sua
mineralizagdo (predominantemente fosfato de cdlcio). Esse processo realizado por células
Osseas ¢ regulado por elementos imunologicos que incluem células imunes e citocinas. Em
condi¢des fisiologicas o sistema imunologico regula beneficamente o esqueleto. O osso esta
constantemente em remodelagdo num equilibrio sincronizado entre as células osteoblésticas
formadoras de osso e os osteoclastos que reabsorvem o 0sso. No entanto, em estados de
patologia e disfuncdo imunolédgica, como a inflamagdes cronicas em doengas autoimunes € na
infeccdo pelo HIV, os danos ao osso resultam em perda 6ssea (AMOROSA; TEBAS, 2006;
BIVER, 2022; OLIVEIRA et al., 2022; STONE et al., 2010; WEITZMANN, 2017).

A inflamacao cronica ¢ uma caracteristica reconhecida em PVHA em supressao viral. Ela
¢ gerada por uma ativagdo imunoldgica persistente provocada por uma translocagdo sistémica
de produtos bioativos microbianos oriundos da mucosa gastrointestinal danificada
(OFOTOKUN; MCINTOSH; WEITZMANN, 2012), essa inflamag¢do cronica reflete em
aumentos de citocinas pro-inflamatérias circulantes e alteracdes em perfis de células T
hiperativadas e com aspectos funcionais de senescentes e de exaustdo que sd3o comuns em
pessoas idosas (FULOP; LARBI; PAWELEC, 2013; GAZZOLA et al., 2013).

H4 poucos estudos sobre DMO relacionados a inflamagdo, ativacdo
imunoldgica/senescéncia e até 0 momento este serd o primeiro estudo a avaliar a relagdo entre

a perda de DMO com a resposta celular de fendtipos de exaustdo e ativacdo
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imunologica/senescéncia frente a estimulos especificos e inatos. Aqui o estudo investigou se
ativagdo aumentada de células T em PVHA com viremia suprimida representa um fator

independente de reducdo da DMO e patogénese da osteopenia/osteoporose.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Breve historico da infecciao pelo HIV

O HIV ¢ agente etiologico responsavel pelo desenvolvimento da doenca AIDS foi
identificado em meados da década de 1980, entretanto os primeiros casos da infec¢do pelo HIV
remontam de 1978 no continente africano, e o primeiro caso de AIDS no Brasil foi notificado
na cidade de Sdo Paulo em 1980 (BARRE-SINOUSSI et al., 1983; GALLO et al., 1983;
MONTAGNIER, 2002).

No Brasil, a maior parte das infec¢des pelo HIV ficou restrita as denominadas metropoles
nacionais - Sdo Paulo e Rio de Janeiro - tendo como categorias de exposi¢ao preponderantes os
homossexuais, os bissexuais masculinos, os hemofilicos as pessoas que recebiam sangue e
hemoderivados (BASTOS et al., 1995). Os primeiros casos notificados de AIDS foram
predominantes em homens homossexuais que comecaram a adoecer, devido a uma
imunodeficiéncia celular que debilitava o sistema imunoldgico e propiciava o aparecimento de
infeccdes oportunistas. Considerada uma doenga cronica transmissivel, a AIDS se espalhou
rapidamente no decorrer dos anos, tornando-se um desafio global de Satde Publica
(GOTTLIEB et al., 1981).

A AIDS passou a ser descrita como uma patologia que causava uma deteriora¢ao
progressiva do sistema imune, que na sua forma de manifestacdo clinica avancada era
responsavel por uma elevada mortalidade. Na época, a doenga causada por um virus novo era
pautada pelo medo, morte, preconceito e discriminagdo, onde pouco se conhecia o diagndstico
e tratamento. A resultante dos casos de AIDS detectados ao longo da historia era caracterizada
principalmente por doencas oportunistas, inicialmente com pneumocistose e sarcoma de
Kaposi, seguido de tuberculose e doencgas fungicas (CDC, 1981).

Ao longo desses anos, as infecgdes oportunistas que ganharam destaque foram: dermatite
seborreica, herpes zoster, infeccdes do trato respiratorio, candidiase oral, leucoplasia pilosa
oral, tuberculose pulmonar, infeccdes bacterianas, pneumocistose, pneumonia bacteriana
recorrente, toxoplasmose cerebral, criptosporidiose e isosporose cronica, criptococose
extrapulmonar, sarcoma de Kaposi, tuberculose extrapulmonar (HOLMES et al., 2003).

Na segunda metade da década de 1990, com a descoberta e introdu¢cdo da TARV, houve

uma mudancga de paradigma com relagdo ao prognodstico da infec¢do que a tornou uma infecgao
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cronica passivel de controle através do tratamento através do uso da terapia antirretroviral

(MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014).

2.2. Epidemiologia do HIV no Mundo, Brasil e no Amazonas

Desde a descoberta do virus pelo menos 85,6 milhdes de pessoas ja foram infectadas.
Atualmente em todo mundo cerca de 39 milhdes de pessoas estdo vivendo com HIV e destes
pelo menos 1,3 milhdes foram novas infecgdes/diagnosticos, e quando analisados por género,
as mulheres representam nos dias de hoje 76% de todas as pessoas vivendo com HIV (UNAIDS,
2023) No Brasil, em 2022 o total de pessoas vivendo com HIV foi de 990 mil, novas infec¢des
pelo HIV foi 51 mil e obitos relacionados a AIDS foi de 13 mil (UNAIDS, 2022).

O Amazonas registra aproximadamente 23 mil pessoas vivendo com HIV, e em 2022 o
estado do Amazonas registrou 1.494 novas infec¢des por HIV, e em Manaus foram registrados
1.385 novos casos de HIV. Tanto a unidade federativa (UF) como a capital, estdo em primeiro
lugar no ranking referente as taxas de detec¢do de AIDS, o Amazonas apresentando a maior
taxa, com 39,7 casos por 100 mil habitantes, e a cidade de Manaus, apresentando a taxa de 64,6
casos por 100 mil habitantes, valor bem superior ao da taxa do Amazonas e quase quatro vezes

a taxa do Brasil (Figura 1) (BRASIL, 2022).
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Figura 1 - Taxa de deteccio de AIDS (por 100.000 habitantes) segundo UF e capital de residéncia. Brasil 2021*
Fonte: Sinan; Siscel/Siclom; SIM.
Nota: (*) Casos notificados no Sinan e Siscel/Siclom até 30/06/2022; no SIM, de 2000 a 2021.
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De acordo com o portal da Fundacao de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado
(FMT-HVD), que ¢ o centro de referéncia para PVHA, 457 casos de AIDS e 192 6bitos por
AIDS (SINAN NET, 2022).

Ao observarmos a relacdo da faixa etaria. Em 2022, a faixa etdria que apresentou a menor
razdo de sexos foi a de 50 anos ou mais, com razdo de 1,8, e a faixa etaria que apresentou a
maior razdo de sexos foi a de 20 a 29 anos, com razdo de 3,9. Indicando a necessidade de maior

aten¢do em pessoas jovens e principalmente em adultos (Figura 2) (BRASIL, 2022).
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Figura 2 - Razio de sexos segundo faixa etaria, por ano de diagnéstico. Brasil, 2011 a 2021*
Fonte: Sinan; Siscel/Siclom; SIM.
Nota: (*) Casos notificados no Sinan e Siscel/Siclom até 30/06/2022; no SIM, de 2000 a 2021.

2.3. Estrutura, ciclo replicativo e infeccio pelo virus HIV-1

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) pertence a ordem Ortervirales, pertencente a
familia Retroviridae, da subfamilia Orthoretrovirinae e o género Lentivirus, ou seja, genoma
constituido por RNA e com enzimas capazes de realizar retrotranscricao (DEEKS, 2011;
STECKBECK; KUHLMANN; MONTELARO, 2013).

Na figura 3, podemos observar que a estrutura do virus do HIV-1, possui uma estrutura
composta por um envelope lipoprotéico, contendo espiculas glicoproteicas gpl120 e gp4l, e
através de alteragdes conformacionais da gp120 possibilitam a fusdo e a entrada na célula

hospedeira (DEEKS, 2011).
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Figura 3 - Representacio esquemaitica da estrutura do HIV-1. (Adaptado de STECKBECK; KUHLMANN;
MONTELARO, 2013). Criado no BioRender.com

O HIV possui trés genes principais, o gag, pol e o env. O gag codifica as proteinas na
matriz (pl7), o nucleocapsideo (p7) e o capsideo (p24). O gene pol que codifica genes
importantes para o ciclo viral dentro da célula hospedeira, como a protease (p10), transcriptase
reversa (p66, pS1) e a integrase (p31). E por fim o gene env que codificam as glicoproteinas
gpl20 e gp41, que sdo responsaveis pela invasdo do virus na célula (PINTO; STRUCHINER,
2006; SIMON; HO; KARIM, 2006).

O ciclo de replicagdo do HIV-1, inicia-se com a fixacao do virus ao receptor de CD4 ao
correceptor de quimiocina existentes na superficie celular, reconhecendo as proteinas presentes
na membrana da célula alvo (Figura 4). Apos a fusdo do envelope viral na membrana celular, o
capsideo ¢ exposto dentro da célula e a enzima da transcriptase reversa converte 0 RNA viral
em um DNA de fita dupla, apos esta etapa, o material genético gerado ¢ transportado para o
nucleo da célula e serd integrado ao DNA da célula hospedeira pela agdo da enzima integrase,
a partir dessa etapa, a célula passa a produzir muitas copias do material genético do virus, o
RNA (CORADO et al., 2017; MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014; SIMON; HO; KARIM,
2006).

Uma vez acontecendo essa alta produ¢do de genoma do virus do HIV (RNA viral), no
nucleo da célula hospedeira, parte desse RNA se tornara um novo virus, enquanto a célula usa
outras copias do RNA para fazer novas proteinas do HIV, essas proteinas virais ficam
condensadas na drea da membrana plasmatica, e entdo acontece o brotamento dos virions
maduros, ou seja, novas particulas virais, que sdo capazes de infectar novas células (SIMON;

HO; KARIM, 2006).
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Figura 4 - Ciclo replicativo do HIV-1. (Adaptado de SIMOM; HO; KARIM, 2006).

A histéria natural da infeccdo pelo HIV ¢ caracterizada pela da imunidade, devido a
infeccdo do HIV as células do sistema imunologico, principalmente linfocito T CD4",
ocasionando o aparecimento severo de infec¢des que o sistema imune conseguiria controlar. De
acordo com sua fisiopatologia, os 6rgaos linfoides sdo os sitios primdrios para a replicagdo e
propagac¢ao do virus. (DEEKS, 2011; PANTALEO; FAUCI, 1996).

A infec¢do ¢ descrita em quatro fases clinicas diferentes: infeccdo aguda; fase cronica,
também conhecida como laténcia clinica e a doenga propriamente dita AIDS (Figura 5)
(BRASIL, 2018).

A fase aguda (Figura 5), ou sindrome da infec¢do retroviral aguda ou infecg¢@o primaria,
ocorre em cerca de 50% a 90% dos pacientes e ¢ pouco diagnosticada, pois a presenga de
anticorpos especificos nio é detectada, apesar do alto nivel de viremia (ALCAMI, 2004). Pode
durar de 4 a 12 semanas sem sintomas clinicos especificos, onde, frequentemente, ocorre: febre,
dor de cabega, entre outros sintomas comuns a outras doengas virais (KATZENSTEIN et al.,
2003).

A fase cronica ou laténcia clinica (Figura 5) é caracterizada pela forte interagdo entre o
sistema imunologico e as constantes e rapidas mutacdes do virus. Ela pode durar até 10 anos
ou até que se iniciem as infec¢des oportunistas ou quadros clinicos graves e persistentes,

caracterizando o surgimento da AIDS (PANTALEO; FAUCI, 1996).
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No inicio da fase de AIDS (Figura 5), caracterizada com taxa de CD4" abaixo de 400
células/mm?, ou 350 células/mm? segundo protocolos internacionais e nacionais, a PVHA pode
apresentar diversos sintomas inespecificos de intensidade varidvel e algumas infecc¢des
oportunistas como a pneumonia bacteriana, tuberculose, herpes-zoster, candidiase, sarcoma de
Kaposi e algumas alteragdes ndo infecciosas como a leucoplasia e canceres, e por fim, surge a
AIDS avangada (Figura 4) que corresponde ao estagio final caracterizado pela decorréncia da
debilidade do sistema imunologico do hospedeiro e pelo surgimento de infec¢des oportunistas
(ALCAMI, 2004). Além das doencas de origem infecciosas consideradas como doengas

oportunistas, varios tipos de doengas neoplasicas podem surgir neste periodo (BRASIL, 2018).
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Figura S - Curso clinico da doenca causada pelo HIV-1. Infeccdo primaria caracterizada por alta carga viral (linha vermelha),
células T CD4" baixas (linha verde) e auséncia de anticorpos especificos para HIV-1 (linha amarela). A viremia diminui a
medida que as células T CD8" se desenvolvem (linha azul) e um ponto de ajuste de carga viral individual ¢ alcangado durante
a infecgdo cronica. (Adaptado de SIMOM; HO; KARIM, 2006). Criado no BioRender.com

Essas doengas tém correlagdes com as taxas de células CD4" (Tabela 1), com reducdo
progressiva para abaixo de 200 células/mm?, algumas das infec¢des oportunistas disseminam
como a tuberculose extrapulmonar e candidiase esofagica. Outras infec¢des surgem, como por
exemplo, pneumocistose, histoplasmose, toxoplasmose, e salmonelose septicémica. Nessa fase
surgem os sintomas mais tipicos da AIDS, como a diarreia persistente, dores de cabecga,
contracdes abdominais, febre, falta de coordenacao, nduseas, vomitos, fadiga extrema, perda de
peso e cancer. Com a redugdo abaixo de 100 células/mm?, ha disseminagio de herpes simples,
criptococose, criptosporidiose e isosporiase. Com a redugdo abaixo de 50 células/mm?,
citomegalovirus disseminado, micobacteriose nao tuberculosa, microsporidiose e herpes-zoster

disseminado, e linfoma primario do sistema nervoso central (BRASIL, 2018).
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Tabela 1 - Correlacio das complicacées conforme a contagem de CD4.

Contagem de CD4
. Doenca
(células/mm?)
> 500 Sindrome retroviral aguda, linfadenopatia generalizada persistente.
Pneumonia bacteriana, tuberculose pulmonar, herpes-zoster,
<500 candidiase orofaringea, sarcoma de Kaposi, leucoplasia pilosa oral,
cancer cervical e anal, linfoma de células B.
Pneumocistose, histoplasmose, toxoplasmose, tuberculose
<200 extrapulmonar/miliar, candidiase esofagica, septicemia por
Salmonella.
. Herpes simples disseminado, criptococose, leucoencefalopatia
=100 multifocal progressiva, criptosporidiose, isosporiase.
Citomegalovirus disseminado, micobacteriose nao tuberculosa,
<50 linfoma primério do SNC, microsporidiose, herpes-zoster
disseminado.
BRASIL, 2018.

Ap6s o surgimento e adesdo ao tratamento com a TARV, as PVHA passaram a ter uma
melhor qualidade de vida. Em contrapartida a infec¢do cronica persistente acompanhada por
fatores associados ao estilo de vida, tais como tabagismo, alcoolismo, sedentarismo e estado
nutricional inadequado, pode proporcionar o surgimento de enfermidades cronicas e um
envelhecimento precoce. No entanto, os efeitos adversos do uso continuo TARV tem impactado
consideravelmente na fragilidade e, consequentemente, na precocidade de doencas relacionadas
ao envelhecimento (BROWN; QAQISH, 2006; WARRINER; MUGAVERO; OVERTON,
2014).

