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RESUMO

O advento da terapia antirretroviral (TARV) favoreceu a saude das pessoas vivendo
com HIV/AIDS (PVHA), de modo que elas tém alcangado maior longevidade. No
entanto, o envelhecimento nessa populacdo tem sido acompanhado por perda
progressiva da integridade fisioldgica, incluindo a reducdo da massa 0ssea. Este
estudo observacional e transversal teve como objetivo investigar o desbalanco da
producdo de RANKL/OPG e citocinas de células TCD4+ auxiliares dos perfis Thl, Th2
e Thl7 em PVHA. Foram recrutados 23 participantes com idade acima de 50 anos,
submetidos a densitometria 6ssea (DMO) e coleta de sangue para obtencdo do
plasma. Desses, 8 apresentaram densidade 6ssea normal e 15 foram classificados
com osteopenia (7 mulheres e 8 homens). As citocinas IFN-y, TNFa, IL-2, IL-4, IL-10,
IL-17A e IL-6 foram quantificadas por citometria de fluxo (CBA). Na resposta Thl,
homens sem doenca dssea apresentaram concentracdes elevadas de IFN-y e IL-2 em
comparacao ao grupo controle. Na resposta Th2, IL-4 esteve aumentada tanto em
homens sem doenca 0ssea quanto nos osteopénicos. Em relacédo a resposta Thl7, a
IL-6 mostrou elevagBes significativas nos homens sem doenca O6ssea, homens
osteopénicos e mulheres osteopénicas, todos comparados aos controles. Foi
realizado a quantificacdo de concentra¢cdes séricas do ligante ativador de receptor do
Fator Nuclear Keppa B (RANKL) no grupo homens osteopénicos e apresentaram
reducdo, a osteoprotegerina (OPG) estava aumentado e a razdo RANKL/OPG
apresentaram concentracdes baixas, indicando um possivel consumo de RANKL
preferencialmente expresso e consumido localmente em sitios de inflamacgé&o crénica,
em vez de permanecer detectavel na circulacao. O IFN-y apresentou um papel central
ao exibir correlacdes moderadas a fortes com IL-2, IL-10 e IL-17A, além de correlacdo
direta entre IL-4 e IL-10. No grupo de homens com osteopenia, o padrao de correlacao
foi menos estruturada, incluindo correlacéo negativa entre OPG e TNF- a, sugerindo
uma desregulacdo imunoinflamatéria, A razdo RANKL/OPG mostraram um
desequilibrio do eixo condicionado pela infec¢ao pelo HIV. Sendo assim, nosso estudo
sugere o perfil Thl que o balanco de resposta tipo Thl possa atuar na interface
imunoesquelética e reduzir os efeitos da reabsorcdo 6ssea. Em conclusdo, nossos
achados revelam que, mesmo em PVHA com estabilidade clinica e supresséo
virolégica sustentada, a perda Ossea emerge como um processo silencioso,
multifatorial e progressivo, no qual a modulagcdo imunologica e o desbalanco do eixo

RANKL/OPG desempenham papel central.

Palavras — chave: HIV, RANKL, OPG, Perda 4ssea.



ABSTRACT

The advent of antiretroviral therapy (ART) has markedly improved the health of people
living with HIV/AIDS (PLWHA), allowing them to achieve greater longevity. However,
aging in this population has been accompanied by a progressive decline in
physiological integrity, including loss of bone mass. This cross-sectional observational
study aimed to investigate the imbalance in the production of RANKL/OPG and CD4*
T helper cell cytokines of the Thl, Th2, and Th17 profiles in PLWHA. A total of 23
participants over 50 years of age were enrolled and underwent bone mineral density
(BMD) assessment by densitometry and blood collection for plasma analysis. Of these,
8 had normal bone density and 15 were classified with osteopenia (7 women and 8
men). The cytokines IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-10, IL-17A, and IL-6 were quantified
by flow cytometry (CBA). Within the Th1 profile, men without bone disease exhibited
higher concentrations of IFN-y and IL-2 compared with the control group. Regarding
the Th2 response, IL-4 was increased both in men without bone disease and in those
with osteopenia. For the Th17 profile, IL-6 levels were significantly elevated in men
without bone disease, men with osteopenia, and women with osteopenia, all compared
with controls. Serum quantification of receptor activator of nuclear factor kappa-B
ligand (RANKL) in men with osteopenia revealed reduced concentrations, whereas
osteoprotegerin (OPG) was increased, resulting in lower RANKL/OPG ratios. This
pattern suggests preferential expression and consumption of RANKL at local sites of
chronic inflammation rather than persistence in circulation. IFN-y exhibited a central
role, showing moderate to strong correlations with IL-2, IL-10, and IL-17A, as well as
a direct correlation with IL-4 and IL-10. In contrast, the correlation pattern in men with
osteopenia was less structured, including a negative correlation between OPG and
TNF-a, suggesting immunoinflammatory dysregulation. The reduced RANKL/OPG
ratio further reflects disruption of this axis conditioned by HIV infection. Taken together,
our findings suggest that Thl-type responses, particularly the balance within this
profile, may act on the immuno-skeletal interface to mitigate the effects of bone
resorption. In conclusion, our study demonstrates that even in PLWHA with clinical
stability and sustained viral suppression, bone loss emerges as a silent, multifactorial,
and progressive process in which immune modulation and imbalance of the

RANKL/OPG axis play a central role.

Keywords: HIV, RANKL, OPG, Bone loss
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1. INTRODUCAO

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) tem afinidade pela proteina de
superficie celular CD4 (Cluster of differentiation 4) presentes nos linfocitos Th que
coordenam as respostas imunes a combater outras infec¢des. No estagio tardio da
infeccdo, se nao tratado, o enfraquecimento do sistema imunoldgico deixa o
organismo vulneravel a infec¢cdes oportunistas, conhecido como a sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (Moura; Faria, 2017; Trindade et al., 2019). A
terapia antirretroviral (TARV) trouxe um éxito no controle virolégico e na reducéo
significante da morbimortalidade resultando na qualidade de vida das pessoas vivendo
com HIV/AIDS (PVHA). Nos dias de hoje, a infeccédo pelo HIV deixou de ser uma
doenca letal e passou a ser uma doenca cronica (Polejack; Seidl, 2010). (Martins;
Martins, 2011; Palella et al., 1998).

Com o avanco da idade, essas pessoas apresentam maior risco de
polimedicacédo e uma carga maior de comorbidades relacionadas ao envelhecimento,
como doencas cardiovasculares, neurocognitivas e 0sseas (Compston; McClung;
Leslie, 2019; Ofotokun et al., 2015). Por essa razéo, as comorbidades relacionadas a
idade surgem mais precocemente do que o esperado do que as pessoas sem a

infeccdo pelo HIV (Warriner; Mugavero; Overton, 2014).

O HIV est4 inserido como um fator de risco para a osteoporose segundo as
diretrizes da Fundacgéao Nacional de Osteoporose (NOF). As PVHA possuem um risco
mais elevado da DMO baixa e de fraturas por fragilidade do que pessoas que nao

estdo com HIV (Cosman et al., 2014).