2.4. Terapia antirretroviral combinada

A TARYV consiste na combinagdo de drogas que tem o objetivo de bloquear etapas ou
enzimas do ciclo replicativo suprimindo a replica¢do viral. A TARV pode ser composta por
inibidores de receptor de quimiocina tipo 5 (CCRS5) ou receptor de quimiocina do tipo 4
(CXCR4), inibidores de fusdo ou entrada, inibidores da transcriptase reversa analogos a
nucleotideos (ITRNs) ou inibidores da transcriptase reversa nao-analogos a nucleosideos

(ITRNNSs), inibidores da integrase (INI) ou inibidores de protease (IP) (Figura 6). A TARV
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resultou na melhoria substancial na qualidade de vida dos PVHA e no declinio de mortes

associadas a aids em todo o mundo (BRASIL, 2018; UNAIDS, 2021).
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Figura 6 - Alvos das drogas antirretrovirais no ciclo da replicagio viral. As principais classes de farmacos usadas na terapia
antirretroviral (TARV) responsavel por combater areas especificas da replicagdo viral do HIV-1, como inibidores de
CCRS5/CXCRA4, inibidores de fusdo, inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleotideos (ITRNs), inibidores da
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de BRUNTON; CHABNER, 2012), criado no BioRender.com

Desde 1996, o Departamento Nacional de Vigilancia, Prevencdo, e Controle das IST,
HIV/AIDS e Hepatites Virais do Ministério da Satude distribui gratuitamente TARV (BRASIL,
2018). Em 2013, o Brasil foi o terceiro pais, depois de Franca e Estados Unidos a fornecer os
ARVs independentemente da contagem de células T CD4" (RICHARDSON; GRANT;
ZOLOPA, 2014; RIDDLER et al., 2008). O tratamento para todos imediatamente apds o
diagnoéstico do HIV trouxe uma recuperagdo répida do sistema imunoldgico, diminui¢do
gradativa de mortes por AIDS e aumento da sobrevida das PVHA (BRASIL, 2018; MOCROFT
et al., 2007).

A primeira linha terapéutica recomendada em 2008 envolvia o uso de dois ITRNs e uma
terceira droga, que era preferencialmente um ITRNNs. Caso houvesse falha aos medicamentos
de primeira linha, a segunda linha era indicada pelo uso de IP (Inibidor de protease) e por fim,
caso houvesse uma falha na segunda linha, a terapia de resgate era recomendada pelo uso de
um inibidor de integrase ou inibidores de fusdo ou entrada. Em 2015, o dolutegravir (DTG) de

terceira linha passou a ser incorporado no primeiro esquema devido sua maior barreira genética
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as mutacdes de resisténcia e trouxe um ganho significativo para a rapida supressdo viral
(BRASIL, 2018).

Atualmente, o Protocolo clinico e diretriz terapéutica do HIV do Ministério da Saude
determinou que a terapia inicial deve sempre incluir combinagdes de trés antirretrovirais, sendo
dois da classe ITRN associados a classe de antirretrovirais (ITRNN, IP/r ou INI). A exemplo,
0s casos no inicio de tratamento, devem seguir o esquema inicial preferencial: dois ITRN/ITRNt
— lamivudina (3TC) e tenofovir (TDF) — associados ao inibidor de integrase (INI) — dolutegravir
(DTG) (tabela 1). Algumas particularidades clinicas apresentadas por PVHA podem alterar a
dindmica de indicacdo de ARV (Quadro 1) (BRASIL, 2017).

TERAPIA
SITUACAO ANTIRRETROVIRAL DOSE DIARIA OBSERVACAO
o (300mg/300mg) “2 x 1"+
1x/dia
Coinfeccdo TB-HIV@ Concluido o tratamento
sem critérios de (300mg/300mg/600mg) | completo para TB,
gravidade (conforme TDF®/3TC/EFV —DFC poderaser feitaa
critérios elencados 1x/dia mudanca (switch) do
abaixo) EFV para DTG.
Coinfeccao TB-HIV com
um ou mais dos critérios
o o (d).
de gravidade abaixo'?: (300mg/300mg) 2 x 1" Coneluid
LT-CD4+ <100 céls/mm’ : onclido o
1x/dia tratamento completo
Presenca de outra TDE®)/3TC + RAL N de TB, devera ser feita
infeccdo oportunista amudanca (switch) do
Necessidade de 400mg rr‘r:/:; gsara DTGematé 3
internacdo hospitalar/ 12/12h
doenca grave
Tuberculose disseminada

Quadro 1 - Esquema de indicagdes e terapia antirretroviral combinada. BRASIL, 2018

2.5. Tratamento do HIV no Brasil

A TARV possibilitou o controle da replicagdo viral e a elevagdo do ntimero de células T
CD4" das PVHA. O acesso crescente 8 TARV para PVHA foi o principal fator para a redugéo
em 48% de mortes devidas a AIDS. Desde seu advento, a TARV trouxe muitos beneficios, tais
como a melhoria da qualidade de vida, reducdo da morbidade e da mortalidade associadas a

AIDS (BASTOS et al., 1995; GRINSZTEJN et al., 2014).
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Esses avangos foram maiores devido a estratégia combinada que leva em poucos meses
redugdo da carga viral indetectavel ou suprimida. Por isso que a terapia antirretroviral passou a
ser iniciada em todos os pacientes independente da contagem de linfocitos CD4". Desde 2014,
o Sistema Unico de Satde (SUS) passou a ofertar de forma gratuita a TARV e dessa forma
possibilitou que mais de 500 mil pessoas tivesse acesso ao tratamento, tornando o Brasil um
pais referéncia mundial (BRASIL, 2018).

O controle da replicagdo viral e a elevagdo do niamero de células T CD4" das PVHA
trouxeram muitos beneficios, como melhoria da qualidade de vida, redu¢do da morbidade e da
mortalidade associadas a AIDS (GRINSZTEJN et al., 2014).

As novas infec¢des vém diminuindo de forma crescente, devido aos esforcos mundiais
em saude e incentivo ao tratamento (BRASIL, 2018). Isso possibilitou que ao longo do tempo
a morbimortalidade reduzisse e a AIDS de patogenia aguda passasse a ser uma doenga cronica
com sobrevida prolongada (UNAIDS, 2021).

Em 2022, pelo menos 29,8 milhdes de pessoas estavam em TARV. O diagndstico
precoce, ainda possibilitou que as pessoas vivendo com HIV e AIDS (PVHA) tivesse acesso a
determinag¢do da sua sorologia em fase inicial da infeccao, possibilitando o tratamento de forma

precoce (BRASIL, 2022; UNAIDS, 2023).

2.6. Alteracdes do perfil de morbidade e mortalidade das PVHA com carga viral

suprimida devido TARV

As PVHA tratados com TARV efetiva conseguiram com a reducdo da morbidade e
mortalidade aumentar na expectativa de vida. Para as PVHA motivadas para fazer terapia e que
tém acesso a tratamento ao longo da vida, as doencas relacionadas com a AIDS ja ndo sdo mais
a principal ameaca. O sucesso da TARV suscitou questionamentos se o fim da AIDS ¢ possivel
(DEEKS, 2011).

No entanto, surgiu um novo conjunto de complicacdes associadas ao HIV, resultando
numa nova doenca cronica que para muitos duraré varias décadas de vida. Apesar de melhorar
a qualidade de vida devido a supressdo viral, o tratamento restaura parcialmente a saude
imunoldgica que contribui para o aparecimento de complicagdes associadas a inflamagao.
Além disso, o efeito cumulativo da exposi¢do a medicamentos antirretrovirais durante décadas
combina efeitos toxicos distirbios metabolicos clinicamente relevantes e danos a 6rgdos-alvo

(DEEKS, 2011; WING, 2016).
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E por fim, um terceiro componente vem adicionar um impacto a vida das PVHA, que ¢ o
aumento da expectativa de vida. Nos dias de hoje, estima-se que, em todo o mundo, mais de
10% dos 34,5 milhdes de individuos soropositivos tém mais de 50 anos. Como essa idade média
continuard a aumentar em um ritmo excepcional, eventos associados a idade comegaram a
surgir tais como as doengas cardiovasculares, renais, neurocognitivas, oncoldgicas e
osteoporoticas (WING, 2016).

Apesar do controle viroldgico e o avango da idade das PVHA, os efeitos de uma nao
restauracdo completa da imunidade junto com impacto do tratamento de longo prazo e o
envelhecimento natural da PVHA vem acarretando uma precocidade dessas doengas em relagao
a populacdo em geral. Essa combinacdo tem se manifestado na forma de uma inflamacao
cronica devido a uma ativacdo imune persistente (AZAMAR-ALONSO et al., 2021;
DOMINGUEZ-DOMINGUEZ et al., 2022; LEE et al., 2022).

Paradoxalmente, o HIV induz forte respostas imunitarias celulares, tanto no que diz
respeito a magnitude como a amplitude. As populagdes de linfocitos TCD4* ¢ TCD8" entram
em estado de hiperativagdo desde a infec¢do aguda quanto na. Elas se proliferam rapidamente,
no entanto uma meia-vidas curtas. Além disso, existe o impacto de ndo restauracdo completa
da imunidade ser dependente da demora do PVHA em buscar tratamento. Em outras palavras,
a PVHA tem um diagnostico tardio em um estado inicial de AIDS, ou ele inicia ou reinicia o
tratamento com taxas de CD4 muito baixas. Todos eles sdo referidos como apresentares tardios
(AZAMAR-ALONSO et al., 2021; DOMINGUEZ-DOMINGUEZ et al., 2022; LEE et al.,
2022).

A infecgdo pelo HIV depleta as células T CD4" preferencial e rapidamente nas células
residentes nos tecidos das mucosas, porque ¢ um local onde reside um elevado nimero de
células T CD4" de memoria ativadas, que sdo as células-alvo preferido do virus. Essa deplegdo
compromete a integridade da barreira mucosa intestinal, conhecida como disbiose, que
subsequentemente facilita a translocacdo de produtos microbianos do limen intestinal para a
corrente sanguinea. Isso tem sido associada como um dos principais mecanismos de geragao da
inflamagao sistémica e consequentemente progressao da doenca. Observado tanto em PVHA
quanto em macacos infectados pelo SIV (KLATT; FUNDERBURG; BRENCHLEY, 2013;
MAVIGNER et al., 2012; MIEDEMA et al., 2013).

Ambos os fendmenos de inflamag¢do cronica e ativagdo imune persistente consistem na
disfunc¢do imunologica que tende a ser maior a medida de quao maior € a deplecao da contagem
de linfocitos T CD4" antes de inicio do TARYV, assim, a necessidade de um monitoramento e

manejo continuo dessas comorbidades idade-dependente e ndo relacionadas AIDS
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(BOTELHO, 2007; BRUERA et al., 2003; LORENZO-REDONDO et al., 2016; STARUP-
LINDE et al., 2020; WING, 2016).

2.7. Infecc¢ido pelo HIV e o impacto do uso prolongado da TARYV na perda 0ssea

A literatura sobre perda Ossea entre PVHA ¢ vasta devido alta da prevaléncia de
osteoporose apesar da melhoria dramadtica na esperanca de vida na era da TARV. Com o
aumento da populacdo de PVHA acima de 50 anos, a perda 6ssea natural ao envelhecimento
veio exacerbada com o uso continuo da TARV e, principalmente, com a inflamagdo cronica
decorrente da infeccdo pelo HIV (WARRINER; MUGAVERO; OVERTON, 2014a;
WEITZMANN, 2017).

No entanto, essas causas atuam de maneira peculiar a cada individuo e, resumidamente
como foi citado acima, a perda ¢ resultado de vérios fatores ligados a propria infec¢do pelo
HIV, ao estilo de vida, a polifarmécia, dentre outros (ABREU et al., 2022; AMOROSA;
TEBAS, 2006b; BIVER, 2022; CAERAN et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2022; STONE et al.,
2010).

Segundo a literatura, as causas da diminui¢dao da mineralizacdo 6ssea sdo heterogéneas e
peculiares e resultam de: 1) fatores tradicionais: a idade, baixo peso, deficiéncias metabdlicas
e hormonais; 2) comportamentais: tabagismo, abuso de alcool e drogas, sedentarismo,
problemas dietas (baixa absor¢do de vitamina D e calcio); 3) fatores da interagdo hospedeiro-
virus: proteinas regulatérias do HIV que alteram metabolismo celular inflamacdo alterando
metabolismo 6sseo ¢ a TARV (WARRINER; MUGAVERO; OVERTON, 2014).

Dois fatores preponderantes da diminui¢do da mineralizagdo d6ssea no HIV sdo o
prolongado tempo de infeccdo viral e uso da TARV sdo relatados como alteragdes
osteoarticulares e uma crescente diminui¢do da DMO. A influéncia do tempo de infec¢ao viral
a mineraliza¢gdo 0ssea sugere um efeito direto da atividade do virus pois a perda ¢ acelerada em
pacientes com carga viral elevada (BANDER; PARCZEWSKI, 2012).

O HIV afeta ndo apenas os linfocitos, mas também macrofagos e osteoclastos através de
virus livres de células ou por transferéncia de célula para célula a partir de células T infectadas.
Osteoclastos sdo células do tecido 6sseo que se originam de precursores mononucleados da
linha progenitora mieldide. Ao contato com o tecido Osseo, essas progenitoras unem-se para
formar os osteoclastos multinucleados. Os osteoclastos infectados pelo HIV expressam
citocinas pro-inflamatorias e outras proteinas que atuam na reabsor¢ao Ossea, processo pelo

qual os osteoclastos quebram o tecido dsseo e liberam os minerais resultando na transferéncia
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de calcio do tecido ¢sseo para o sangue. Este fendmeno natural se torna patogénico pelo efeito
direto do virus junto com uma inflamacao sist€émica no metabolismo 6sseo (BIVER, 2022).

Em relagdo ao impacto da TARV, o metabolismo 6sseo ¢ afetado independentemente de
qualquer esquema utilizado (BROWN et al.,, 2009). O uso continuo de inibidores de
transcriptase reversa da classe de analogos de nucleosideo timidina e de protease estdo
associados a reducdoes na DMO (ASSOUMOU et al., 2013; MONDY et al., 2003; WARRINER;
MUGAVERO; OVERTON, 2014).

Um dos medicamentos do esquema antirretroviral inicial de primeira linha mais associado
a diminuicdo da mineralizacdo 6ssea ¢ o caso do Fumarato de Tenofovir Disoproxil.
Atualmente, o Tenofovir também ¢ utilizado no esquema de profilaxia pré-exposicdo (GRANT;
COTTER, 2016; STARUP-LINDE et al., 2020).

Esquemas com TDF mostram uma perda de 1 a 3% maior na DMO comparados a outros
esquemas, com aumento dos niveis de marcadores de reabsor¢do 6ssea e reducao da DMO apos
24 semanas. Os mecanismos envolvidos nesse efeito deletério do TDF sobre o osso tém a ver
com a hiperfosfataria devida a disfun¢ao tubular, levando a um quadro de hiperparatireoidismo
secundario, osteodistrofia, além da redugdo dos niveis extracelulares de ATP, o que aumenta a
reabsor¢ao 6ssea (GRANT; COTTER, 2016).

Em relagdo aos efeitos dos inibidores de protease (IP) sobre a massa Ossea, os dados
permanecem contraditorios. Alguns estudos mostram alta prevaléncia de um impacto negative
sobre o metabolismo 0sseo, enquanto outros mostram resultados opostos. A perda dssea
associada ao uso TARV ocorre logo apds o inicio do tratamento, sendo mais significativa nos
2 primeiros anos apds o inicio do uso e tendendo a estabilizar e atingir um platd cerca de 24
meses apos a terapia, no entanto, ao longo do tempo de tratamento com esses inibidores a perda
de DMO ¢ estabilizada (STONE et al., 2010; TEICHMANN et al., 2003; TSAI et al., 2014;
WARRINER; MUGAVERO; OVERTON, 2014).

A relagdo perda dssea no inicio do tratamento ¢ indiscutivel, especialmente em relagao
ao tenofovir devido os efeitos fisiopatologicos citados acima. Até hoje o tenofovir ¢ usado por
muitos pacientes, especialmente no Brasil (BRASIL, 2018). Também os estudos evidenciam
cada vez mais a estabilizacdo dessa perda Ossea apds 2 anos de uso. Independente se ha
consenso ou ndo, a magnitude das redugdes Osseas ¢ maior nos regimes contendo TDF,
sugerindo que ele tenha um efeito direto a nivel das células 6sseas, e/ou indireto, seja
atrapalhando o metabolismo da vitamina D e o efeito toxico a nivel renal com uma consequente

inflamacdo (GRANT; COTTER, 2016).
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Um aspecto muito importante foi observado por Ofotokun e colaboradores, que a perda
6ssea durante o inicio da TARV ¢ muito maior do que a que ocorre pela a¢do do virus
isoladamente. Segundo os autores, essa perda ocorre devido a reconstitui¢do imune, que € o
repovoamento de células T CD4" como um efeito secundario ao uso da TARV. O aumento
dessas células e uma contribuicdo adicional células B e macréfagos contribuem para um
aumento da producado de citocinas pro-inflamatorias RANKL e TNF-alfa que modulam a agao
osteoclastica da reabsor¢do Ossea. Portanto, todas essas causas associadas a perda 6ssea acabam

convergindo ao processo de inflamag¢do cronica (OFOTOKUN et al., 2016).

2.8. Metabolismo 0sseo e a relacdo imunoesquelética

O osso consiste em uma matriz extracelular composta por uma proteina fibrosa
denominada colageno do tipo I e por uma matriz mineral. Esse colageno ¢ sintetizado por
fibroblastos e por osteoblastos, enquanto a matriz mineral ou inorganica constituida por
hidroxiapatita de calcio ¢ sintetizada pelos osteoblastos. O osso ¢ um tecido dindmico e
metabolicamente ativo que sofre um processo continuo de modelagem e de remodelagdo dsseas.
A modelagem ¢ responsavel pelo crescimento e adaptacdo induzida mecanicamente do osso,
que corresponde as modificacdes na sua estrutura devido carga mecanica do corpo. A
remodelagdo Ossea ¢ responsavel pela remocao e reparagdo do osso danificado (fratura) a fim
de manter a integridade do esqueleto adulto e a homeostase mineral. Ambos os processos sao
realizados uma populacdo heterogénea de células que compde a unidade multicelular basica do
tecido 6sseo constituida por trés tipos de células dsseas, os osteoblastos, os osteoclastos e os
ostedcitos (RAGGATT; PARTRIDGE, 2010).

Os osteoblastos sao as células secretoras de colageno e participam da calcificacdo da
matriz em osso. Eles se desenvolvem a partir de células mesenquimal pluripotentes a partir de
fatores regulatorios de transcricdo. Os precursores dos osteoblastos se originam na medula
Ossea e migrem pela circulacdo que sdo exclusivamente adaptadas para remover a matriz 6ssea
mineralizada. Eles expressam receptores do hormdnio da paratireoide (PTH). O estagio de
diferenciagdo dessas células influencia a contribuicao de cada subpopulacdo na remodelagao
ossea (RAGGATT; PARTRIDGE, 2010)

Os osteoclastos sdo responsaveis pela reabsor¢ao 0ssea. Eles sdo células terminalmente
diferenciadas a partir de precursores mononucleados de linhagem mieloides atraidos para os
sitios de reabsorcdo dssea por produtos parcialmente degradados do ostedide. Essas células

possuem caracteristicas morfoldgicas e fenotipicas distintas que sdo rotineiramente usadas para
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identifica-las. Eles sdao células grandes, que surgem pela fusdo de células mononucleadas e
podem ter até 50 nucleos e inclui a expressdo da fosfatase acida resistente ao tartarato e do
receptor de calcitonina. Ela também produz citocinas da resposta imunologica, dentre elas o
RANKL que € necessario para a sobrevivéncia, expansao e diferenciacdo de células precursoras
de osteoclastos (RAGGATT; PARTRIDGE, 2010).

Um terceiro tipo celular, os ostedcitos sdo derivados dos osteoblastos durante a formagao
Ossea. Apds a mineralizagdo da matriz 6ssea, essas células ficam sepultadas no tecido 6sseo e
formam uma rede que se estende por todo o osso mineralizado. Os ostedcitos t€ém longos
processos semelhantes a dendritos que se estendem pelos canaliculos (tuneis) dentro da matriz
mineralizada. Eles sdo metabolicamente menos ativos, no entanto, eles sdo altamente
abundantes, representando 90-95% de todas as células 0sseas. Os ostedcitos respondem a carga
mecanica, como o peso do corpo e a atividade fisica (RAGGATT; PARTRIDGE, 2010).

Ambos os processos de remodelagdo e a modelagem sdo estreitamente coordenados por
células imunoldgicas envolvidas na fisiologia 6ssea. A localizagdo anatdmica proxima do osso
com a medula 6ssea permite a interagdo dindmica entre os sistemas esquelético e imunologico.
A influéncia das células imunes na regula¢do dinamica 6ssea tem sido vista em condigdes
patoldgicas, tais como doencas autoimunes e distirbios hormonais. No contexto da biologia
Ossea, hé estudos convergindo uma interface imunoesquelética, no qual células e citocinas tém
papel central nas fungdes efetoras entre os sistemas esquelético e imunologico (RAGGATT;
PARTRIDGE, 2010).

Através de fatores anti-osteoclastogénicos e pro-osteoclastogénicos, o sistema
imunolégico modula a resposta de osteoblastos, que sdo responsaveis pela produgdo de
componentes da matriz 6ssea, em outras palavras, a mineralizagdo da matriz ou formagao dssea.
Por outro lado, os osteoclastos sdo responsaveis pela degradacdo de componentes da matriz
Ossea, a partir dos processos de absor¢do e remodelacdo do tecido 6sseo. Fisiologicamente,
fatores anti-osteoclastogénicos preservam a massa dssea, enquanto pro-osteoclastogénicos
(associados a respostas inflamatorias) promovem a perda 6ssea (RAGGATT; PARTRIDGE,
2010; WARRINER; MUGAVERO; OVERTON, 2014).

A perda 6ssea ¢ uma consequéncia natural do envelhecimento, no entanto, ¢ exacerbado
por muitas patologias que afligem muitas pessoas. A osteoporose ¢ uma patologia caracterizada
quando a taxa de reabsor¢do Ossea osteoclastica supera a taxa de formacao 6ssea osteoblastica,
ocasionando uma perda 6ssea. Como o 0sso estd constantemente em remodelacdo num
equilibrio sincronizado entre a reabsor¢do e a formacao, a desregulagdo desde periodo inicial

da infec¢do primaria e ap6s o inicio da TARV sdo responsavel perda 6ssea acelerada e pelas
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altas prevaléncias de osteoporose em PVHA. Nos casos de imunodeficiéncia ou inflamagao de
doencas autoimunes, o esqueleto esta a mercé de disfungdo imunolodgica pode resultar em danos
colaterais graves ao 0sso tais como a osteoporose e o risco elevado de fratura dssea
(COMPSTON, 2016; WEITZMANN, 2017).

Nas inflamagdes como artrite reumatoide, as células T e células B ativadas secretam
fatores pro-osteoclastogénicos, dentre os quais o fator de necrose tumoral-alfa (sigla em inglés:

TNFa) que promovem a perda dssea (STONE et al., 2010; WEITZMANN, 2017).

2.9. Desequilibrio da relagdo imunoesquelética na infec¢do do HIV

No inicio da infec¢ao pelo HIV ocorrem muitas mudangas no organismo que incluem a
deplecdo macica de células T no tecido linféide do trato gastrointestinal, alteragdes no
microbioma intestinal, aumento da translocacdo bacteriana, ativacdo imune e inflamagao
sistémica (WARRINER; MUGAVERO; OVERTON, 2014).

Com o inicio da TARV provoca uma perda inicial de DMO e uma certa estabilidade
6ssea. Como consequéncia, ha a recuperagdo/reativagdo das células T CD4" e que envolve uma
reconstituicdo homeostatica com expansao deste contingente celular recuperando, de uma certa
forma, sua capacidade funcional (CHAN et al., 2016; SHORT et al., 2014; STONE et al., 2010;
WEITZMANN, 2017).

A restituicdo da imunidade adaptativa tem o potencial de produzir ambiente inflamatorio
que conduz a osteoclastogénese e perda dssea. Adicionalmente, os efeitos diretos da TARV e
da ativagdo imune cronica desempenham um papel significativo no aumento do risco de
desenvolver a perda 6ssea (MEGERSO; GAROMA, 2016; WALKER HARRIS; BROWN,
2012).

Outro fator relacionado ao desequilibrio da relagdo imunoesquelética € o processo de
imunossenescéncia, que se refere ao envelhecimento no sistema imunoldgico. A
imunossenescéncia ¢ parcialmente responsavel pelo aumento da prevaléncia e gravidade das
doengas infecciosas e pela baixa eficicia da vacinagcdo em idosos. A imunossenescéncia pode
ser por fenotipos celulares caracterizados como senescéncia linfocitica propriamente dita e a
exaustao celular (DEEKS, 2011; WEISKOPF; WEINBERGER; GRUBECK-LOEBENSTEIN,
2009).

Fenotipicamente, os linfocitos T senescentes podem ser identificados pela expressdo de

marcadores de superficie CD28°, CD27-, CD57" ¢ CD45RA*. Em individuos idosos, a
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diminui¢ao de CD28 tem sido associada a estimulacdo antigénica persistente e, a cada ciclo de
proliferacdo, sua expressao na superficie celular diminui (ASSOUMOU et al., 2013).

No contexto do HIV, a imunossenescéncia esta relacionada em parte a estimulacdo
persistente do sistema imune causado pela disbiose e translocacdo microbiana que cria um
ambiente inflamatdrio persistente e permissivo as modificacdes funcionais das células T citadas
acima (NASI et al., 2017). Ativa¢ao imunologica a partir da medicao de fenotipos de células T
CD4" senescentes tem sido visto ser maiores em individuos HIV positivos e associados a perda
6ssea comorbidades (D’ABRAMO et al., 2016).

Outro fenotipo ¢ o de células T regulatorias, elas funcionam limitando a inflamagao e
restaurando a homeostase imunolégica em doencas autoimunes. Nessas doencas, a inflamagao
cronica mediada pela resposta imune exacerbada leva também a deterioragdo do osso.
Pesquisadores descobriram que os Tregs inibem a diferenciacao de osteoclastos via citocinas e
via contato direto célula a célula por intermédio do receptor, o antigeno 4 do linfocito T
citotoxico (CTLA-4). O CTLA-4 se liga nos correceptores CD80 ¢ CD86 em uma célula
apresentadora bloqueando a sinalizagdo coestimulatoria nas células T via CD28. Baseado nisso,
um derivado farmacologico de CTLA-4 que ¢ um antagonista da co-estimulacdo CD80/CD28
tem sido usado em modelos experimentais que mostram prevengao ou reversao da perda Ossea
em camundongos in vivo, por meio de modulacdo negativa a cascata inflamatoria e inibi¢do da

osteoclastogénese (ROSER-PAGE et al., 2014, 2018; WEITZMANN, 2013).

2.10. Avaliacao da densidade mineral dssea

Do ponto de vista clinico, a identificacdo de reducdo dssea ¢ realizada por exame de
varredura de densitometria mineral 6sseo (DMO) usando técnica de absorciometria por raios-
X com dupla energia (do inglés Dual-energy X-ray, DXA). O exame de DXA tem a finalidade
de medir a densidade mineral 6ssea, detectar perda de massa 0ssea, estabelecer diagnostico de
osteoporose, avaliar o risco de fraturas, avaliar o tratamento da osteoporose, avaliar fraturas
vertebrais e avaliar a composi¢ao corporal. O exame ¢ feito no equipamento Lunar iDXA (GE
Healthcare), que capta imagens dos quadris (Fémur) e da coluna (Lombar) semelhante a um
raio-X, o equipamento de DMO utiliza uma fonte de baixa intensidade radioativa para obter as
imagens dos ossos (Figura 7), o exame ¢ indolor e ndo invasivo, ndo hé cortes dor ou sensagao

de desconforto (LAMPIGNANO; KENDRICK; DE BONTRAGER, 2015).
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Figura 7 - Imagem do exame de densitometria mineral 6ssea. A) Imagem da massa 6ssea da coluna lombar. B)
Imagem da regido proximal do fémur (adaptado de BONTRAGER; LAMPIGNANO, 2015)

Conforme o consenso da OMS, sdo calculados as porcentagens relativas e os desvios
padrdes (DPs) das médias, onde sdo divididos em dois grupos, o T-Score e o Z-Score. O T-
Score ¢ a pontuacao da densidade 6ssea do paciente comparada a adultos jovens do mesmo sexo
e etnia, o Z-Score ¢ a pontuagdo da densidade 6ssea do paciente comparado com as pessoas da
mesma faixa etria, sexo e etnia, ou seja, para criangas, mulheres pré-menopausicas com menos
de 40 anos e homens com menos de 51 anos, o Z-Score deve ser utilizado, para mulheres com
ou mais de 40 anos e/ou pds-menopausicas, ¢ homens com ou mais de 51 anos, o T-Score deve
ser usado, os resultados dessas pontuagdes sdo classificados conforme tabela abaixo

(AYNARDI; ILYAS, 2013; MALLON, 2014; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1992).
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Tabela 2 - Pontuacio de T-Score e Z-Score.

TABELA T-SCORE

Pontuacao Definicao
Maior ou igual que -1 DP Normal
Entre -1 a-2,5 DP Osteopenia
Menor ou igual que -2,5 DP Osteoporose

Menor que -2,5 DP
- Osteoporose Severa
(com fratura por fragilidade)

TABELA Z-SCORE

Pontuacao Definicao

' . DMO dentro dos limites esperados
Maior ou igual que -2,0 DP )
para a idade

Menor que -2,0 DP DMO abaixo do esperado para a idade

BRASIL, 2018.

A cada reducdo de um desvio padrao na DMO, o risco de fratura aumenta em duas a trés
vezes. Essa técnica ¢ considerada o padrdo-ouro para mensuracdo da massa corpdrea e para
avaliagdo de pacientes com osteoporose, possibilitando assim o seu diagndstico e seguimento
do tratamento (CAREY et al., 2007).

Tais disturbios dsseos sdo comumente associados em populacdo em idade mais avangada,
mas quando analisamos as PVHA essa perda 6ssea torna-se mais precoce. Como consequéncia,
a perda da DMO acaba levando um aumento do risco de fraturas nessa populagdo. Poucos
estudos avaliam a magnitude da osteoporose em PVHA, bem como as estratégias de triagem

nesse segmento (BANDER; PARCZEWSKI, 2012).

2.11. Estudos preliminares da equipe no contexto da perda 0ssea em PVHA

A osteoporose causa fragilidade 6ssea e suscetibilidade a fraturas e se tornam cada vez
mais comuns em mulheres apds os 55 anos e em homens apds os 65 anos. A prevaléncia
mundial de osteoporose em mulheres varia de 12 a 23% na populacao em geral (SALARI et al.,

2021).
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A DMO diminui rapidamente e cerca de duas vezes nas mulheres em comparagdo com os
homens devido a osteoporose pés-menopausa (BURGE et al., 2007, CUMMINGS; MELTON,
2002; ERLANDSON et al., 2018). No caso especifico de mulheres vivendo com HIV (MVH),
a incidéncia de osteoporose e fraturas ¢ mais preocupante porque a transi¢ao da menopausa esta
associada a perda dssea acelerada (CHANG et al., 2021; STARUP-LINDE et al., 2020).