A perda éssea possui uma incidéncia duas vezes maior em mulheres do que
em homens. O HIV e a menopausa atuam como fatores independentes a perda 6ssea
em mulheres vivendo com HIV/AIDS em uso de TARV o que provavelmente provoca
um desbalanco ainda maior entre RANKL/OPG (Siris et al., 2014; Weitzmann, 2017).
Uma importante consequéncia metabolica da menopausa em mulheres é a reducao
da densidade mineral 6ssea (DMO) do risco de osteoporose. Para mulheres vivendo
com HIV, isso é especialmente preocupante, pois a infecgédo pelo HIV esta associada
a maior suscetibilidade a alteracbes Osseas, como osteopenia e osteoporose
(McComsey et al.,, 2010) o que resulta em risco aumentado de fraturas em
comparacao com a populacdo em geral. (Shiau et al., 2013).
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O metabolismo 6sseo envolve fisiologicamente um processo extremamente
coordenado de remodelacdo mineral continua entre formacéo O0ssea e reabsorcao
mineral (Raggatt; Partridge, 2010). Esta remodelacdo é realizada por trés unidades
multicelulares basicas (osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos) e sdo mediadas por
células imunes e citocinas (Ofotokun et al., 2015; Titanji; Ofotokun; Weitzmann, 2020;
Weitzmann et al., 2022). O processo de formacéo 0ssea e a reabsorcdo mineral sdo
moduladas por uma citocina pré-osteoclastogénica: o ligante ativador do receptor do
fator nuclear keppa B (RANKL) que e estimula os osteoclastos, e a osteoprotegerina
(OPG) uma citocina anti-osteoclastogénica que estimula os osteoblastos. Sob
condic0es fisioldgicas normais, ha um balanco de OPG/RANKL, porém em condi¢cbes
inflamatorias, o desbalanco é RANKL/OPG promovendo a perda 6ssea (Ofotokun et
al., 2015; Titanji et al., 2018; Titanji; Ofotokun; Weitzmann, 2020; Weitzmann, 2013).

A osteoporose no HIV esta associada a uma modulacdo causada pela
ativacdo imune e inflamacao crénica (Chen et al., 2022; Ofotokun et al., 2015). A
ativacdo cronica e as concentragdes persistentemente elevadas de citocinas, como
fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e as interleucinas (IL-1 e IL-6), ativam proteinas
com o RANKL, que, por sua vez, levam a ativacdo dos osteoclastos e a reabsor¢éo

ossea (De Menezes et al., 2017).

As classes de TARV possuem modos de acao distintos e sdo mediados por
diferentes vias bioquimicas. Consequentemente, as PVHA convivem com um certo
grau de alteracdes metabdlicas e a osteoporose pode ser uma delas. Todas as classes
estdo correlacionadas com a perda Ossea, sendo independente do regime
antirretroviral, dessa forma a TARV tem um efeito indireto na homeostase 0ssea
(Brown et al., 2009; Bruera et al., 2003; Piso et al., 2011). Contudo, a perda 6ssea na
infecgdo pelo HIV tem sido mais comumente associada ao uso do medicamento
antirretroviral tenofovir (TDF) em comparagdo com outros antirretrovirais (Mary-
Krause et al., 2012). Conforme as PVHA envelhecem, é esperado um aumento das
comorbidades médicas, como a osteoporose e fraturas por fragilidade (Smit et al.,
2015). No entanto, essa perda 0ssea é estabilizada ao longo do tempo (Amorosa;
Tebas, 2006; Warriner; Mugavero; Overton, 2014).

Recentemente, uma avaliacdo da densidade mineral 6ssea (DMO) por
absorciometria de raios X de dupla energia (DXA ou DEXA) foi realizada por nossa
equipe em PVHA acima de 40 anos e de ambos o0s sexos. Como as citocinas RANKL,
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OPG, e citocinas pré e anti-inflamatérias tem papeis criticos na modulacdo da
remodelacdo 6ssea, o presente estudo visa quantificar as concentracfes seéricas de
ambas as citocinas com as oriundas dos perfis de células T auxiliares Thl, Th2 e
Th17. Ao medir os niveis dessas citocinas, podemos entender melhor os mecanismos
de perda 6ssea em PVHA e, assim, desenvolver estratégias para prevenir ou tratar a

osteoporose nesse grupo de risco.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Histérico HIV/AIDS

A AIDS foi identificada pela primeira vez no ano de 1981, quando um namero
de jovens homossexuais sucumbiram a infec¢do oportunista por Pneumocystis carinii
e uma malignidade rara por Sarcoma de Kaposi, (Centers for Disease Control (CDC),
1981; Greene, 2007). Um retrovirus foi posteriormente identificado no ano de 1983 e
denominado de virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) sendo o agente
causador de uma das doencas infecciosas arrasadoras que surgiram na historia

recente (Barré-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1984; Popovic et al., 1984).

O HIV teve sua origem a partir de multiplas introduc¢des zoonoses, resultantes
da transmisséo do virus da imunodeficiéncia simia (SIV) de primatas ndo humanos
para humanos na Africa Ocidental e Central. Essa transmiss&do provavelmente ocorreu
durante atividades como cacga, comércio ou criacao de primatas, mas principalmente
pelo abate e consumo de sua carne. A partir desse contato, variantes do SIV presentes
em chimpanzés e em macacos sooty mangabey sofreram adaptacbes e mutacdes

progressivas, dando origem as diferentes linhagens do HIV. (Hahn et al., 2000).

Desde que o HIV- 1 foi exposto, as origens para seu surgimento repentino,
grau de disseminacao epidémica e sua patogenicidade Unica tem sido alvo de intenso
estudo. Em 1986 foi descoberto um virus morfologicamente semelhante, porém
antigenicamente distinto, que causava AIDS em pacientes na Africa Ocidental (Clavel
et al, 1986). Surpreendentemente, esse novo virus, nominado virus da
imunodeficiéncia humana tipo 2 (HIV-2), no entanto, estava relacionado distantemente
ao HIV-1, mas estava diretamente relacionado a um virus simio que estava causando
imunodeficiéncia em macacos no cativeiro (Chakrabarti et al., 1987; Guyader et al.,
1987).

Esses eventos zoonéticos independentes originaram varias linhagens de HIV:
grupos M, N, O e P de HIV-1 e os grupos A-H de HIV-2. A dimenséo da epidemia
causada por cada grupo ela varia consideravelmente. O grupo M do HIV-1 é o
responsavel pela pandemia global do HIV, onde aproximadamente 33 milhdes de
pessoas foram infectadas. O grupo O causa algumas dezenas de milhares de

infeccdes na Africa Centro-Ocidental. O grupo N foi encontrado num grupo de pessoas
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nos Camardes e o grupo P foi recentemente identificado em duas pessoas originarias
dos Camardes (Ayouba et al., 2001; Plantier et al., 2009; Roques et al., 2004; Simon
et al., 1998; Vallari et al., 2011).

Segundo a literatura a diversidade global e regional do HIV é complexa e est4
em constante evolucéo, representando um grande desafio para o desenvolvimento de
vacinas contra o virus. A vigilancia continua da epidemiologia molecular do HIV-1 é
essencial para o planejamento, teste e implementacao eficaz de vacinas contra o HIV
(Hemelaar et al., 2019).

2.2 Epidemiologia HIV/AIDS

Segundo a Organizacdo Pan — Americana da Saude (OPAS) o HIV
permanece sendo um problema de salude publica mundial (OPAS, 2024).
Mundialmente no ano de 2023, 39,9 milhdes de pessoas vivem com HIV no mundo,
1,3 milhdo de pessoas se tornaram recém-infectadas pelo virus e cerca de 630.000

pessoas morreram por doencgas relacionadas a AIDS no mundo (UNAIDS, 2024).