Em todo 0 mundo, mais mulheres com HIV estdo envelhecendo e entrando na menopausa
e a meia-idade ¢ uma época de aumento do risco de osteoporose para as mulheres da populagao
em geral. Isso ¢ atribuivel ao envelhecimento cronolédgico e biologico. Em relagdo as mulheres
vivendo com HIV (MVH), ha ainda um nimero limitado de estudos sobre uma avalia¢do de
comorbidades clinicas tais como metabolismo 6sseo (STARUP-LINDE et al., 2020).

Em estudo da equipe, dois grupos de mulheres menopausadas foram avaliadas quanto a
massa dssea e comparou a prevaléncia de perda dssea e o risco de fratura no futuro em mulheres
vivendo com HIV em relagdo a um grupo de mulheres menopausadas sem infeccdo acima de
50 anos. Todas foram submetidas ao exame de densitometria 6ssea. O estudo elaborou objetivo
especifico para comparar a prevaléncia de perda ossea e o risco de fratura no futuro em mulheres
vivendo com HIV em relagdo a um grupo de mulheres menopausadas sem infeccdo acima de
50 anos submetidas ao exame de densitometria 6ssea (SILVA et al., 2023).

O estudo avaliou se a infeccdo pelo HIV em mulheres na pés-menopausa reduziria a
densidade 6ssea e aumenta o risco de fraturas, o estudo comparou esse grupo com um grupo de
mulheres ndo infectadas pareadas por idade. A massa dssea foi comparada na coluna lombar e
na regido proximal do fémur. Em rela¢do a coluna lombar, ndo foram observadas diferengas
entre os dois grupos (p=0,4, Tabela 3). O valor mediano da densidade mineral 6ssea (DMO)
entre as vértebras L1-L4 das MVH foi de 0,98 g/cm2 (0,88 - 1,08 g/cm2); enquanto, no grupo
ndo infectado, foi de 0,98 g/cm2 (0,88 - 1,12 g/cm2). O T-score também nao diferiu (p=0,2).
Nas MVH, a mediana foi -1,70 (-2,40; -0,88); enquanto nas ndo infectadas a mediana foi -1,60
(-2,40; -0,50). Nesse local, a frequéncia de osteoporose nas MVH foi de 23% e nas nao
infectadas foi de 25%, e a frequéncia de osteopenia foi de 51% e 44%, respectivamente. Apesar
dessa pequena diferenca em relagdo a osteopenia, nao houve diferenca estatistica (p=0,6, Tabela
3). Embora as frequéncias de osteoporose e osteopenia ndo tenham diferido nos dois grupos, a
frequéncia de perda ossea foi altissima 74% versus 69% das MVH e das mulheres nao
infectadas (p=0,5, Tabela 3). O estudo também foi importante para definir que o periodo da

menopausa foi o fator associado a perda mineral Ossea.
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Tabela 3 - Comparacio da densidade mineral 6ssea e a probabilidade em 10 de risco de fratura entre mulheres
menopausadas vivendo com HIV e mulheres nio infectadas.

Caracteristica MVH * MNI * p*
DMO L1-L4 (g/cm?) 0.98 (0.88, 1.08) 0.98 (0.88, 1.12) 0.4
T score lombar -1.70 (-2.40, -0.88) -1.60 (-2.40, -0.50) 0.2
T score lombar 0.6
DMO femoral (g/cm?) 0.88 (0.81, 0.99) 0.92 (0.82, 1.02) 0.076
T score fémur -1.00 (-1.60, -0.38) -0.70 (-1.50, -0.10) 0.039
Classifica¢do baseada no T score nos dois sitios 0.6
Normal 26 (26%) 31 (31%)
Osteopenia 51 (51%) 44 (44%)
Osteoporose 23 (23%) 25 (25%)
Total 74% 69%

#Mediana (IQR 25, 75). *Consideramos o valor significativo P<0,05. (SILVA et al., 2023)

Em relacdo ao contexto dessa dissertagdo, o estudo mostra em primeiro lugar um
diagnostico da situacdo da satide 6ssea em mulheres residentes em Manaus com idade acima
dos 50 anos e que ja estdo no periodo pds menopausa. Ambos os grupos apresentam uma alta
taxa de perda 6ssea confirmando o impacto preponderante da menopausa na saude 6ssea dessas
mulheres. Os fatores tradicionais e associados ao HIV ndo mostraram associacdo com a perda
maior na regido femoral que as mulheres vivendo com HIV apresentaram. Esse estudo
preliminar refor¢a que outros fatores subclinicos possam estar, de maneira silenciosa, afetando
o metabolismo 0sseo. E por isso, a avaliagdao da inflamacao cronica a partir de marcadores de
mais especificos se mostram fundamentais para compreensdo do impacto da infec¢do do HIV
na perda 6ssea. Até o momento, apenas dois estudos avaliaram DMO relacionado a inflamacao,
ativagdo imunologica/senescéncia (D’ABRAMO et al., 2016; GAZZOLA et al., 2013).

Em virtude dos fatos mencionados, investigar a ocorréncia da perda 6ssea em PVHA e
comparar perfis de subpopulagdes de linfocitos T CD4" ¢ T CD8" tornam-se importantes para
a saude do sistema imunologico baseado nas subpopulagdes de células com fenotipos que estao
associados aos efeitos de uma inflamagdo cronica e de senescéncia celular. Assim, até o
momento, este sera o primeiro estudo a avaliar a relagao entre a perda de DMO com o histérico
de contagens de T CD4", avalia¢do de subpopulagdes de linfocitos T CD4" ¢ T CD8" com

fenotipos exaustdo, de ativacdo de senescéncia.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar subpopulagdes de linfocitos T associados a perda 6ssea em pessoas vivendo com

HIV com carga viral controlada.

3.2. Objetivos Especificos

Avaliar a densidade mineral 6éssea PVHA acima de 40 anos de ambos os sexos para
determinar a prevaléncia no grupo amostral.

Descrever as caracteristicas clinicas, hematologicas e bioquimicas dessas pessoas de
acordo com a classificagdo da densidade mineral 6ssea em normal e perda Ossea
(osteopenia/osteoporose).

Investigar perfis fenotipicos de subpopulacdes de linfocitos TCD4" e TCD8" associados

a perda 6ssea em PVHA.
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4. METODOLOGIA

4.1. Aspectos éticos

A aprovagdo ética do estudo foi concedida pelo Comité de Etica da Fundagdo de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), sob CAAE: 35104620.8.0000.0005 e numero
de parecer: 4.936.395, que faz parte de um projeto maior intitulado: AVALIACAO DA
DENSIDADE MINERAL OSSEA E COMPOSICAO CORPORAL EM PESSOAS QUE
VIVEM COM HIV atendidos na Fundacao de Medicina Tropical (FMT-HVD), Manaus, Estado
do Amazonas. (ANEXO 1). Apos aplicacdo dos critérios de elegibilidade, foi solicitada a
autorizacdo dos pacientes ou de seus responsdveis para a inclusdo no estudo, formalizada

mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 2).
4.2. Tipo de Pesquisa

Trata-se de um estudo observacional e transversal com PVHA.
4.3. Local do Estudo

O recrutamento dos pacientes foi realizado no ambulatdrio de retrovirologia humana da Fundagio
de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), centro de referéncia para o
tratamento de doencas infectocontagiosas na Regiao Norte, o processamento e as analises foram
desenvolvidos no laboratorio da Unidade de Pesquisa Clinica Carlos Borborema (UPCCB).
4.4. Populagao de estudo

A populacdo de estudo representa PVHA com idade acima de 40 anos e que foram

atendidas no ambulatério de retrovirologia humana da FMT-HVD, no periodo de agosto/2021

a fevereiro/2023.
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4.5. Critérios de inclusao, nao inclusao e exclusao

Critérios de inclusdo: PVHA com comprovagdo sorologica, idade acima 40 anos, de
ambos 0s sexos, com carga viral indetectavel e atendidos no ambulatério de retrovirologia
humana na Fundagdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD).

Critérios de nao-inclusdo: mulheres PVHA gravidas, pessoas que ndo apresentam
comprovacdo sorologica para HIV, com idade abaixo de 39 anos e que apresentam incapacidade de
manter o decubito pelo tempo necessario para a realizacdo do exame de densitometria ossea.

Critérios de exclusido: amostras com viabilidade menor que 90% apds o isolamento das
células mononucleares, amostras com viabilidade menor que 85% apos o descongelamento das

amostras para imunofenotipagem e paciente que ndo realizou o exame de densitometria ossea.

4.6. Coleta de amostras

Ap6s aplicagdo do questionario presente na ficha de coleta (ANEXO 3), as amostras de
sangue venoso periférico foram coletadas em trés tubos: dois tudos contendo heparina (BD
Vacutainer®) com 9 mL de sangue para Isolamento de PBMC, outro tubo com acido
etilenodiamino tetracético — EDTA (BD Vacutainer® K2) com 2 mL de sangue para analises

hematologicas e obtencdo do plasma.

4.7. Analise Hematologica

Para realizacdo do hemograma as amostras foram coletadas no tubo de EDTA e avaliados
os seguintes parametros: Contagem de hemacias (RBC), Hemoglobina (Hb), Hematocrito
(HTC), Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM),
Concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), Amplitude de Distribui¢ao
Eritrocitaria (RDW), contagem de leucdcitos, neutrofilos, linfocitos, mondcitos e eosinofilos,
Plaquetas (PLT), Volume Plaquetario Médio (VPM) e Amplitude de Distribui¢do Plaquetaria
(PDW). Para avaliagdo destes parametros utilizou-se o analisador Sysmex Kx-21N (Sysmex

Corporation-Japao), devidamente calibrado.
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4.8. Coleta dos dados clinicos

Todo o histérico clinico dos pacientes foi obtido através do sistema de prontudrio
eletronico (iDoctor versao 1.0.69b86), e foram coletados os dados clinicos de comorbidades,
frequéncia de internagdes, tratamento e estado de satde geral. Foi obtido também dados
laboratoriais de sorologia, carga viral, contagem de células TCD4"/TCD8" e marcadores

bioquimicos.

4.9. Isolamento de Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC)

5.1.1 Separacio e armazenamento das células

As amostras coletadas em tubo de heparina 9 mL seguiram para o processo de separacao
das células, este foi realizado através de centrifugacdo do sangue periférico com gradiente por
densidade - Ficoll® Paque Plus (Sigma-Aldrich®). Em tubos falcon (Kasvi®) de 50 mL foi
adicionado a quantidade de ficoll desejada e em seguida colocamos lentamente a mesma
quantidade de sangue. Foi centrifugado a 500xg por 20 minutos em temperatura de 20°C em
baixa aceleracdo e sem freio. Apds, com o auxilio de uma pipeta, foi retirado o anel de células
seguido de lavagens com Phosphate buffered saline 1x — (PBS-1x) (Sigma-Aldrich®) e
centrifugacdo a 500xg com baixa aceleragdo e freio por duas vezes, em seguida, as células
foram ressuspensas em 1 mL de PBS-1x para contagem (TURNER et al., 2020).

A contagem e viabilidade das células foi realizada através da colora¢do com a solugdo de
Trypan Blue a 0,4% (Sigma-Aldrich®), 10 uL da ressuspensdao com 90 uL de Trypan Blue e
apos homogeneizagdo, as células foram observadas nos quatro quadrantes da camara de
Neubauer. As células viaveis e ndo vidveis foram contadas utilizando microscopio de luz em

objetivas de 10x. Os célculos seguiram conforme estabelecido no protocolo do laboratorio.
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FORMULAS
Concentracao Numero Total de células vidveis
de células (A+B+C+D) x10* (Fator de corrego) x 10
viaveis/mL 4 (nimero de quadrantes contados) (Fator de Diluigdo)

Numero
Concentracao de células viaveis/mL x 10 (volume da suspensao de
total de
células)
células viaveis

HOTCEEAI Numero total de célula viaveis x 100
de viabilidade
(Numero total de células vidveis + Numero total de células mortas)
celular
Volume da
. Numero total de célula viaveis

solucao de

congelamento 5x108
(mL)

Quadro 2 - Férmulas utilizadas para isolamento de PBMC.

Para o congelamento das células, foi preparado uma solugdo especifica com 90% Soro
Fetal Bovino — SBF (Gibco® - Thermo Scientific™) e 10% Dimetilsulfoxido — DMSO. Em
seguida, conforme o volume definido pelo célculo acima (concentragdo de 5x10° células/mL)
as cé¢lulas foram ressuspensas em solu¢dao de congelamento e colocadas em tubos criogénicos
(Corning®) dentro do Mr. Frosty™ Freezing Container (Thermo Scientific™) e armazenadas
em freezer de -80°C por 24 horas, em seguida, os tubos foram transferidos para as caixas
identificadas destinadas ao projeto para armazenamento de PBMC no freezer -80°C. Todas as
amostras congeladas estavam com viabilidade celular igual ou superior a 90% e seguiram de

acordo com protocolo estabelecido pelo laboratorio.
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5.1.2 Descongelamento de PBMCs

O descongelamento das aliquotas foi gradativo e sem interferéncias, as lavagens foram
realizadas com meio Roswell Park Memorial Institute — RPMI 1640 Medium (Gibco® -
Thermo Scientific™) e Soro Fetal Bovino — SBF (Gibco® - Thermo Scientific™) a 10% em
temperatura a 37°C e centrifugacdo a 1500rpm por 10 minutos com o objetivo de retirar o
Dimetilsulféxido - DMSO (Sigma-Aldrich®) (TURNER et al., 2020).

Ap6s o descongelamento, a contagem foi realizada através da coloracao de Trypan Blue
(Sigma-Aldrich®) na camara de Neubauer, a leitura foi em microscopio de luz em objetiva de

10x. As aliquotas com viabilidade acima de 85% seguiram para a imunofenotipagem.

5.2 Imunofenotipagem de subpopulagdes de leucocitos com marcacio de superficie e

intracelular

Para identificagdo da populagdo de linfocitos TCD4" foram utilizados os anticorpos
monoclonais de superficie: anti-CD3, anti-CD4, anti-CD69, anti-CTLA-4 e anti-HLA-DR, os
anticorpos monoclonais intracitoplasmaticos foram: anti Ki-67, anti-IFNy e anti-TNFa e anti-
IL-10 (em cinza). E para a popula¢do de linfocitos TCD8" foram utilizados os anticorpos
monoclonais de superficie: anti-CD3, anti-CDS, anti-CD69, anti-PD-1 e anti-HLA-DR, os
anticorpos monoclonais intracitoplasmatico foram: anti-Ki-67, anti-IFNy e ani-IL-10 (em

cinza). Os anticorpos utilizados estdo descritos no quadro 3.

FLUOROFORO | FITC PE PERCP ‘ PECy7 ‘ APC  APC-H7
PAINEL 1 CD4 IFNy CD3 TNFo CTLA-4
PAINEL 2 CD8 IFNy CD3 PD-1
PAINEL 3 CD8 CD69 CD3 IL-10 PD-1
PAINEL 4 CD4 CD69 CD3 IL-10 | CTLA4
PAINEL 5 CD8 |HLA-DR| CD3 Ki-67 PD-1
PAINEL 6 CD4 |HLA-DR| CD3 Ki-67 | CTLA-4

Quadro 3 — Anticorpos monoclonais. Painel com anticorpos e o fluor6foro para caracterizagdo fenotipica das populagdes de
células do sangue periférico. Em cinza os anticorpos intracitoplasmaticos.

Logo apds o descongelamento de PBMC, as células foram colocadas em tubos de
citometria previamente identificados. Foi realizada a lavagem com PBS-W (0,5% Albumina e

0,02% de azida so6dica) por centrifugag@o a 10 minutos a 1500 rpm em temperatura de 20°C.
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Apo6s, obteve-se um pellet celular sendo realizada a marcagdo de superficie com
anticorpos monoclonais e incubacdo por 30 minutos ao abrigo de luz. Em seguida, a lise dos
eritrocitos ocorreu por homogeneizagao no vortex usando 1 mL de solugdo de lise [0,285 g/L
Citrato de So6dio, 5,4 mL/L de Formaldeido P.A., 3 mL/L de Dietileno Glicol P.A., 80 pL/L de
Heparina comercial (5000UI/mL)] as células foram incubadas por 10 minutos e as lavagens
realizadas com PBS-W.

Para marcagdes intracitoplasmaticas, as células passaram pela etapa de permeabilizagdo
com solucdo PBS-P (0,5% Albumina 0,5% Saponina) por 10 minutos, apds esse tempo foi
realizado a centrifugag@o por 10 minutos a 1500 rpm em temperatura de 20 °C, uma lavagem
com PBS-P e outra com PBS-W. Em seguida, as amostras ja marcadas com anticorpos de
superficie, foram marcadas durante 30 minutos ao abrigo de luz com os anticorpos
intracitoplasmaticos IL-10, [FN-gama (IFNy) e TNF-alfa (TNFa). Por fim, foi realizada a

ultima lavagem e ressuspensao com 100ul. de PBS-W para leitura na citometria de fluxo.

5.2.1 Leitura e analise das marcacoes

Ap6s o final das marcagdes as amostras seguiram para andlise, a aquisicao de 100.000
eventos foi realizada no equipamento FACSCanto®II. Os resultados foram analisados no
software FlowJo pela plataforma de citometria de fluxo da FIOCRUZ.

Para as andlises, foi determinado graficos de tamanho (FCS — forward scatter) por
granulosidade (SSC — side scatter), e delimitou-se por uma gate a populagdo que possuia os
parametros caracteristicos de linfocitos. Analisou-se a populacdo alvo em linfocitos T
CD3"CD4" e CD3*CD8", dentro dessas populagdes serdo delimitadas as marcagdes dos
anticorpos de superficie e intracitoplasmatico. Verificou-se nessas andlises a média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) e a porcentagem das células nas populagdes alvo (Figura

10).



49

Comp-APC-Cy7-A CTLA-4

R R RAR R R RRRAE R 10t
0 S0K 100K 150K 200K 250K

FSCA FSCA

Comp-FITC-A~CD3

Comp-APC-CyT-A: PO-1

Figura 8 - Determinagiio das subpopulagdes de linfécitos T CD4* T CD8". Determinagdo da gate de linfocitos definido
por tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A), em seguida a determinacdo de single cells por FSC-H e FSC-A,
a classificagdo das populagdes de linfocitos T CD4" (CD3*CD4") e TCD8* (CD3*CD8"), dentro de linfocitos T
CD4", marcagdo de CTLA-4" ¢ CTLA-4" ¢ em linfocitos T CD8", marcagdo de PD-1" ¢ PD-1".

5.3 Amostras e dados secundarios de grupo de PVHA internados na FMT-HVD.

Amostras de plasmaticas de 50 PVHA hospitalizadas que estavam armazenadas no
biorrepodsitdrio do Laboratdrio DCDIA localizado na FMT-HVD, foram utilizadas nesse estudo
para comparacdo dos niveis do marcador CD14 soltvel (sCD14). Essas amostras fazem parte
do estudo “Disfuncao de Subpopulacdes de Linfécitos B em Pessoas Vivendo com HIV/AIDS
Internados na Fundac¢do de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado”, aprovado pelo

namero de parecer: 3.345.985 e CAAE: 8§89665118.6.0000.0005.

5.4 Dosagem de CD14 soluvel (sCD14).

Para comparagdo do estado inflamatdrio desses pacientes, foi feito a dosagem dos niveis
séricos de CD14 soluvel presente no plasma. As amostras foram centrifugadas a 20°C a
1500rpm por 10 minutos para separacdo do plasma. O CD14 soluvel presente no plasma das
PVHA de DMO e dos pacientes PVHA hospitalizados, foram quantificados por Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) — Human CD14 Matched Antibody Pair Kit — ABCAM.
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5.5 Plano de analises de dados

Os dados preliminares foram tabulados em banco de dados criado pela Fundagdo de
Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado — (FMT-HVD), iDoctor - versdo 1.0.69b86. Para
analise dos dados, foi feita a andlise descritiva com média e desvio padrdo, ou mediana e
intervalos interquartil (IQR). Os dados foram analisados no software STATA (versdo 13.0), os
resultados foram considerados estatisticamente significativos até P< 0,05.

Todas as andlises dos dados obedeceram as pressuposicdes de cada teste. As andlises
foram realizadas usando o GraphPad Prism (versdo 9.0.2), para comparagdo entre dois grupos
foi utilizado teste de Mann-Whitney, e nas comparagdes entre os trés grupos foi utilizado o

teste de Kruskal-Wallis.
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S. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas demograficas e epidemiologicas dos pacientes

Entre agosto/2021 e fevereiro/2023, 50 PVHA foram atendidas e recrutadas por
conveniéncia em um ambulatério de retrovirologia humana da FMT-HVD, denominado
fragilidade, que especificamente ¢ direcionado ao atendimento PVHA com sinais de uma
sindrome de fragilidade impactante sobre a saude que compromete a capacidade funcional das
pessoas e que vem associado com a presenca de comorbidades. Como mencionado acima, apos
o advento da TARV e o aumento da expectativa de vida das PVHA com idade superior a 50
anos, essa sindrome de fragilidade vem se tornando cada vez mais prevalente. Para a realiza¢ao
deste estudo, o ambulatorio de fragilidade recrutou as PVHA a partir de uma idade menor, ou
seja, a partir de 40 anos por entender que a sindrome se manifesta silenciosamente e de maneira
precoce.

O ambulatorio recrutou 50 PVHA a partir de 40 anos para a participacdo do estudo e da
realizacdo do exame de DMO. Quarenta e oito participantes do estudo voltaram com o exame
feito e por isso foi realizado a coleta de sangue. Em relacdo a classificacdo do exame de DMO
a ser avaliado conforme faixa etaria, 43 se enquadravam como T-score em razdo de serem
homens acima de 50 anos ou mulheres acima de 50 e/ou menopausadas, enquanto 5 foram
classificados com Z-score por ter idade entre 40 e 49 anos (tabela 6).

De acordo com o resultado do exame de densitometria dssea, dos 48 participantes do
estudo, 12 foram classificados em normal, 23 foram classificados com osteopenia e 13 foram
classificados com osteoporose em pelo menos um dos locais avaliados (fémur ou lombar). A
predominancia foi do sexo masculino, 28 homens e 20 mulheres (tabela 6). A média de idade
em cada grupo mostra que o grupo com osteoporose foi mais velho, enquanto os dois grupos

normal e osteopenia ndo diferem na idade.

Resumidamente, o resultado confirma que a idade ¢ um fator preponderante a perda 6ssea.
No recrutamento por conveniéncia 58,3% das PVHA com indicagdo para avaliacdo dssea foram
do sexo masculino (28/48). A avaliacdo baseada na classificagdo da DMO do individuo pela
faixa etéria, e a amostragem em T-score foi mais equilibrada, 23 homens versus 20 mulheres,
e verifica-se tendéncia maior de mulheres com osteoporose em relagdo aos homens (p=0.048).
Como todas estavam em menopausa, observa-se o impacto da hipoestrogenemia na evolugao

da perda dssea para osteoporose em comparagdo aos homens.
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Em relacdo as PVHA na faixa etaria de Z-score, foram classificados apenas 5 homens,

esses sinais clinicos de fragilidade observados no atendimento do ambulatorio de fragilidade

ocorrem com uma precocidade nos homens, embora a amostragem seja pequena, podemos

observar sinais de fragilidade ao ponto de terem sido convidados a participar do estudo.

Tabela 4 - Caracteristicas clinicas e gerais da populacdo do estudo que realizaram DMO.

Normal Osteopenia Osteoporose
(N=12) (N=23) (N=13)
N % N % N %

Sexo
Masculino 11 (83,3) 14 (60,8) 4 (30,7)
Feminino 1 (16,7) 9 (39,2) 9 (69,3)
Classificacido da DMO
T-Score 9 (75,0) 21 91,3) 13 (100)
Z-Score 3 (25,0) 2 (8,7) -
Internacao®
Sim 1 (8,3) 3 (13,1) 3 (23,1)
Nao 11 91,7) 20 (86,9) 10 (76,9)
Comorbidades
Nenhum 7 (58,3) 13 (56,5) 7 (53,8)
HAS 2 (16,6) 7 (30,4) 3 (23,0)
Diabetes 2 (16,6) 5 (21,7) 3 (23,0)
Cardiopatia 1 (8,3) 3 (13,0) - -
Hipertireoidismo - - 1 (4,3) - -
Hipotireoidismo 1 (8,3) - 1 (7,6)
Classificacao IMC
Normal 1 (8,4) 8 (34,7) 5 (38.5)
Sobrepeso 5 (41,6) 12 (52,1) 6 (46,2)
Obesidade 6 (50,0) 3 (13,2) 2 (15,3)

HAS: Hipertensio arterial sistémica; IMC: Indice de massa corporal; *Internagio dentro de um periodo de 5 anos.

Em relagdo a internagdo, em ambos os grupos, a maioria ndo teve internagdes dentro de

um periodo de 5 anos, foi observado que em ambos os grupos, a maioria dos participantes nao

tinham nenhuma comorbidade, entretanto alguns participantes apresentaram comorbidades

concomitantes, e na classificagdo do IMC, todos os participantes em ambos os grupos, ja

estavam em sobrepeso.

Os 48 participantes que realizaram o exame de DMO e retornaram a consulta, foram

encaminhados para coleta de sangue periférico visando a separa¢do de PBMC e do plasma. As

amostras foram criopreservadas em -80°C. A figura 11 mostra um fluxograma para melhor

compreensdo de como as amostras foram selecionadas para avaliagdo da imunofenotipagem.
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Das 48 amostras, 14 amostras apresentaram viabilidade menor que 85% apds o
descongelamento do PBMC e foram excluidas de acordo com o critério de exclusdo, a maioria
das amostras foram classificadas em osteoporose e foram do sexo feminino, ficando inviavel a
comparagdo de osteoporose com o sexo masculino, entdo optamos por ndo fazer as analises das
4 amostras do sexo masculino que foram classificadas em osteoporose, assim apenas 30

amostras seguiram para imunofenotipagem e em seguida as analises dos resultados.

N=50
PVHA recrutados por conveniéncia no periodo
entre agosto/2021 e fevereiro/2023
| N=2
| Sem exame de
DMO

N= 48
Realizaram exame de DMO e foi feita
coleta de sangue (PBMC e Plasma)

N=14
Critérios de
exclusao _‘
— |
Osteoporose
(Homens) N= 30
Imunofenotipagem e
Dosagem de sCD14
I I |
N=T1 N=10 N= 09
Normal Osteopenia Osteopenia
(Homens) (Homens) (Mulheres)

Figura 9 - Fluxograma da inclusiio e processamento das amostras dos pacientes. Etapas das amostras dos participantes

deste a coleta até as analises dos resultados.

Das 30 amostras que foram submetidas a imunofenotipagem de linfocitos TCD4" e
TCD8", 21 eram de homens ¢ 9 de mulheres. As andlises foram realizadas levando em

consideracdo idade, sexo e menopausa.

5.2. Disfuncdo imunolégica pela avaliacio de subpopulacdes de linfocitos TCD4" e

TCD8" em PVHA com e sem perda éssea

Como referenciado acima, hd um consenso sobre a influéncia da inflamagdo crénica na
perda Ossea em diferentes patologias e desordens (como € o caso da hipoestrogenemia). Além
do tempo da infeccdo pelo virus, outros fatores relacionados ao estilo de vida e tempo de

tratamento com a TARYV influenciam a perda 6ssea. Tem sido crescente a avaliacdo da
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disfunc¢ao imunoloégica do ponto de vista dos perfis de células T e a sua correlagdo com citocinas
pro-inflamatdrias como parte essencial na inflamagao cronica.

No entanto, a complexidade da saude 6ssea depende de fatores bioldgicos naturais como
idade, sexo e menopausa. A andlise foi realizada excluindo a idade como fator confundidor e
para isso, 11 homens classificados como T-score e com laudo normal no exame de DMO foram
comparados com outros 10 homens e 9 mulheres com T-score que tiveram o laudo de
osteopenia no exame de DMO.

Foi comparado inicialmente os fatores relacionados a infec¢do pelo HIV (Tabela 5), e
em relagdo a idade, ambos os grupos ndo diferem na mediana. Em relagdo ao tempo de uso
TARYV, ndo ha diferenga entre os trés grupos, embora haja uma tendéncia de menor tempo de
TARYV no grupo normal.

Nos parametros associados a infec¢do pelo HIV, como a carga viral e contagem de células
TCD4" e TCD8", os grupos ndo diferem na carga viral antes do inicio da terapia antirretroviral
¢ nem nas primeiras contagens de linfocitos TCD4" e TCD8" (Tabela 5). Assim, a ndo diferenga
estatistica indica que o tempo de infec¢do até o diagnoéstico e inicio do tratamento ndo diferiram

entre os trés grupos.

Tabela 5 - Caracteristicas clinicas da populacio analisada separados por grupos.

Normal Osteopenia Osteopenia
(N=11) (N=10) (N=9) v ;l’or
Mediana (IQR) Mediana (IQR) Mediana (IQR)

Idade 52 (50-62) 56 (51-64) 53 (53-65) 0.414
Tempo de TARV 9 (7-13) 14 (11-16) 13 (11-14) 0.065
Primeira CV 54.068 (12.508 -68.511)  12.966 (7.599-14.053)  16.315 (12.815-23.277) 0.588
Primeiro CD4* 212 (91-626) 402 (191-723) 224 (142-363) 0.314
Primeiro CD8" 909 (719-1100) 804 (465-905) 850 (690-1064) 0.251
Ultimo CD4* 646 (583-762) 578 (434-886) 575 (414-683) 0.314
Ultimo CD8* 1.014 (665-1.748) 690 (468-964) 692 (473-1.035) 0.132
Razio CD4" e CD8* 0.70 (0.60 - 1.00) 0.95 (0.57-1.25) 0.83 (0.72-1.02) 0.375

Tempo de TARV: uso da Terapia antirretroviral em anos; CV: carga viral

Como outros possiveis fatores, os dados laboratoriais hematoldgicos obtidos com
validade de 6 meses foram usados na andlise univariada comparativa (Tabela 6). Nos dados
hematologicos foi observado uma diferenca significativa nas hemadcias e no hematdcrito,
entretanto em ambos os grupos a mediana ficou dentro dos valores de referéncia. Da mesma
forma foi realizado avaliagdo dos dados bioquimicos com validade de 6 meses (Tabela 7). De

todos os marcadores bioquimicos, apenas o magnésio apresentou diferenga significativa nos
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grupos normal e osteopenia em mulheres, entretanto nos dois grupos a mediana se manteve
dentro dos valores de referéncia. Observou-se que o LDL, assim como a hemoglobina glicada
e a glicose em ambos os grupos, estavam acima dos valores normais de referéncia.