De acordo com publicacdo do Ministério da Saude em relacdo ao Boletim
Epidemiolégico de HIV/AIDS foi evidenciado que desde o ano de 2007 até junho de
2024 foram notificados ao Sistema de Informacédo de Agravos de Notificacdo (SINAN)
541.759 casos da infec¢ao por HIV no Brasil. Os resultados foram apresentados por
Regides em ordem decrescente, evidenciando que o maior indice de infec¢édo por HIV

concentra-se na regiao sudeste, a saber:

e Sudeste — 222.262 (41,0%)

e Nordeste — 118.431 (21,9%)

e Sul-101.441 (18,7%)

e Norte —56.229 (10,4%)

e Centro-Oeste — 43.396 (8,0%)

Durante o periodo analisado, observou-se que a maioria dos casos de
infecg@o por HIV ocorreu entre individuos de 15 a 24 anos, correspondendo a 24,8%
dos casos no sexo masculino e 19,4% no sexo feminino. Desde 1980 a junho de 2024,

foram identificados 1.165.599 casos de AIDS no Brasil. O pais tem registrado,
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anualmente, uma média de 36 mil novos casos de AIDS nos ultimos 5 anos. O niumero
anual de casos de AIDS vem diminuindo a partir de 2013, uma tendéncia que foi
observada em todas as regifes do pais; e em 2020 o indice atingiu 0 menor valor
desde da década de 1990 com 14,5 casos por 100 mil habitantes. Em 2023, o ranking
das UF referente as taxas de deteccdo de AIDS mostraram que os Estados de
Roraima (Boa Vista) e Amazonas (Manaus), apresentaram maiores taxas, 50,4 e 48,3

casos por mil habitantes, respectivamente em 2023 (Figura 01) (BRASIL, 2024).
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Figura 1 - Taxa de detec¢éo de aids (por 100.000 hab.) segundo UF e capital de residéncia. Brasil,
2023 (BRASIL, 2024).

2.3 Virus da Imunodeficiéncia Humana — HIV

O HIV pertence a ordem Ortervirales, faz parte da familia Retroviridae, e da
subfamilia Orthoretrovirinae e ao género Lentivirus. Este virus possui um genoma
composto por RNA e enzimas que permitem a retrotranscricdo (Deeks, 2011,
Steckbeck; Kuhlmann; Montelaro, 2013).

O HIV-1, é esférico e possui um diametro de cerca de 120nm e possui pontas
de glicoproteinas virais que se sobressaem do seu envelope (Sakuragi, 2011). O HIV
possui um nucleo cénico elétron-denso caracteristico, contornado por um envelope
lipidico que é derivado da célula hospedeira durante o processo de brotamento (Figura
2) (Steckbeck; Kuhlmann; Montelaro, 2013).
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Figura 2- Estrutura do virus HIV. Adaptado de (Steckbeck, Kuhlmann; Montelaro, 2013).

O HIV-1 contém os 3 genes estruturais tipicos dos retrovirus: gag, env e pol.
Ademais, possui 0s genes regulatorios tat, ver e nef, também possui genes acessorios
vif, vpr e vpu (no HIV-1) e vpx (no HIV-2) (Ferreira; Riffel; Sant’Ana, 2010). Os genes
gag e env codificam proteinas estruturais, (Matrix — MA, pl17), (Capsidio — CA, p24),
(Nucleocapsidio — NC, p7) e (Superficie -SU, gp120) e Transmembrana (TM, gp41)
respectivamente. O gene pol codifica as enzimas virais, (Protease — PR, p,15),
(Transcriptase reversa — TR, p66, p51) e (Integrase — IN, p,31). Os genes regulatérios
sdo fundamentais na regulacéo no ciclo viral e na patogénese do virus, o gene env é

7

uma das regides mais alterdvel do genoma do HIV, ele é responsavel pela
modificacdo das glicoproteinas de superficie e transmembrana, sua principal funcéo
€ mediar a entrada do HIV na célula (Freed, 2001). O virus normalmente infecta as

células TCD4*, os macréfagos e células dendriticas (McElrath; Haynes, 2010).

2.4 Ciclo de Replicacéo do Virus

Conforme podemos observar na figura 3, a infeccdo comeca com a ligagéo
quando o virus utiliza a glicoproteina gpl20 e os co-receptores de quimiocinas
(CXCR4/CCR5) para invadir as células TCD4* (etapa 1). Em seguida ocorre a fusao

onde o co-receptor acaba provocando alteragbes conformais subsequentes,
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permitindo que a subunidade gp4l insira seu peptideo de fusdo hidrofébico na
membrana lipidica do hospedeiro (etapa 2). Apds ocorre a entrega do ndcleo (etapa
3). Em seguida intercorre o inicio da transcricdo reversa do RNA gendémico viral
(ocorre formacao do DNA a partir do RNA pela agcédo da enzima transcriptase reversa
do HIV) (etapa 4).

1
Liberagdo e
Maturagido

Inicio da -
transcriptase @ Tradugdo
reversa HIV-T mRNA

Provirus m__ v P
desencapsulagdo e transcrigio @ Integracdo
reversa completa
@lmportaga ( ‘3«._\

Figura 3 — Ciclo de Vida do HIV ( Adaptado de RAMDAS et al., 2020).

Apébs acontece a importacdo para o nucleo da célula (etapa 5). Em seguida
ocorre a desencapsulacdo e a transcricdo reversa completa (etapa 6). ApGs ocorre a
integracdo ao DNA do hospedeiro pela enzima integrase (etapa 7). A ativacdo da
célula hospedeira leva a transcricdo do DNA em RNA mensageiro (etapa 8). Apos
ocorre a traducdo em proteinas virais (etapa 9). Em seguida ocorre a montagem
(etapa 10). Apds ocorre o brotamento onde as proteinas virais se agrupam na
superficie celular formando assim um novo virion (etapa 11). Na ultima etapa ocorre
a liberacdo e maturacao, dessa forma virion esta pronto para infectar outras células
(etapa 12) (Berger; Murphy; Farber, 1999; Doms; Moore, 2000; Ramdas et al., 2020;
Vaishnav; Wong-Staal, 1991; Waheed; Freed, 2009).
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2.5 Historia Natural da Infec¢céo pelo HIV

A histéria natural da infeccdo pelo HIV é marcada pela deterioracdo da
imunidade, causada pela infeccdo do HIV nas células do sistema imunoldgico,
principalmente os linfécitos TCD4*. Isso resulta no aparecimento severo de infec¢des
qgue normalmente seriam controladas pelo sistema imunoldgico. Conforme a
fisiopatologia do HIV, os 6rgéos linfoides sédo os principais locais de replicacéo e

propagacao do virus (Deeks, 2011; Pantaleo; Fauci, 1996).

A infeccao é caracterizada em trés fases clinicas diferentes: Infec¢cdo aguda,
fase cronica, que é também conhecida como laténcia clinica e a doenca AIDS
(BRASIL, 2018).

Durante a infeccdo primaria pelo HIV, ocorre um pico de viremia seguido pelo
desencadeamento de respostas imunes inata e adaptativa, que reduzem
significativamente a carga viral, mas ndo conseguem elimina-la. Nesse periodo ha
uma recuperacao parcial dos linfécitos CD4*, embora sem retornar aos niveis basais.
Na fase assintomatica subsequente, a perda continua das células TCD4* e a reducéo
gradativa da capacidade regenerativa das células de memodria central e ingénuas
resultam na imunodeficiéncia, mesmo com um aparente equilibrio de citocinas no
sangue periférico e no tecido linfoide. O virus persiste em replicacdo continua e a
contagem de CD4" declina de forma lenta e progressiva, culminando no
comprometimento imune profundo caracteristico do estagio avancado da infeccéo, a
AIDS (Figura 4) (Biancotto et al., 2007; Fry, 2001; Napolitano et al., 2001; Okoye et
al., 2007).
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Figura 4 — Fases clinicas da infec¢é@o pelo HIV. Adaptado de (An; Winkler, 2010).