Assim como a mediana da Gama GT no grupo normal também mostrou estar mais elevada
que o valor de referéncia, e que a vitamina D em ambos os grupos com osteopenia tanto em
homens como nas mulheres, estava abaixo dos valores normais de referéncia, ¢ como foi
mencionado nos parametros hematologicos, ndo podemos examinar e nem correlacionar com
exatiddo esses parametros com a perda Ossea, justamente por se tratar de um niimero amostral
pequeno, entretanto as pessoas deste estudo estavam clinicamente estaveis.

E embora outros marcadores hematoldgicos como o MPV que apresentou mediana abaixo
dos valores normais de referéncia e o PDW apresentando mediana acima dos valores de
referéncia entre os grupos. E importante salientar que MPV e PDW, sio marcadores de
alteracdo da morfologia de plaquetas, e importantes para avaliagdo do estado inflamatério do

paciente.



Tabela 6 - Analises hematolégicas entre PVHA normais e osteopénicas.
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Normal Osteopenia (Homens)  Osteopenia (Mulheres)
Parametros hematolégicos Referéncia (N=11) (N=10) (N=09) p
Mediana (IQR) Mediana (IQR) Mediana (IQR)

Hemacias (milhdes/mm’) 4255 4.6 (4.4-5.0) 4.4 (4.2-5.0) 4.2 (3.9-43) 0.006
Hemoglobina (g/dL) 12.5-15.5 14.54 (13.66-15.67) 14.17 (13.29-15.53) 13.29 (12.76-14.31) 0.582
Hematécrito (%) 36.0-47.0 43.13 (41.80-46.14) 42.83 (39.47-45.01) 39.47 (31.23-42.21) 0.034
VCM (1) 80.0-100.0 92.70 (89.02-96.60) 94.80 (91.30-98.50) 94.15 (91.25-99.60) 0.411
HCM (pg) 27.0-32.0 31.80 (30.30-33.60) 30.0 (29.93-32.40) 31.82 (29.87-32.95) 0.366
CHCM (g/dl) 32.0-36.0 33.60 (32.70-34.10) 33.12 (32.53-33.73) 32.82 (32.45-33.50) 0.689
RDW (%) 10.0-15.0 12.44 (11.90-12.70) 12.74 (12.03-13.49) 12.60 (11.99-13.30) 0.060
Leucécitos (x10°cél./mm®) 4.0-10 7.3 (5.6-7.6) 7.1(5.5-8.1) 6.3 (5.3-8.5) 0.631
Neutréfilos (x10°cél./mm’) 2-7 3.5(2.9-5.4) 3.9 (2.7-4.7) 2.7 (2.5-3.7) 0.299
Linfécitos (x10°cél./ mm®) 1-3 1.7 (1.4-2.7) 2.1(1.7-2.5) 2.2 (1.7-2.5) 0.732
Monécitos (cél./ mm?®) 200-1.000 612 (535-678) 498 (437-649) 449 (363-569) 0.237
Eosinéfilos (cél./mm?®) 20-500 180 (107-293) 121 (85-223) 101 (64-188) 0.197
Plaquetas (x10°/mm’®) 150-450 237.2 (157.8-280.5) 202.4 (179.4-244.4) 201.8 (182.4-242.1) 0.891
MPV (fl) 7.4-10.4 6.61 (5.96-7.27) 7.42 (6.58-8.28) 6.88 (6.23-24.2) 0.856
PDW (%) 10-18 19.66 (19.17-20.26) 19.79 (19.09-20.53) 19.58 (18.80-20.21) 0.261

Analise de Teste T ndo paramétrico de Mann Whitney. VCM: Volume Corpuscular Médio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM: Concentragdo da Hemoglobina Corpuscular Média;
RDW: Amplitude de Distribuigdo dos Glébulos Vermelhos (do inglés: Red Cell Distribution With); MPV: Volume Plaquetario Médio (do inglés: Mean Platelet Volume) e PDW: Amplitude de
Distribui¢do Plaquetaria (do inglés: Platelet Distribution Width).
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Normal Osteopenia (Homens) Osteopenia (Mulheres)
Parimetros bioquimicos Referéncia (N=11) (N=10) (N=9) p
Mediana (IQR) Mediana (IQR) Mediana (IQR)

Amilase (U/L) 5-125 63 (48-75) 92 (77-116) 87 (77-111) 0.364
Bilirrubina Total (mg/dL) 0.01-1.3 0.69 (0.42-0.84) 0.54 (0.39-0.66) 0.52 (0.38-0.66) 0.182
Bilirrubina Direta (mg/dL) 0.01-0.30 0.18 (0.11-0.24) 0.15 (0.09-0.17) 0.14 (0.08-016) 0.135
Bilirrubina Indireta (mg/dL) 0.01-0.70 0.44 (0.30-0.61) 0.39 (0.30-0.47) 0.33 (0.30-0.52) 0.232
LDL (mg/dL) 10-100 101 (79-156) 113 (101-142) 123 (100-155) 0.393
HDL (mg/dL) 30-70 39 (36-44) 40 (35-43) 47 (34-55) 0.051
Creatinina (mg/dL) 0.5-1.2 1.1 (1.0-1.3) 1.0 (0.9-1.2) 0.9 (0.8-1.2) 0.296
Calcio (mg/dL) 8.5-10.5 9.6 (9.5-10.1) 9.8 (9.4-10.1) 9.8 (9.7-10.2) 0.730
DHL (U/uL) 211-423 362 (331-394) 390 (343-454) 411 (378-467) 0.474
Ferro (mg/dL) 50-175 95 (51-111) 82 (69-95) 86 (60-104) 0.548
Hemoglobina Glicada (%) 4.8-5.9 6.15 (5.56-6.32) 6.04 (5.54-6.32) 6.17 (5.46-7.77) 0.587
Acido Urico (mg/dL) 2.0-6.0 5.0 (4.6-5.5) 4.9 (4.0-6.5) 4.3 (3.3-4.9) 0.841
Albumina (g/dL) 3.5-5.0 4.3 (4.2-4.5) 4.4 (4.2-4.5) 4.3 (3.6-4.5) 0.288
Fosfatase alcalina (U/L) 65-300 214 (201-268) 237 (207-307) 265 (213-396) 0.345
Gama GT (U/L) 5-45 58 (25-73) 32 (26-50) 44 (27-50) 0.296
Glicose (mg/dL) 70-100 118 (98-128) 103 (94-119) 119 (98-181) 0.099
Magnésio (mg/dL) 1.3-2.5 2.1(2.0-2.2) 2.2(2.1-2.3) 2.2(2.1-2.4) 0.038
Potassio (mEq/L) 3.6-5.2 4.3 (4.2-4.5) 4.3 (4.0-4.8) 4.3 (4.2-4.9) 0.662
Sédio (mEqg/L) 135-145 140 (139-141) 141 (139-143) 143 (137-144) 0.304
TGO (U/uL) 2-38 24 (20-27) 27 (21-34) 24 (16-35) 0.696
TGP (U/uL) 2-44 28 (21-44) 31 (20-40) 31 (16-40) 0.594
Fosforo (mg/dL) 2.5-4.5 3.4 (3.3-3.6) 3.5(3.3-4.2) 3.5(4.5-4.0) 0.483
Vitamina D (ng/mL) 30-100 31.1 (22.6-35.1) 29.1 (26.4-38.0) 26.6 (24.2-33.9) 0.508
Triglicerideos (mg/dL) 0-200 164 (110-366) 173 (127-210) 176 (150-288) 0.247

Andlise de Teste T ndo paramétrico de Mann Whitney
Abreviagdo: LDL: Lipoproteinas de Baixa Densidade (do inglés: Low-Density Lipoprotein); HDL: Lipoproteinas de Alta Densidade (do inglés: High-Density Lipoprotein);,
DHL: Desidrogenase latica; Gama GT: Gama Glutamil Transferase; TGO: Transaminase Glutdmico-Oxalacética; TGP: Transaminase Glutimico-Pirtivica.
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Na figura 10 comparamos o estado inflamatério das PVHA do grupo com osteopenia
em homens, osteopenia em mulheres e o grupo normal, com o grupo PVHA hospitalizados, a
fim de encontrar uma diferenca entre os grupos do estudo deste trabalho e o grupo hospitalizado,
no entanto o estado inflamatorio dos niveis de CD14 solavel (sCD14) nao mostrou nenhuma

diferenga entre os grupos (Figura 10).

2000+

1500

1000

sCD14 ng/ml

500

T T
Hospitalizados =~ Normal H M

Osteopenia

Figura 10 — Niveis de CD14 soliivel. Comparagdo entre os grupos: PVHA hospitalizados, PVHA normal, PVHA com
osteopenia em homens ¢ PVHA com osteopenia em mulheres. *Niveis de concentragdo de CD14 soluvel em individuos HIV-

Na figura 11 avaliamos a relag@o da restituigdo de linfocitos CD4", onde foi verificado
o primeiro CD4" no diagnostico da infecgdo pelo HIV e o ultimo CD4" ja em uso de TARV, ¢
foi evidenciado uma melhora significativa no grupo normal e no grupo osteopenia em mulheres
(figura 11AE), enquanto no grupo osteopenia em homens ndo apresentou uma diferenga
significativa (Figura 11C). Quando verificamos a cinética do CD4" do diagnoéstico até o Gltimo
exame realizado da contagem de CD4", observa-se uma regularidade na recuperagao de CD4*
durante os anos de infec¢do e uso da TARV no grupo normal (Figura 11B), o que é o oposto
nos grupos de osteopenia nos homens e nas mulheres, observamos a restituigdo do CD4",
entretanto, nota-se uma irregularidade na recuperacdo de CD4" durante os anos de infecgdo e

uso de TARV (Figura 11DF).
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Figura 11 - Recuperacio de CD4" do diagnéstico até o iltimo CD4* em uso de TARV. Comparagio recupera¢do de CD4"
entre os grupos normal (A), osteopenia em homens (C) e osteopenia em mulheres (E), desde o primeiro até o ultimo exame de
contagem de CD4". Figuras (B/D/E) mostram a cinética dos grupos normal (B), osteopenia em homens (D) e osteopenia em
mulheres (F) em relagdo a recuperagdo de CD4" desde o inicio da infecgdo até a ultima contagem de CD4™.

Para avaliar a relagdo da disfung@o linfocitaria com a perda Ossea, os linfocitos CD4*
(CD3*CD4") e CD8" (CD3*CD8") foram fenotipados com perfil de uma célula regulatoria (T-
regulatoria CD4"CTLA-4'TL-10"), exaustdo celular (CD8'PD-17), de ativagdo (CD4"CD69";
CD4'HLADR"; CD8'CD69+ e CD8'HLA-DR") e fenétipos de atividade proliferativa
(CD4'Ki-67" ¢ CD8'Ki-67"). Além da IL-10, a producao de IFNy e TNFa foi quantificada a

nivel intracitoplasmatico.



60

A Figura 12 mostra ndo haver diferencgas na frequéncia de linfocitos CD4" entre o grupo
normal e o grupo com osteopenia em homens e em mulheres (Figura 12A). Em relagdo ao nivel
funcional, estes linfocitos nos homens com osteopenia apresentam uma frequéncia maior de
células com capacidade proliferativa pelo marcador Ki-67", e uma frequéncia menor dessas
células proliferativas nas mulheres com osteopenia (Figura 12B).

Em relag@o as subpopulagdes de linfocitos TCD4"CTLA-4", o grupo com DMO normal
mostrou uma frequéncia de linfocitos TCD4"CTLA-4" elevada em comparagdo com 0 grupo
com osteopenia em homens e nas mulheres (Figura 12C). Quanto ao fenotipo de hiperativagao
definido pela frequéncia do receptor HLA-DR" na superficie de células TCD4", apresentou

diferengas entre os grupos (Figura 12D).
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Figura 12 — Frequéncia de subpopulag¢ées de linfécitos TCD4* e frequéncia de niveis de ativacio celular. Comparagdo
das subpopulagdes de linfocitos CD4*. A) Frequéncia de linfocitos CD3"CD4"; B) Frequéncia de TCD4" com atividade
proliferativa CD4"Ki67*; C) Frequéncia de subpopulagdes de CTLA-4" nos linfocitos CD3"CD4"; D) Frequéncia de TCD4*
com fendtipo de hiperativagio CD4"HLDR™.

Ainda em relagdo as subpopulagdes de linfocitos TCD4*CTLA-4", analisando os
fendtipos de expressdo hiperativagdo e expressdo de citocinas, observamos um nivel de
expressdo maior do receptor HLA-DR™ em homens com osteopenia em relagdo aos grupos
normal e ao grupo de osteopenia em mulheres (Figura 14A). Enquanto no grupo com osteopenia

em mulheres observamos uma expressio maior no fendtipo de ativagdo celular
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(TCD4"CTLA4'CD69"), quando comparados com os grupos normal e osteopenia em homens
(Figura 14B).

Quando analisamos o nivel da expressdo de citocinas nas subpopulagdes TCD4*CTLA-
4*, observamos uma expressdo maior de IFNy no grupo normal (Figura 14C), uma produgéo
mais elevada de TNFa no grupo com osteopenia em homens em relagdo ao grupo normal
(Figura 14D) e mesmo que ndo tenha apresentado uma significancia estatistica, podemos
observar um aumento na producdo da expressdo de IL-10 com perfil de uma Treg
(TCD4"CTLA4'IL-10") no grupo com osteopenia em mulheres em relagdo os grupos normal e

osteopenia em homens (Figura 14E).
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Figura 13 - Expressdo de subpopulacdes de linfécitos com perfil de T regulatéria CD4+ e expressdo de citocinas. A)
Niveis de expressdo de HLA-DR" nos linfécitos TCD4"; B) Expressdo de CD69" como fendtipo de ativagdo celular; C)
Expressdo de IFNy em linfécitos TCD4"; D) Expressdo de TNFa em linfocitos TCD4": E) Niveis de expressdo de IL-10 em
TCD4" com perfil regulatério.

Assim como avaliamos a questdo do primeiro e Gltimo CD4" nessas pessoas, avaliamos
também a da restitui¢do de linfocitos CD8", no entanto, ndo foi observado uma diferenca

estatistica em ambos os grupos (Figura 14ABC).
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Figura 14 - Recuperacio de CD8+ do diagnéstico até o iltimo CD8+ em uso de TARYV. Comparagio recuperagdo de CD8"
entre os grupos normal (A), osteopenia em homens (B) e osteopenia em mulheres (C), desde o primeiro até o ultimo exame de
contagem de CD8".

Em relagdo as subpopulagdes CD8* (CD3*CD8), ndo ha diferenga na frequéncia dos
linfocitos TCD8", entretanto observamos um leve aumento no grupo com osteopenia em
mulheres (Figura 15A). Quanto ao nivel funcional, observamos uma diferenca significativa em
ambos os grupos, mostrando uma atividade proliferativa dessas células maior nos homens com
osteopenia em rela¢do ao grupo normal e ao grupo com osteopenia em mulheres, e a frequéncia
de Ki-67" e muito mais baixa no grupo com osteopenia em mulheres quando comparado com
o grupo com osteopenia em homens (Figura 15B).

Em relagdo as subpopulagdes de linfocitos TCD8*PD-1%, o grupo normal e o grupo
osteopenia em mulheres, apresentou uma frequéncia maior do fendtipo de exaustdo (PD1%)
(Figura 15C), e observamos o oposto no grupo osteopenia em homens, mostrando uma
frequéncia abaixo de ambos os grupos (Figura 15C). A nivel de hiperativagao, que ¢ definido
pelo receptor HLA-DR™ na superficie de TCD8", ndo vemos uma diferenga significativa, e

ambos os grupos se comportam da mesma forma (Figura 15D).
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Figura 15 - Frequéncia de subpopulagées de linfocitos TCD8+ e os de niveis de producéo de citocinas. A) Frequéncia de
linfécitos CD3"CD8*; B) Frequéncia de linfocitos TCD8* com atividade proliferativa CD8"Ki67"; C) Frequéncia de
subpopulagdes de PD-1* nos linfocitos CD3"CD8%; D) Frequéncia de linfocitos TCD8" com fendtipo de hiperativagdo
CDS8"HLA-DR™.