Conforme podemos observar na figura 4, a progressdo da doenca do HIV é
representada pela contagem relativa de células TCD4* em células/mm 2 (azul) e RNA
viral do HIV em cépias/ml de plasma (vermelho) e a sua relacéo durante o HIV desde

a aquisicdo até ao desenvolvimento da AIDS (An; Winkler, 2010).

A fase aguda é caracterizada pela infec¢ao dos linfécitos TCD4+ de memoria
nos tecidos linfoides das mucosas e pela morte de um grande numero de células
infectadas. Os tecidos das mucosas sao grandes reservatorios de linfocitos e sdo
importantes locais de residéncia de linfocitos T de memoria, esta perda causa uma
deplecédo de linfocitos, tanto que poucas células sdo detectadas no sangue e outros
tecidos (Alcami, 2004; Brenchley et al., 2006; Haase, 2005). Esta fase pode durar de
4 a 12 semanas sem 0s sintomas clinicos especificos, e frequentemente ocorre: febre,
dor de cabeca, entre outros sintomas comuns outras doencas virais (figura 4)

(Katzenstein et al., 2003).

Apés a infeccdo das mucosas, ocorre a disseminagcdo do virus e o
desenvolvimento de respostas imunes do hospedeiro, conhecido como viremia
primaria (Kumar et al., 2010). As células dendriticas (DCs) que estdo presentes no
epitélio capturam o virus no local de entrada e migram para os linfonodos, onde elas
disseminam o virus para os linfocitos TCD4+ atraveés de contato direto de célula a
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célula. Esse processo de replicacdo induz a viremia secundaria, quando um alto
namero de particulas do virus esta presente no sangue. O virus se dissemina pelo
organismo devido a infec¢do de linfécitos TCD4+, macréfagos e DCs nos tecidos
linfoides periféricos (Kumar et al., 2010). Enquanto a infec¢ao se dissemina, a pessoa
desenvolve respostas imunes humorais e células antivirais (Gandhi; Walker, 2002).
Essas respostas sdo evidenciadas pela soroconversao e pelo desenvolvimento de
linfécitos citotoxicos CD8+ (TCD8+) para o virus, contendo parcialmente a infec¢éo e
a producéo viral (Kumar et al., 2010; Staprans; Feinberg, 2004).

ApoOs a resolucao do quadro da infeccédo primaria e soroconversao, a pessoa
entra na fase cronica ou laténcia, esta fase pode durar até 10 anos, ou até que
ocorram infec¢cdes oportunistas ou quadros clinicos graves e que perduram,
caracterizando manifestacéo da AIDS (figura 4) (Pantaleo; Fauci, 1996). A replicacéo
viral € mantida no baco e nos linfonodos, porém, ha um balanco entre a destruicédo
das células TCD4+ e sua producao. Contudo, ocorre uma destruicdo lenta e gradativa
de células TCD4+, macrofagos e DCs (Bartlett; Moore, 1999; Geskus et al., 2007).

7z

A fase final da infeccdo € a progressdo para a AIDS (figura 4), que é
caracterizada pelo colapso das defesas do hospedeiro. Esse colapso leva a infecgéo
a uma evolucdo para doenca grave, caracterizada pelo aparecimento de
comorbidades e coinfeccfes, que podem resultar ao 6bito (Kumar et al., 2010). Esta
etapa € marcada pela intensa e progressiva deplecéo das células TCD4+ (Forsman,;
Weiss, 2008). Concordou-se que as pessoas infectadas desenvolvem a AIDS quando
a carga viral esta alta e a contagem de linfocitos TCD4+ é menor que 200 mm? (Naif,
2013). A deplecdo é intensificada pelo aumento de apoptose de linfocitos infectados
e nao infectados pelo HIV (Forsman; Weiss, 2008). Ocorrem a producéo e/ou ativagao
de citocinas pr6 e anti-inflamatérias que refletem uma intensa replicacdo viral
associada a uma imunossupressao que predispde as infec¢gbes oportunistas e/ou
neoplasias (Gandhi; Walker, 2002).

Embora o sistema imunolégico possua uma capacidade generativa, ocorre
perdas que ndo conseguem ser compensadas devido a replicagéo viral e a destruicao
dos linfocitos TCD4*, o que leva a uma exaustdo do sistema imunol6gico e a uma
grave deplecéo desses linfocitos, a manifestagéo tardia da infeccdo é a AIDS (figura
4). Antes da introducdo da TARV, a expectativa de vida apos o diagnoéstico da AIDS
era de aproximadamente um ano (Lemp, 1990).
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2.6 Imunopatogénese do HIV

Uma caracteristica marcante da patogénese do HIV é a incapacidade do
sistema imunoldgico de controlar e eliminar o virus. Os eventos iniciais apds a infeccao
viral tém recebido uma atencédo especial, pois, em infec¢gbes virais comuns, as
respostas primarias costumam ser suficientes para eliminar o virus. No caso do HIV,
essas respostas nao sao eficazes na eliminacdo do patdgeno. A resposta imunolégica
inicial ao HIV é mediada predominantemente por mecanismos inatos e pela ativagdo
de linfécitos T CD8* citotoxicos, capazes de reduzir a carga viral, mas ndo é
dependente de anticorpos como em outras infec¢gdes virais, jA que a soroconversao
nao ocorre em poucos dias. Durante a fase aguda, observa-se um pico de viremia
plasmatica, mas a producdo de anticorpos € retardada. Esse atraso decorre da
elevada variabilidade genética e da intensa glicosilacdo das proteinas de envelope,
que dificultam o reconhecimento antigénico pelos linfécitos B, somando-se a
dependéncia da ativacdo coordenada dos linfécitos B por linfocitos T CD4™ auxiliares,
cuja deplecéo precoce em tecidos linfoides e na mucosa intestinal compromete essa
interacdo. Como resultado, a soroconversao s6 se estabelece semanas apds a
infeccdo. Este fator dificulta a detec¢éo diagndstica em alguns casos (Mogensen et
al., 2010).

Na fase aguda da infeccdo pelo HIV, a resposta imune é marcada pelo
reconhecimento inicial do virus por DCs, que desempenham um papel essencial na
patogénese da doenca. Esse reconhecimento ocorre nos estagios iniciais e persiste
ao longo de toda infeccéo (Turville et al., 2001). Isso acontece porque essas células
sdo os alvos primarios do virus ap0s a exposi¢cdo da mucosa, e podem também ser

utilizadas como reservatorio viral (McMichael et al., 2010).