Quando analisamos o nivel da expressao de citocinas e fendtipos de hiperativacdo nas
subpopulagdes com fenotipo em exaustdo celular (TCD8PD-1%), em relagao a expressdo do
receptor HLA-DR+, e na expressdo no fendtipo de ativagdo celular (TCD8PD-1"CD69"), ndo
foi observado uma diferenga significativa em ambos os grupos analisados (Figura 16AB).
Entretanto observamos uma produg@o mais elevada no nivel da expressao de IFNy no grupo de
osteopenia em homens comparado com o grupo normal (Figura 16C). Na expressdo de IL-10

em TCD8PD-1" ndo foi encontrado diferenga significativa entre os grupos (Figura 16D).
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Figura 16 - Expressiio de subpopulacdes de linfocitos TCD8"PD-1" e niveis de expressiio de citocinas. A) Niveis de
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6. DISCUSSAO

O crescente aumento de PVHA acima dos 50 anos tem sido acompanhada por uma alta
prevaléncia de comorbidades associadas a idade, como a doenga 6ssea, que, além de reduzir a
capacidade funcional, tem incidido precocemente quando se compara com a populagdo em geral
(MORAN; NEALE WEITZMANN; OFOTOKUN, 2017; SALARI et al.,, 2021). Essa
precocidade tem sido bem reportada e associada a fatores relacionados a infec¢do do virus e a
outros relacionados ao envelhecimento e estilo de vida (KWAK et al., 2019).

O presente estudo ¢ pioneiro na regido Amazdnica ao reportar a prevaléncia de osteopenia
em homens e mulheres vivendo com HIV em uso de TARV. Embora a amostragem tenha sido
pequena e por conveniéncia, o achado ¢ alarmante, além do fato de que ndo hé relatos na
literatura com uma altissima prevaléncia de osteopenia/osteoporose acima de 50 anos (75%
entre homens e 94,7% entre mulheres) (BIVER, 2022; GRUND et al., 2009).

Os mecanismos de perda 6ssea no contexto da infec¢do pelo HIV sdo multifatoriais,
incluem efeitos virais, do hospedeiro e imunologicos, bem como efeitos diretos e indiretos da
TARYV, em particular aos esquemas incluindo tenofovir disoproxil fumarato e os inibidores de
protease (ASSOUMOU et al., 2013; MORAN; NEALE WEITZMANN; OFOTOKUN, 2017).

Na comparagdo de dois fatores do hospedeiro, a idade das PVHA do grupo de homens
cuja saude Ossea estd dentro da normalidade, ndo diferiu aos 2 grupos com osteopenia separadas
por género. Sobre a TARV, o tempo de tratamento ndo mostrou diferenca entre eles, embora
houvesse a tendéncia de que o tempo de TARV fosse menor nos homens com a saude Ossea
normal. E bem estabelecido que a redugdo da DMO ocorre logo apds um ano de TARV, a
intensidade dessa reducdo perde, modestamente, a forca ao longo de 2 anos ou mais e se
estabiliza na terapia de longo prazo (COMPSTON, 2016).

Aqui, os participantes receberam desde 2014 o esquema preconizado no Brasil (tenofovir,
lamivudina e efavirenz) e, a partir de 2017, o tltimo foi substituido por dolutegravir (dados nao
mostrados). O tempo de TARV dos participantes ja configura como longo prazo. Assim, o
possivel impacto direto e indireto da TARYV sobre a desmineralizacdo 6ssea ja foi estabilizado
entre os participantes. Nesse contexto ¢ importante ressaltar um estudo na qual reporta a
mitigacdo da perda déssea no inicio da TARV por uma profilaxia com bifosfonatos de agao
prolongada e/ou suplementacdo de vitamina D e calcio (MORAN; NEALE WEITZMANN;
OFOTOKUN, 2017). Embora ndo tivéssemos informagdo sobre profilaxias com nossos

pacientes, os niveis de vitamina D e de célcio de quase totalidade deles estdo no limiar minimo
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de normalidade. Assim, o tempo e os esquemas de tratamento sdo semelhantes de modo que a
perda 6ssea do grupo com osteopenia possa ser respondida por outros fatores.

Virios estudos tém demonstrado uma relacdo entre o sistema imune e a remodelagcdo
Ossea, referida como osteoimunologia ou interface imunoesquelética (DAR et al., 2018;
OKAMOTO et al., 2017, TAKAYANAGI, 2009). Além deles, estudos envolvendo animais
foram relevantes na fundamentacdo de mecanismos fisiopatologicos da perda 6ssea induzida
pelo HIV, como também outras patologias e até mesmo na indug@o de hipoestrogenemia como
fator de osteoporose primaria (NEALE WEITZMANN et al., 2022; ROSER-PAGE et al., 2018;
WEITZMANN, 2013, 2014).

No contexto da infec¢do do HIV controlada, como € o caso dos participantes deste estudo,
a perda dssea ¢ impactada pela inflamagdo cronica como uma consequéncia de processos
imunitarios sobre sistema regulador de remodelagdo Ossea mediado por citocinas
osteoclastogénicas (WEITZMANN, 2013). Segundo esses estudos, a relacdo da inflamagao
crOnica € 0s processos imunitarios envolve uma triade de fatores: reconstitui¢ao de células
TCD4" como resultado da TARV, agdo de proteinas regulatorias do HIV por uma replicagdo
residual e persistente do HIV-1 em reservatorios e os danos causados a homeostase intestinal
influenciado pela relagdo carga viral/deplecdo de células CD4. Aqui, ativacdo imune e a
inflamagdo cronica ndo diferem entre os grupos baseado nos valores de PDW, marcador de
progressdo da infeccdo do HIV (GAMA et al., 2020, 2021; NKAMBULE; DAVISON; IPP,
2015) e de CDIl4s, marcador de inflamagdo cronica em resposta a translocacdo de
lipopolissacarideo por uma disbiose intestinal (BRENCHLEY et al., 2006; CASTILLO-
MANCILLA et al., 2016).

Na triade da inflamag@o cronica, a reconstituigdo de células TCD4" como resultado da
TARYV depende da particularidade de cada pessoa em relacdo ao tempo de infec¢do, queda da
contagem de CD4 e o tempo desde o inicio da terapia. A reconstitui¢do imunologica ¢ definida
como uma contagem total de células >500 células/uL, em diferentes momentos apds o
tratamento com TARV (CHEN et al., 2022). A restauragdo imunologica de células TCD4" pode
contribuir para a perda 6ssea ja nos meses seguintes ao inicio do tratamento. Ela independente
do esquema antiviral e ¢ comparavel ao que ocorre na fase inicial da menopausa (NEALE
WEITZMANN et al., 2022; OFOTOKUN et al., 2015).

A média da contagem de CD4 inicial e a média da tltima contagem de CD4 dos homens
do grupo normal mostra um ganho de células (Figura 11A). Esse ganho ¢ visto ao longo do
tratamento sendo que a maioria mostra uma contagem crescente com pouca oscilacao (Figura

11B). Diferentemente, a média da ultima contagem de CD4 dos homens com osteopenia nao
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representa ganho (Figura 11C) e o comportamento ao longo do tratamento oscila bastante para
alguns e reduz para outros (Figura 11D), o mesmo acontece quando observamos as mulheres
com osteopenia (Figuras 11EF). Os estudos com modelos animais demonstram que a restitui¢ao
imune pelo ganho na contagem de CD4 favorega ativagdo imune levando a um desbalango na
producdo de mediadores imunologicos e osteoclastogénicos causando a osteopenia (NEALE
WEITZMANN et al., 2022; OFOTOKUN et al., 2015).

Aqui, muitos dos homens do grupo normal tiveram ganho de CD4 acima de 500 células
desde o meio do seu tratamento e o crescimento foi constante. Esse comportamento foi visto
em alguns homens com osteopenia, contudo essa restituicdo oscilou bastante, e outros nem
tiveram ganho. Essa heterogeneidade de historicos pode ser reflexo de varios outros fatores,
tais como, idade em relagdo a produgdo de células T pelo timo, a ativagdo imunologica e a
exaustdo imunoldgica conforme estudo (CHEN et al., 2022).

Diante deste contexto, a identificagdo de fendtipos células T com perfis de disfuncdo
imunoldgica tem sido investigado na relacdo da perda 6ssea na infeccdo pelo HIV como
também no envelhecimento natural (GAZZOLA et al., 2013; TITANJI;, OFOTOKUN;
WEITZMANN, 2020; WEITZMANN, 2013, 2014, 2017). As andlises fenotipicas demonstram
um aumento da porcentagem de linfocitos T CD4" ¢ CD8" totais que expressam Ki-67" em
masculinos (Figura 12B e 15B). A proteina Ki-67 est4 presente durante todas as fases ativas do
ciclo celular (G1, S, G2 e mitose), mas estd ausente nas células em repouso (SCHOLZEN;
GERDES, 2000). Assim, nossos resultados sugerem que todas as subpopulagdes de células
TCD4" e TCD8" estao em atividade proliferativa e renovacao celular. De modo que essa
atividade pode ser um bom indicativo de repovoamento dessas células e, portanto, importante
para avaliag@o da perda 6ssea em pacientes que alcangam supressao viral completa com TARV,
como ja utilizado em outros estudos (OFOTOKUN et al., 2015; TITANIJI et al., 2018).

Neste contexto, nds observamos diferengas quantitativas de linfocitos T com perfis
regulatérios baseado nas moléculas CTLA-4 e PD-1. E estabelecido que os linfocitos T
utilizam mecanismos de ativagdo distintos, essas subpopulacdes possuem um perfil regulador
importante nas respostas de células T de memodria (CHAMBERS; KUHNS; ALLISON, 1999;
PARRY et al., 2005; TAl et al., 2012).

A molécula CTL-4 ¢ receptor de células T regulatorias, conhecidas como células T
supressoras. Elas previnem doengas autoimunes espontaneas ao atenuar respostas inflamatorias
das células T por uma supressdo e anergia intrinsecamente ligada ao bloqueio de co-estimulagao
(TAI et al., 2012). Dois estudos propuseram papel modulador das células Treg na homeostase

6ssea. No primeiro, osteoclastos sdo inibidos dependente de citocinas do tipo Th2 (KIM et al.,
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2007). O outro mostrou evidéncias de a¢do dependente do contato célula-a-célula do receptor
CTLA-4 competindo com a molécula CD28 na ligagdo aos co-receptores CD80 ¢ CD86 de
células apresentadoras de antigeno atenuando assim as respostas inflamatorias (WING;
YAMAGUCHI; SAKAGUCHI, 2011).

Sob a dtica do contato célula-a-célula, estudos mostraram efeito antagonista da co-
estimulagao CD80/CD28 no processo de remineralizagdo 6ssea, onde foi comprovado por meio
da acdo de um derivado farmacologico de CTLA-4 (uma proteina de fusdo humanizada
contendo dominio CTLA-4 com cadeia Fc de imunoglobulina, denominado CTLA-4-Ig)
(ROSER-PAGEetal., 2014, 2018; WEITZMANN, 2013). Segundo os estudos, a administra¢ao
de CTLA-4-Ig foi capaz de prevenir a perda Ossea pela modulacio negativa da
osteoclastogénese e reabsor¢cdo 6ssea em camundongos in vivo. Aqui os nossos dados mostram
que os homens com satde 6ssea normal tém mais células CTLA-4" circulantes que os
osteopénicos (Figura 12C).

Ao quantificarmos a expressao de citocinas intracitoplasmatica, os niveis de IL-10 foram
semelhantes entre os grupos (Figuras 13E). Nesse conjunto de dados, os nossos resultados
sugerem que a saude dssea dos homens vivendo com HIV (grupo Normal) estaria associado ao
quantitativo de células CD4"CTLA-4" e ndo pela expressdo de citocinas regulatorias. Por outro
lado, observamos que no grupo normal as células CD4"CTLA-4" expressam mais IFNy em
relacdo ao TNFa, e nos osteopénicos hd desbalanco em favor de TNFa (Figuras 13CD). Na
modulacdo da interface imunoesquelética, os osteoblastos produzem a matriz ¢ssea e mantém
a estrutura 0ssea, enquanto os osteoclastos induzem a reabsorc¢ao 6ssea (TANAKA, 2019).

Segundo o autor, sob estimulos inflamatdrios, células Th1l e Th17 induzem osteoclastos
através da producdo de TNFa e IL-17, e as células Thl inibem a expressdo de OPG através da
producdo de IFNy causando desequilibrio na renovagao 6ssea (TANAKA, 2019). Os nossos
achados sdo oriundos de células do sangue periférico, representam apenas um retrato de que
PVHA com saude dssea normal possuem um numero maior de CD4*CTLA-4" circulantes. Se
realmente o papel dessas células na protegdo contra reabsorcdo 6ssea nas PVHA seja
preferencialmente por contato ou por acdo de citocinas, ou ambos, futuros estudos irdo
responder. Aqui, nossos resultados sdo importantes porque definiram fendtipos para estudos
mecanisticos visando esclarecer tais questionamentos.

Ainda sobre perfil regulatorio de subpopulagdes de linfocitos T, a molécula PD-1 também
regula negativamente a ativacao de células T, como a CTLA-4 (PARRY et al., 2005). Segundo
o estudo, a sinalizagdo PD-1 bloqueia a ativacdo da via das Fosfatidilinositol 3-quinases (PI3K)

que ¢ mediada por CD28. Essa via é importante nas respostas sob processo inflamatério, como
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a proliferacdo, o desenvolvimento e a migragdo celular. Os autores concluem que o
envolvimento de PD-1 inibe as respostas mediadas por receptor CD28 em células T de forma
mais eficaz do que a ligacdo de CTLA-4". Aqui nds também observamos uma redu¢do no
quantitativo de células TCD8PD-1" nos homens com osteopenia da mesma forma que as
células CTLA-4" (Figuras 12C e 15C). Na avaliagdo da expressdo de citocinas
intracitoplasmaticas, a produgdo de IFNy pela TCD8'PD-1" foi contraria a observada com a
CTLA-4". Segundo o estudo de Gao e colaboradores, o IFN-y como um produto de células T
auxiliares ativadas pode funcionar como uma citocina pré ou antirreabsortiva, mas a razao pela
qual o IFN-y tem efeitos varidveis no osso ¢ desconhecida (GAO et al., 2007). Aqui, nossos
achados sdo relevantes para identificar fendtipos para abrir perspectivas de estudos futuros
sobre o perfil regulatério das células expressando PD-1 em terapias para tratamento da
osteoporose em PVHA (TANAKA, 2019).