O evento inicial para que o HIV infecte uma DC ¢ a ligacdo ao CD4, mediada
pela proteina gpl20, e aos co-receptores CCR5 e CXCR4. As DCs também
conseguem capturar o HIV por meio de receptores de lectina, especialmente o CD209,
também chamado de DC-SIGN (Dendritic cell — specific ICAM3 grabbing non-integrin)
(Manches; Frleta; Bhardwaj, 2014; Turville et al., 2002). A interacdo entre o HIV-1 e o
receptor DC-SIGN provoca a internalizacao do virus, mantendo intacto no endossomo.
Ao transportar o virus para os linfonodos, as DCs aumentam a probabilidade de
infecc@o dos linfocitos TCD4* e a rapida disseminacdo subsequente do virus nas
células do hospedeiro (Martin-Gayo; Yu, 2017; Sabatté et al., 2007).
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Ja foi demostrado, que na infeccdo pelo HIV, as células dendriticas
plasmaocitoides (pDCs) sdo capazes de induzir um estado antiviral caracterizado pela
producdo de grandes quantidades de IFN-a (interferon alfa), além de outras
quimiocinas e citocinas pré — inflamatorias, a partir do reconhecimento do RNA viral
via TLR7 (Manches; Frleta; Bhardwaj, 2014). Contudo, estudos demonstraram que as
pCD podem induzir a diferenciacéo das células T reguladoras (Tregs) € maior liberacao
de IL-10 suprimindo a ativacdo de células linfécitos T CD8* citotoxicos efetores
(Manches et al., 2008). Nos compartimentos teciduais preferenciais do virus, como a
mucosa intestinal, essa resposta pode diminuir a populac¢des das células Th17 durante
a infeccao, levando a perda da integridade intestinal e a consequente translocagéo
microbiana, o que favorece a progressao para a AIDS (Brenchley et al., 2006; Favre
et al., 2009).

Durante a infeccdo aguda, as células natural killer (NK) também atuam que
um papel central na modulagédo da forca e funcédo da resposta antiviral das células
TCD8*.Elas sao preparadas para responder de forma rapida as células infectadas pelo
HIV, que possui expressdo aumentada de ligantes para receptores NK ativadores
codificados pela linha germinativa (NKRs), como ocorre nas células infectadas pelo
HIV (Tremblay-McLean et al., 2017). As células NK matam células T auxiliares CD4*
especificas do virus como é observado durante a infeccdo primaria, podendo assim
reduzir a quantidade de ajuda necessaria para a ativacdo de células TCD8*, ou podem
matar células dendriticas mieloides (mDCs), contribuindo para o desenvolvimento de
uma resposta imune adaptativa deficiente. Além disso, as células NK podem matar
diretamente células TCD8" especificas do virus ativado (figura 5) (Altfeld; Gale Jr,
2015).
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Modulagdo mediada por células NK da fungdo das células T CD8 +
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Figura 5 - Modulagdo mediada por células NK da funcao das células T CD8 * antivirais. Adaptado de

(Altfeld; Gale Jr, 2015).

O HIV tem um impacto significativo no tecido linfoide associado ao intestino,
comprometendo a integridade epitelial intestinal. Isso resulta em uma translocagéo
microbiana e inicia uma ativagcao imunoldgica cronica e aguda. A ativacao imunoldgica
persistente agrava o esgotamento progressivo de células TCD4*, levando a alterac6es
nos fenotipos das células T e promovendo a exaustdo dessas células. A infeccéo pelo
HIV também danifica a rede de células reticulares fibroblasticas dentro dos tecidos
linfoides, afetando sua estrutura e, consequentemente, as reacgdes do centro
germinativo. O HIV causa um efeito cumulativo no sistema imunologico que
compromete a capacidade do hospedeiro de coordenar de forma efetiva as respostas
imunoldgicas contra outros patégenos ou responder de forma ideal as vacinas (figura
6) (Hoft; Burgers; Riou, 2024).
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Figura 6 - Desregulacéo imunoldgica associada ao HIV. Adaptado de (Ho6ft; Burgers; Riou, 2024).

2.7 Terapia Antirretroviral (TARV)

Com a introducdo da TARV, tornou-se possivel controlar a multiplicacdo viral
e desacelerar a progressdo da doenca. Isso resultou em uma reducdo da
morbimortalidade associada e proporcionou as PVHA uma maior expectativa e
qualidade de vida. Além disso, a infeccdo passou a ser considerada uma condi¢éo

cronica passivel de controle (Fiuza et al., 2013; Picelli; Diaz-Bermudez, 2014).

A adesdo a TARV é crucial para a eficacia do tratamento da infec¢éo pelo HIV,
para garantir uma supressao viral sustentada, € necessario que a ingestdo dos
medicamentos ultrapasse 95% das doses recomendadas (Paterson et al., 2000). Os
beneficios deste tratamento, destacam-se o aumento da sobrevida, a reducdo das
internacdes hospitalares, a diminuicdo da incidéncia de infeccbes oportunistas e da
transmissao vertical do HIV, além da melhoria da qualidade de vida e da manutencéo
da produtividade dessas pessoas (Polejack; Seidl, 2010). Os autores Polejack e Seidl

(Polejack; Seidl, 2010) ressaltam que, entre as estratégias para combater a epidemia
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globalmente, sobressai o programa brasileiro de distribuicdo universal e gratuita de
medicamentos antirretrovirais para PVHA, implementado desde 3 de novembro de
1996 pela Lei n®9.313 (Brasil, 1996).

Todas as etapas do ciclo de replicacéo viral caracterizam alvos para a TARV.
No presente, 0 esquema inicial contém 3 classes de farmacos usados na TARV para
combater o HIV, possuindo dois inibidores de transcriptase reversa analogos de
nucleos(t)ideos (ITRN) e possui um terceiro de outra classe: um inibidor de integrase
(INI), um inibidor de protease potencializado com ritonavir (IP/r) ou um inibidor de
transcriptase reversa ndo analogos de nucleotideos (ITRNN). De acordo com o
ministério da saude o esquema deve ser administrado em dose Unica diaria. A
associacao de tenofovir e lamivudina pertencem a classe dos ITRN, enquanto o
dulegravir, o darunavir potencializado por ritonavir e o efavirenz sao, respectivamente,
a escolha dentre os INI, IP/r e ITRNN. E importante salientar que o esquema
preferencial para o inicio do tratamento € a associacado de tenofovir com lamivudina e
dolutegravir (Brasil, 2024).

A necessidade de adeséo entre 0s usuarios da terapia ainda propicia o dano
ao sistema imunoldgico, que se reflete em niveis baixos de linfécitos TCD4*, que tem
como resultados a progresséo para AIDS e consequentemente o aumento da chance

de manifestacéo de infeccdes oportunistas (Fonseca et al., 2012; Romeu et al., 2012).

2.8 Impacto do Uso Prolongado da TARV na perda Ossea

Com o constante aprimoramento das combinacdes de TARV, o perfil da
populacdo com HIV esta se transformando e a expectativa de vida das PVHA em uso
regular da terapia se aproxima agora da populacdo que néo possui a infecgdo. Em
paises Europeus e nos Estados Unidos da América (EUA), mais de 50% dos pessoas
vivendo com HIV/AIDS tém mais de 50 anos (Alvarez et al., 2016; Scherrer et al.,
2022). Contudo, a TARV néo leva a cura e a infec¢ao persistente e subclinica mantem
uma inflamacao crénica causada por uma ativacdao imunolégica que a longo prazo
gera complicagbes nao relacionadas a AIDS contribuindo para um cenario de

aceleracdo do envelhecimento representado na figura 7 (Nasi et al., 2016).

Esta condicdo, relativamente nova, € extremamente complexa que envolve

diversos 6rgéos e sistemas além dos responsaveis pela imunidade. Além dos fatores
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de risco comportamentais tradicionais, foram identificados importantes fatores como
toxicidade dos tratamentos antirretrovirais e a inflamacédo crénica, que levam a um
declinio funcional e uma maior vulnerabilidade a lesdes ou patologias (Justice, 2010).
A salde Ossea das PVHA resulta das intera¢cdes complexas entre o envelhecimento,
comorbidades e fatores de risco classicos que afetam a fragilidade 6ssea sendo muito
comum nessa populacdo e, em menor grau, da infeccdo por HIV bem controlada
(Biver, 2022).
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Figura 7 — O virus HIV, o envelhecimento e a terapia antirretroviral combinada (CART do inglés,
combined anti-retroviral therapy) desempenham um papel na causa de diversas morbidades presentes

durante a infeccao pelo HIV. Adaptado de (Nasi et al., 2016).