Por fim, noés propomos a avaliagio do quantitativo de células caracterizadas por
marcadores de ativagao celular (HLA-DR" e CD69"), visto que a relagdao de hiperativacao e
senescéncia imunologica tem sido descrito no distarbio do metabolismo 6sseo em PVHA
(BROWN et al., 2015; GAZZOLA et al., 2013; TITANIJI et al., 2018). No6s observamos que a
osteopenia nas PVHA de ambos os sexos, estd associada com aumento de subpopulagdes
CD4"CTLA-4"CD69* ¢ CD4"'CTLA-4"HLA-DR" (Figuras 13AB). O fato do aumento de
CD4"CTLA-4"CD69" nos homens estar com p valor 0.0541 indica essa tendéncia. Segundo o
estudo que avaliou mecanisticamente a expressao desses receptores em culturas de PBMC, o
CD69 ¢ um marcador de superficie que atinge o pico dentro de 24 horas apos a ativagdo e
diminui rapidamente quando estimulos sdo retirados. Assim, o0 CD69 ¢ um bom indicador de
continuidade de estimulag¢do. Por outro lado, o HLA-DR ¢ um marcador de ativagdo cronica
persistente. Assim, nossos dados estdo em acordo com os achados de alguns autores sobre
perfis de linfocitos TCD4" de senescéncia/exaustdo e hiperinflamagéo associados com perda de
DMO, entre aqueles que alcangam supressdo viral completa com TARV independente da
contagem de células TCD4" (BROWN et al., 2015; GAZZOLA et al., 2013c; TITANIJI et al.,
2018).
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7. LIMITACOES DO ESTUDO

Apesar do estudo apresentar resultados promissores, alguns desafios foram encontrados
durante o desenvolvimento deste projeto gerando algumas limitacdes em responder as
perguntas deste estudo. A primeira ¢ quantitativo amostral que podem fragilizar nossos
resultados, pois o convite para participagdo foi realizado por conveniéncia com PVHA acima
de 40 anos e de ambos os sexos. A segunda limitacao foi em relagdo ao desenho experimental,
o estudo ndo previu um grupo controle constituido de pessoas soronegativas para infec¢do pelo
HIV com idade préxima ao grupo.

Devido o quantitativo de exame DMO ter sido limitado, o N amostral para a analise de
citometria ficou de certa forma prejudicado porque poucas mulheres do estudo tiveram DMO
dentro da normalidade. A terceira limitacdo foi o prejuizo com algumas amostras durante o
descongelamento. Apesar das limitagdes, o estudo teve sua potencialidade porque € pioneiro e,
apesar da limitagdo amostral, o que observamos até o momento vai de encontro do que ¢ visto
na literatura, tanto em modelos animais como em estudos em humanos. Além disso, 0s nossos

dados sdo promissores porque abrem perspectivas de continuidade.



71

8. CONCLUSAO

Dessa forma conseguimos apresentar a caracterizacgao fenotipica da disfuncao regulatoria
de linfocitos T CTLA-4 e PD-1 em PVHA que apresentam baixa mineralizag¢ao ¢ssea independe
do sexo, foi observada que mesmo com a restituicdo dos niveis de CD4 circulantes exista a
reducdo de subpopulagdes que exercam o papel regulador mesmo na presenga do aumento de
marcadores proliferativos, essas subpopulacdes possuem: 1) elevacdo de marcadores de
ativagdo; 2) diminui¢do da producdo intracelular de citocina IFNy; 3) aumento da produgdo de

TNFa e IL-10, indicadores que segundo a literatura favorecem a osteopenia.
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INTRODUCAO

Vocé esta sendo convidado a autorizar suza participagdo (ou a participagdo do paciente em
sua responsabilidade) em um estudo chamado “Avaliacio da densidade mineral 6ssea e
composzicio corporal em peszzoas que vivem com HIV atendidos na FMT-HVD™. Nezta
pezquisa estamos estudando o risco de diminuigdo da densidade doz ozs03, ou seja, o nisco
de osteoporoze e fraturas Osseas, além da poszivel redistribuigio da gordura corporal em
pacientes atendidoz no ambulatorio de HIV da FMT. Para que vocé possa dacidir se quer
participar ou nio deste estudo, precisa conhacer saus beneficios, riscoz e implicagdes:
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estudadas para o exame 330 a coluna lombar, o fémur (o oz30 do quadril’pema), o radio (oz3s0
do antebrago) e o corpo total. E um exame indolor  com baixo uso de radiagio ionizants

(muito menos do que um raios ¥ de torax). Este estudo fo1 avaliado e aprovado pelo Comits
de Etica em Pezquisa da FMT-HVD.

RISCOS

E pozsivel que, durante z coleta da amostra vocé expermmente algum desconforto referents a
pungio venosa que sera realizada. Vocé pode sentir dor no local da pungio e/ou manchas
roxas que desaparecem com o tempo. Exizte um risco potencizl de quebra de sigilo devido ao
atendimento ser realizado em um sistema eletrdnico de prontuirio e outros médicos e
profiszionais de zatde poderdo ver oz szeuz dados. Entretanto, todoz os esforcos serdo
realizados para que oz dados zejam guardado: de forma confidencial e n3o poszam zer
relacionadoz 20 estudo que vocé participa. Como ja citado, a radiagio utilizada no exame &
muito baixa, sendo muito inferior comparada ao: exames radiologicoz convencionals e
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inferior z dois dias de exposigdo a radiagdo natural (z0l, equipamentos eletronicos) prezente
no meto ambiente.

BENEFICIOS

A =z participagio contribuird para um melhor entendimento sobre a lipodiztrafia, alteragdes
metabolicas e eventual dimmuigdo da densidade oszea pessoas que vivem com HIV,
auxiliando na prevencio de problemas cardiovasculares e fraturas dzseas.

CUSTOS E ASSISTENCIA

N3io havera nenhum custo para vocé ou seu familiar parz a realizagio dos testes laboratoriais,
atendimento médico, exames fizicoz e consultas relacionadosz ao estudo ou outros
procadimentos. As despesas nascessarias para a realizac3o da pesquiza ndo z3o de sua
rezponzabilidade e pela sua participag3o no estudo vocé nio recebera qualquer valor em
dinheiro. Vocé serd acompanhado e recebera azsisténcia prestada pelo Dy Flavio Ribeiro,
médico mmfectologizsta fumciondrio da FMT-HVD, nas zegundas das 7h-11h e quartas-fairas
daz 07h-11h, no ambulatorio de HIV/DIP e pela Dra. Simone Ferrsira de Castro Botilaixg.
medica mfectologizta funcionana da FMT-HVD, nas terca-faira, das 14h-17h e sexta-ferra,
daz 7h-11h, no ambulatorio de EIV/DIP, segundo andar. Durante a participagdo nesta estudo,
vocé sempre tara como refersncia a responzavel pela pesquiza Esp. Alessandra Parva listada
neste Termo de Conzentimento. Vocé terd a zarantia de que quaisquer problemas dacorrentes
do estudo, vocé sera assistido, tratado e acompanhado na Fundag3o de Medicma Tropical,
sem qualquer zasto, durante todo o tampo que for necessirio. Da mezma forma, vocé, como
participante, tem direito 3 indenizag3o garantida cazo ocorra algum dano permanente devido
a participagio nesze estudo.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA
A sua participagdo naste estudo é totalmenta voluntiria e se vocé ou seu familiar nio quizer

mais fazer parte da pesquiza podera desistir a qualguer momento e retirar o zeu
conzentimento. Ezsa decizio ndo prejudicara de forma zlguma o seu atendimento, tratamento
ou acompanhamento na FMT-HVD. Caso decidir que quer interromper a participagdo no
estudo, 2 equipe deverd ser informada e as coletas de material referentas 3 pesquiza zerio
interrompidas imediatamente.

ESCLARECIMENTOS

Se vocé tiver qualquer davida, ou se qualquer problema aparecer, vocé pods contatar a
equipe do estudo ou ofa) pesquizador(a) responsavel na instituigdo onde vocé esta sendo
acompanhado(a): A pesquizadora Aleszandra Paiva estard a disposigio no Instituto de
Pesquiza Clinica Carloz Borborema, situado na FMT-HVD no horario das 14:00 as 17:00h,
de szegunda a sexta-foira, pelo telefome: (52) 983477206 e e-mail:
alessandra paiva0/@email com ou o Pezquizador Paulo Afonzo Nogueira estard 3 disposigio
no Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema, situado na FMT-HVD no horano das
14:00 as 17:00h, de segunda a zexta-feira, pelo telefone: (92) 994831620 e e-mail:
pzulonogueirafiocruz@gmail.com, para esclarecer duvidas que vocé ou zeu familiar posza
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ter e dar as informagdes que queira, antes, durante ou dapois de encerrado o estudo. Cazo
vocé guelra contatar o comité de ética responsavel pela andlise e aprovagio ética do estudo,
podera contatar: Comité de Etica em Pesquiza da Fundacio de Medicina Tropical Dr.
Heitor Vieira Dourado

Av. Pedro Teixewra. Dom Padro, N° 25. CEP 69040-000
Telefone (92) 2127-3372
E-mail: cep@fmt am.gov.br

Horzario de Funcionamento: 2a a 6a de 08 as 14h

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO E
ASSINATURA

e Liazinformagdes acima e entend: o proposito deste estudo azsim como os beneficios
e riscos potencials da participag3o no mezmo.

e Trive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram respondidas. Eu, por meio deste
documento, dou livremente o consentimento para participar do referido neste estudo.

e Entendo que o participante da pesquiza serd submetido 2 exames laboratonais e
radiologicos necessiarios para seu tratamento e ndo recebersi de formza alguma
qualquer compensagio financeira por sua participagio neste estudo.
Eu recebi uma copia azsmada deste formulario de consentimento.
Tambem fui informado de que ha interesza em guardar a amostra biologica por um periodo de
3 anos, no Instimto de Pesquiza Clinicz Carloz Borborema (IPCCB) zimuzdo nz FMT-HVD,
em freszar 3 — 80°C. Apd: a concluzdo do estudo, qualquer material remanescents zera
destruido de acordo com as boa: praticas clinicas. Somente o investizador do lzboratdrio
podera identifica-la no futuro e entendi as razdes para iszo, de forma que:

( ) Autorizo a guarda do material.

{ ) Nio autorizo a guarda do matenal.

(Aszinatura do participante da pesquisa ou zau responsavel)

(Impreszio datiloscopica do participants da pesquisa ou seu responzavel)
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Eu, abarxo assinado, expliquel completaments oz detalhes relevantes deste estudo ao
rezponzavel pelo participante da pesquiza indicado acima.

(Assinatura do Pesquizador)

86



87

ANEXO 3 — Ficha de Coleta de Dados

d E . FMT-HVD

r3) Instituto de Pesquisa Clinica

Fundacg3o de Medicna Tropical Carlos Borborema

Dr. Heftor Vieira Dourado

PROJETO — IMUNOSSENESCENCIA

Nome: Cadigo:

Prontuario: Telefone:

Nome social: Data da Entrevista:__ / /20
DN: [ Idade: Peso: Altura:

|. Sexo biologico:
1.( ) Masculino 2( ) Feminino

Il. Identidade de Género:

1.( ) Masculino 2.( ) Feminino 3.( ) Cisgénero 4. ) Transgénero
5.( ) N&o-binario

lll. Orientagdo sexual:

1( )Heterossexual 2 ( )Homossexual 3. )Bissexual 4( )Pansexual
5.( ) Assexual

IV. Estado civil:

1.( )solteiro(a) 2. )casado (a)ouemunidoestavel 3.( )viivo(a)
4 ( )outros

V. Raga:

1. )branca 2( )preta 3.( )amarela 4( )parda
5( )indigena Etnia;

VI Renda familiar:

1.( ) Semrenda

) Até 1 salario-minimo

) Mais de 1 a 2 salarios-minimos

) Mais de 2 a 3 salarios-minimos

) Mais de 3 a 5 salarios-minimos

) Mais de 5 e 10 salarios-minimos
) Mais de 10 a 20 salarios-minimos
) Acima de 20 salarios-minimos

e I Al
o~ -

VII. Trabalho / Ocupagéo

) Em atividade (Empregado CLT)

) Desempregado

) Aposentado por tempo de servico

) Aposentado por doenca ou invalidez

) Autdnomo
Ministério da Saude e
Fundaglo Oswaldo Cruz

e
— -

) Do lar



i E . FMT-HVD

Fundacg8o de Medicina Tropical
Dr. Hetor Vieira Douracio

VIIl. Escolaridade:

1.( ) Nenhuma

) Ensino fundamental incompleto
) Ensino fundamental completo

) Ensino Médio Incompleto

) Ensino Médio completo

) Ensino superior incompleto

) Ensino superior completo

) Pos-graduacéo

Ho O W
— -~ -

IX. Data do diagnéstico: ___ /[
X. CD4 no diagnostico:

Xl. Carga viral no diagnoéstico:

XIl. CD4 no estudo (dia da triagem):

XIll. Carga viral no estudo (dia da triagem):

XIV. Exposigédo a substancias:
1( )Néo 2( )Sim.

XV. Quais substancias ja foram utilizadas?

1.( ) Alcool 2( ) Tabaco 3.( ) Crack
6.( ) Anfetaminas 7( )LSD 8( )Extase

XVI. Tempo de exposigdo as substincias de abuso:

XVII. Ultima exposigéo:

)
000
*)

4 ( ) Maconha
9.( ) OQOutros

Instituto de Pesquisa Clinica
Carlos Borborema

5( )Cocaina

XVIIl. Doengas oportunistas prévias:

1( )N&o
2( )Sim.

XIX. Quais doengas oportunistas prévias?

1.( ) N&o se aplica
2.( ) Neurotoxoplasmose
3.( ) Tuberculose

4 ( ) Sifilis

5.( ) Criptococose

6.( )CMV

7 )Linfoma de SNC
8( )HTLV

9.( )Hepatite: 1A( )
10( ) Qutras. Quais?

2B( ) 3C()

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundagho Oswaldo Cruz

&I ILMD
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. X

I. IﬂE = - FMT'HVD o 3 ) Instituto de Pesquisa Clinica
*)

Fundac8o de Medicina Tropical Carlos Borborema
Dr. Hettor Vieira Dourado

XX. Comorbidades:

1( )Nao
2( )Sim

XXI. Quais comorbidades?

1.( ) N&o se aplica
2( YHAS

3.( )DM

4 ( ) Depresséo
5.( ) Transtorno de ansiedade
6.( )Neoplasias Qual?
7.( ) Diarreia 1.( )aguda 2. crénica( )

8( YAVC 1.( )Isquémico 2. Hemorragico( )
9( ) Outros. Quais?

XXII. Outras medicagbes em uso?
1 )N&o 2( )Sim.

XXIIl. Quais as medicagdes em uso?
1.( ) N&o se aplica

2.( ) Anti-Hipertensivos

3.( ) Imunossupressores

4 ( ) Corticoides

5.( ) Anticonvulsivantes

6.( ) Anti-depressivos

7. ) Anti-psicoticos

8.( ) Sedativos

9.( ) Hipoglicemiantes orais

10.( ) Insulina

11.( ) Estatinas

12.( ) Fibratos

13.( ) Levotiroxina

14.( ) Outros

XXIV. Paciente esta em uso de TARV?
1 )YNdo 2( )Sim. Qual?

XXV. O esquema TARV atual € o mesmoe nos ultimos 2 anos?
1( )N@oseaplica 2( )N&o 3.( )Sim

Ministério da Saluda : !
Fundagho Oaswaldo Cruz
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: £ . FMT-HVD
I . Fundaclo de Medicina Tropical
Dr. Hettor Vieira Dourado

Q
Instituto de Pesquisa Clinica
> 0 O CaulmBmt:-t:-n':f':flI
0,

XXVI. Houve troca de esquema nos ultimos 2 anos?
1( )Né@oseaplica 2 ( )Sim. 21 ( )lIntolerdancia 2.2 ( ) Falha terapéutica

XXVIl. Quantas vezes trocou?

XXVIII. Genotipagem?
1( )Nao 2( )Sim. Se sim, data: / /

XXIX. Esquemas anteriores:

XXX. Internagéo nos ultimos 5 anos?
1( )Ndo 2( )Sim. Quantas?

Ministério da Sadde
i ILMD

Fundagheo Oswaldo Cruz