A literatura aponta que ha prevaléncia e incidéncia de osteoporose em PVHA
a partir da quinta década de idade em comparagdo com pacientes controles,
principalmente (Goh et al., 2018; Jespersen et al., 2021). Essa incidéncia foi
demonstrada em varias populacdes, incluindo mulheres na Africa do Sul rural
(Gregson et al., 2020). Por outro lado, foram relatados déficits substanciais no
conteudo mineral 6sseo e na densidade, apesar do uso de TARV com criangas e
adolescentes com idades entre 8 e 16 anos vivendo com HIV na Africa Subsaariana.

O efeito do HIV na DMO foi acentuado nas ultimas fases da puberdade, especialmente
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nas mocas, e com a utilizacdo da medicacédo tenofovir disoproxil fumarato (TDF)
(Rukuni et al., 2021).

Assim, a TARV afeta a salude éssea, independentemente da diminuicdo
indireta e transitéria da DMO que é observada ap0s o inicio de qualquer regime de
TARV, associada a reconstituicdo imunoldgica. O declinio maior na DMO ocorre ap0os
0 inicio na TARV, por um periodo limitado de 1 a 2 anos. Os dados do estudo START
mostraram claramente que a perda o6ssea durante o inicio da TARV ¢é
significativamente maior do que a causada pela infec¢ao HIV isoladamente (Ofotokun
et al., 2015, 2016). No entanto, esses efeitos ndo se comparam com a perda 0ssea
em PVHA com a infeccdo HIV néo tratada. Nesses casos, a DMO diminui
vertiginosamente devido a saude instavel, perda de peso e feitos diretos do virus. (Hoy
et al., 2017).

2.9 Imunologia e perda 0ssea

O osso € constituido por uma matriz extracelular que inclui uma proteina
fibrosa chamado coladgeno tipo | e uma matriz mineral. O coldgeno € sintetizado por
fibroblastos e osteoclastos, enquanto a matriz mineral ou inorganica, composta por
hidroxiapatita de calcio, é produzida pelos osteoblastos. O 0sso é um tecido dinamico
e metabolicamente ativo, que passa por um continuo processo de modelagem e
remodelacdo. A modelagem é responsavel pelo crescimento e pela adaptacéo
mecénica do 0sso, resultando em modificagdes na sua estrutura devido a carga
mecanica do corpo. A remodelacdo Ossea, por sua vez, remove € repara 0 0SSO
danificado (como fraturas), mantendo a integridade do esqueleto adulto e a
homeostase mineral. Ambos 0s processos sdo conduzidos por uma populagéao
heterogénea de células, que formam a unidade multicelular basica do tecido 0sseo,
composta por trés tipos de células: osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos (Raggatt;
Partridge, 2010).

Os osteoblastos séao responsaveis pela producdo e mineralizacdo da matriz
0ssea por meio da secrecao de colageno e sua calcificacdo em matriz 6ssea. Eles se
desenvolvem a partir de células mesenquimais pluripotentes, guiados por fatores
regulatérios de transicdo. Os precursores dos osteoblastos tém origem na medula

O0ssea e migram através na circulacdo, sendo especificamente adaptados para
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remover a matriz 0ssea mineralizada. Essas células expressam receptores do
horménio da paratireoide (Paratorménio -PTH). O estagio de diferenciacdo dos
osteoblastos determina a contribuicAo de cada subpopulagdo no processo de
remodelacdo 6ssea (Raggatt; Partridge, 2010).

Os osteoclastos sdo responsaveis pela reabsorcdo 6ssea por meio da
degradacédo da matriz 6ssea e remodelacdo do tecido 0sseo. Eles se originam de
precursores mononucleados de linhagem mieloide e derivados de mondcitos e
macréfagos. Eles séo atraidos para os locais de reabsorcdo O0ssea por produtos
parcialmente degradados do osteoide. Essas células possuem caracteristicas
morfologicas e fenotipicas distintas que facilitam sua identificacdo. Os osteoclastos
sdo grandes, resultando da fusdo de células mononucleadas, podendo conter até 50
ndcleos, e expressam fosfatase acida resistente ao tartaro e receptor de calcitonina.
Além disto, produzem citocinas da resposta imunolégica, incluindo o RANKL,
necessario para a sobrevivéncia, expansao e diferenciacdo de células precursoras de

osteoclastos (Raggatt; Partridge, 2010).

Os ostedcitos sédo originados dos osteoblastos durante a formacao do 0sso.
Apoés a mineralizacdo da matriz 6ssea, essas células ficam incrustadas no tecido
0sseo e formam uma rede que se estende por todo osso mineralizado. Com longos
processos semelhantes a dendritos que se estendem pelos canaliculos (tuneis) dentro
da matriz mineralizada, os ostedcitos sdo metabolicamente menos ativos. No entanto,
sdo extremamente abundantes, constituindo aproximadamente 90-95% de todas as
células Osseas. Eles respondem a carga mecéanica, como peso corporal e a atividade
fisica (Raggatt; Partridge, 2010).

Tanto o processo de remodelacdo quanto o de modelagem Ossea sao
extremamente coordenados por células imunolégicas envolvidas na fisiologia 0ssea.
A localizagdo anatbmica proxima entre 0 0sso e a medula 0ssea permite uma
interacdo dinAmica entre os sistemas esquelético e imunoldgico. A influéncia das
células imunes na regulacdo 6ssea dinamica € observada em condi¢des patoldgicas,
como doencas imunes e disturbios hormonais. No campos da biologia 0Ossea,
pesquisas apontam para a existéncia de uma interface imunoesquelética, na qual
células e citocinas desempenham um papel crucial nas funcdes efetoras entre os

sistemas esquelético e imunoldgico (Raggatt; Partridge, 2010).
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Por meio de fatores anti-osteoclastogénicos e pro-osteoclastogénicos, o
sistema imunolégico modula a resposta dos osteoblastos e 0s osteoclastos
respectivamente. Fisiologicamente, os fatores anti-osteoclastogénicos preservam a
massa 0ssea, enquanto fatores pré-osteoclastogénicos, associados a respostas
infamatdrias, promovem a perda Ossea (Raggatt; Partridge, 2010; Warriner;

Mugavero; Overton, 2014).

7

A perda Ossea € uma parte natural do envelhecimento, mas pode ser
intensificada por varias patologias que afetam muitas pessoas. A osteoporose ocorre
guando a taxa de reabsorcdo 0ssea pelos osteoclastos excede a taxa de formacao
0ssea pelos osteoblastos, levando a perda 6ssea. Como 0 0SS0 esta constantemente
em remodelacdo, mantendo o equilibrio sincronizado entre a reabsorcdo e a
formacdo, a desregulacdo desse processo durante o periodo inicial da infeccéo
primaria e apos o inicio da TARV é responsavel pela perda 6ssea acelerada e pelas
altas prevaléncias de osteoporose em PVHA. Em casos de imunodeficiéncia ou
inflamacé@o decorrentes de doencas autoimunes, o esqueleto fica vulneravel a
disfuncdo imunolégica, o que pode resultar em danos colaterais graves, como a
osteoporose e 0 aumento do risco de fraturas 6sseas (Compston, 2016; Weitzmann,
2017).

A dindmica envolvida entre as citocinas e a osteoclastogénese sdo descritas
na figura 8 onde se observa que as interacdes entre o sistema imunoldgico e o sistema
esquelético sao intrincadas e tém um papel fundamental na regeneracéo e reparo dos
0ssos. Neste contexto, diferentes subpopula¢des de células T, como Thl, Th2, Th17
e Treg, secretam citocinas distintas e importantes na regulacédo da osteoclastogénese
e na atividade dos osteoblastos, influenciando diretamente o equilibrio entre a
formacao e a reabsorgéo 6ssea (Yang; Liu, 2021).
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Figura 8 - InteracGes entre os sistemas imunoldgico e esquelético. (Yang; Liu, 2021).

As células Th17 sdo especialmente notaveis por sua capacidade de promover
a osteoclastogénese. Elas sao conhecidas por secretar a interleucina-17 (IL-17), uma
citocina que induz a expresséao do ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa
B (RANKL) em células do estroma e osteoblastos, essencial para a diferenciacdo dos
precursores de osteoclastos em osteoclastos maduros. Além disso, a IL-17 estimula
a producéo de citocinas inflamatorias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
a interleucina-1 (IL-1) por células do sistema imune inato, que, por sua vez, também
promovem a osteoclastogénese. Esses processos resultam na inibicdo da funcéo

osteoblastica e na intensificagédo da reabsorgcdo 0ssea (Yang; Liu, 2021).

Por outro lado, as células T das subpopulagcbes Thl, Th2 e Treg atuam como
inibidoras da osteoclastogénese. Por exemplo, as células Thl, secretam interferon-
gama (IFN-y) que inibe a diferenciacdo dos osteoclastos ao interferir na via de
sinalizacdo do RANKL-RANK. As células Th2 produzem interleucina-4 (IL-4) que

também antagoniza o efeito do RANKL, inibindo a atividade osteoclastica. As células
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Treg, por sua vez, desempenham um papel regulador crucial, secretando IL-10 e
CTLA-4, citocinas que suprimem a inflamacéo e reduzem a atividade osteoclastica,

criando um ambiente mais propicio a formacgéo 6ssea (Yang; Liu, 2021).

Além disso, as células B contribuem significativamente para a regulagédo da
remodelacdo Ossea, antagonizando os efeitos do RANKL por meio da secrecdo de
osteoprotegerina (OPG), que bloqueia a ligacdo do RANKL ao seu receptor RANK nos
precursores osteoclasticos. Ademais, as células B secretam o fator de crescimento
transformador beta (TGF-3), que pode induzir a apoptose dos osteoclastos, ajudando

a preservar o tecido 6sseo (Yang; Liu, 2021).

2.10 RANKL/OPG na Perda Ossea em PVHA

O esqueleto é renovado constantemente pela acdo coordenada de
osteoclastos e os osteoblastos. Na presenca de concentracdes permissivas do fator
estimulador de colénia de macréfagos (M-CSF), a citocina osteoclastogénica chave
RANKL se liga ao seu receptor RANK expresso em precursores de osteoclastos e
promove sua diferenciacdo em pré-osteoclastos, no qual se fundem para originar
osteoclastos maduros com sua caracteristica polinuclear. Essa osteoclastogénese
pode ser inibida pela citocina osteoprotegerina (OPG), que ira inibir a interacdo entre
RANK e RANKL. Essa relacédo entre RANKL e OPG é um dos fatores determinantes
para a diferenciacdo osteoclastica e a reabsorcdo Ossea (Weitzmann; Ofotokun,
2016).

A figura 9 evidencia o0 equilibrio dindmico entre fatores pro-
reabsortivos/calciotropicos e calciomiméticos (A) e fatores anabdlicos ou anti-
reabsortivos (B) na regulacao da atividade osteoclastica e da remodelacédo 6ssea. No
painel A, observa-se que a expressao de RANKL em osteoblastos, células T ativadas,
fibroblastos sinoviais e células estromais da medula éssea promove a ligacdo ao
receptor RANK nos pré-osteoclastos, estimulando sua diferenciacdo em osteoclastos
multinucleados e garantindo sua ativacdo e sobrevivéncia. Esse processo é
impulsionado por mediadores como PTH, vitamina D ativa, PGE,, TNF, IL-1, IL-6 e

LIF, que funcionam como fatores pro-reabsorcao (Boyle; Simonet; Lacey, 2003).
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Figura 9 - Dindmica osteoclastogénica. Adaptado (Boyle; Simonet; Lacey, 2003).

Ja no painel B, a OPG atua como um receptor ‘decoy’ (receptor isca) que se
liga ao ligante sem gerar sinal intracelular, apenas neutralizando o RANKL, levando a
inibicdo da osteoclastogénese ou a reducdo da sobrevida dos osteoclastos. A
expressdo de OPG é estimulada por fatores com efeito anabdlico ou anti-reabsortivo,
como estrogénios, calcitonina, TGF-, BMPs, TPO, PDGF e calcio, os quais
favorecem a inducdo da apoptose osteoclastica e a preservacao da massa 6ssea.
Assim, a figura ilustra de forma clara a interacdo entre mediadores inflamatorios,
hormonais e imunoldgicos no controle da remodelacdo Ossea, destacando a
importancia do eixo RANK/RANKL/OPG na interface imuno-esquelética (Boyle;
Simonet; Lacey, 2003).

Estudos revelaram que as células imunes regulam potencialmente a
renovacao Ossea fisiologica e patologica. As células B secretam OPG (Yun et al.,
1998), e estudos realizados em camundongos demonstraram, que sob condi¢des
fisiol6gicas, essas células de linhagem B sédo a fonte dominante de OPG na medula
Ossea e as células T sado as reguladoras centrais da expressao de OPG das células B

por meio das interagdes co-estimulatorias (Toraldo et al., 2003).
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2.11 Impacto do HIV na Homeostase Ossea e Remodelacdo Esquelética

A infeccdo pelo HIV causa danos externos a imunidade celular e humoral com
reflexo sobre a remodelacdo Ossea e seus reguladores como demonstrado na
literatura (Day et al., 2006; Moir et al., 2008). Um estudo com um modelo de rato
transgénico com o genoma do HIV demonstraram degradacdo esquelética
significativa e a reabsorcéo 0ssea osteoclastica elevada (Vikulina et al., 2010). Além
disto, o estudo mostrou um declinio significativo na expresséo de células B do fator
anti-osteoclastogénico OPG e houve um aumento da expressdo de células B da
citocina pré-osteoclastogénia RANKL (Vikulina et al., 2010).

Estudos de Kehmia Titanji e colaboradores validaram essas descobertas pré-
clinicas na infec¢do humana pelo HIV e mostraram pela primeira vez em humanos um
possivel papel para a disfungéo das células B na perda 6ssea associada ao HIV. Eles
demostraram que as células B isoladas de pessoas com a infec¢do pelo HIV sem a
TARV apresentam caracteristicamente um desequilibrio na expressdo de OPG e
RANKL das células B, dessa forma resultando em condi¢8es favoraveis a reabsorcéo
0ssea osteoclastica aumentada (Titanji et al., 2014).

A regulacdo da homeostase 6ssea esta intrinsecamente ligada a um equilibrio
de resposta pré e anti-osteoclastogénica. O envelhecimento natural do ser humano
envolve um desbalanco gradual em favor de uma resposta pro-osteoclastogénica
devido ao inflammaging. A infeccédo pelo HIV e a TARV tendem a causar esse mesmo
desbalanco de uma forma mais precoce. Os autores levantaram a hip6tese de que a
perda 6ssea induzida pelo HIV pode ser causada em parte pela interrupcdo da
interface imunoesquelética. Portanto, um estudo comparativo entre PVHA com ou sem
perda éssea e que estdo submetidos aos mesmos esquemas de TARYV, tendo como
uso comum o tenofovir, pode contribuir com informagbes importantes sobre a

modulacdo imune e a perda éssea induzida pelo HIV.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Titanji%20K%5BAuthor%5D
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3. JUSTIFICATIVA

Com o advento da TARYV, as PVHA vém alcancando idades superiores a 50
anos e a reducao da massa 6ssea tem sido observada de forma mais acelerada nesse
grupo. A inflamacdo crénica decorrente da ativacdo imune estd associada a
modulacdo do metabolismo 6sseo, um processo regulado por multiplos fatores que
interagem por mecanismos complexos e ainda pouco compreendidos. Diante disso, 0
estudo investigou o papel das citocinas de diferentes perfis de linfécitos T CD4*
auxiliares (Thl, Th2 e Th17), bem como os mediadores da interface imunoesquelética,
em especial o eixo RANKL/OPG, a fim de compreender como esses elementos podem

estar envolvidos na regulacéo da remodelacdo 6ssea em PVHA.

Considerando que ha poucos estudos, especialmente no Brasil, que explorem
a associacao entre o desbalanco RANKL/OPG e a perda 6ssea em PVHA, buscamos
aprofundar essa analise comparando individuos em estabilidade clinica, com faixas
etarias e tempo de tratamento semelhantes, e todos em uso de TARV contendo
tenofovir. Em avaliacdes prévias de DMO nesse grupo, verificamos que algumas
pessoas apresentavam perda 6ssea enquanto outras ndo, o que reforga a relevancia
de investigar as citocinas pré e anti-osteoclastogénicas em conjunto com 0 eixo
RANKL/OPG, tendo como foco principal compreender a relacdo entre inflamacéo,

resposta imune adaptativa e perda éssea em PVHA acompanhadas em Manaus.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Avaliar o desbalanco da producdo de RANKL/OPG e citocinas de células
TCDA4* auxiliares do perfil Th1/Th2/Th17 associado a perda 6ssea em PVHA.

4.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar o perfil clinico e epidemiolégico de pessoas vivendo com
HIV/AIDS (PVHA) com alteracdes na densidade mineral éssea.

2. Comparar os niveis séricos de RANKL, OPG e citocinas associadas aos
perfis Thl, Th2 e Thl7 entre PVHA com osteopenia (homens e mulheres) e homens

PVHA com densidade mineral 6ssea preservada.

3. Analisar as correlacdes entre os niveis séricos de RANKL, OPG e as
citocinas dos perfis Thl, Th2 e Th1l7 com a perda 6ssea em PVHA.
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5. METODOLOGIA
5.1 Aspectos Eticos

A aprovacao ética do estudo foi concedida pelo Comité de Etica da Fundagéo
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 Fundagéo de
Medicina Tropical (FMT-HVD), Manaus, Estado do Amazonas. Apos aplicacao dos
critérios de elegibilidade, foi solicitada a autorizacdo dos pacientes ou de seus
responsaveis para a inclusdo no estudo, formalizada mediante assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Apos o preenchimento do TCLE, foi

realizado uma entrevista utilizando o Formulario Epidemiologico.

5.2 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo observacional e transversal com PVHA com idade
acima de 40 anos atendidas no ambulatorio de retrovirologia humana da FMT-HVD.
Entre junho/2023 e junho/2024, 23 PVHA de ambos 0s sexos realizaram densitometria
O0ssea por DEXA. Foi realizado a coleta de amostras de 9 ml de sangue para
separacao do plasma. Amostras de um grupo composto por 15 pessoas com idade

superior aos 40 anos de idade foi usado como grupo controle.

5.3 Critérios de Inclusdo e Nao — incluséao

Critérios de Inclusdo: PVHA com comprovacédo soroldgica, idade acima 40
anos, de ambos os sexos, com carga viral indetectavel e atendidos no ambulatério de

retrovirologia humana na FMT-HVD.

Critérios de Nao - Inclusdo: mulheres PVHA gravidas, pessoas que nao
apresentam comprovagao soroldgica 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 0ssea.
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5.4 Coleta das Amostras

As amostras de sangue foram coletadas no ambulatério de retrovirologia
humana da FMT-HVD e processadas para obtencdo de plasma na Unidade de
Pesquisa Clinica Carlos Borborema (UPCCB). Foram coletados até 9 mL de sangue
total em tubos de heparina, e apdés foram encaminhadas ao laboratério para a

separacao de plasma.

5.5 Obtencdo dados clinicos

Todo o histérico clinico dos pacientes foi obtido através do sistema de
prontuério eletrénico (iDoctor versdo 1.0.69b86), e foram coletados os dados clinicos

de comorbidades, frequéncia de internacdes, tratamento e estado de saude geral.

Foi obtido também dados laboratoriais de sorologia, carga viral, contagem de

células TCD4* /TCD8*, marcadores hematoldgicos e bioquimicos.

5.6 ELISA para Marcadores de Renovacdo Ossea

Foram analisadas amostras de 23 pessoas vivendo com HIV/AIDS (PVHA),
nas quais se avaliaram os niveis séricos de RANKL, OPG e de citocinas dos perfis
Thl, Th2 e Thl7, com o objetivo de investigar possiveis associacbées com a perda
O0ssea. Como grupo controle, foram utilizadas amostras de 15 individuos com idade

superior a 40 anos, sem diagndstico de HIV.

A dosagem das concentracdes séricas de RANKL e OPG nos plasmas foi
realizada por meio de kits comerciais de ELISA: RANKL (Human TNFSF11 ELISA®
Kit) e OPG (Human Osteoprotegerin SimpleStep ELISA® Kit), ambos da empresa

Abcam, conforme as instru¢cdes dos protocolos fornecidos pelos fabricantes.

5.7 Quantificacao de Citocinas do plasma

Foram realizados as dosagens das citocinas, interleucina-2 (IL-2),
interleucina-4 (IL-4), interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), concentracdes de
proteina do fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-17A (IL-17A) e interferon

gama (IFN-y) pela técnica de citometria de fluxo Cytometric Bead Array - CBA,
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utilizando o Human Th1/Th2/Th17 CBA Kit, marca BD™ Biosciences, San Diego, CA),
seguindo as orientacbes técnicas contidas nos protocolos preconizados pelo

fabricante.

5.8 Andlise Estatistica

Os dados foram tabulados em banco de dados criado pela Fundacdo de
Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado — (FMT-HVD), iDoctor - verséo 1.0.69b86.
Para analise dos dados, foi feita a analise descritiva com média e desvio padrao para
dados paramétricos, ou mediana e intervalos interquartil (IQR) para dados néo
paramétricos, para comparacao entre dois grupos foi utilizado teste de Mann-Whitney,

e nas comparacg0Oes entre os trés grupos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis.

Os dados foram analisados no software STATA (versao 13.0), e para analise
e confeccdo dos gréficos foi o utilizado o GraphPad Prism (versao 9.0.2), para as
analises de correlacdo multivariada foi utilizado teste de Spearman, os resultados

foram considerados estatisticamente significativos até P< 0,05.
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6. RESULTADOS

Entre junho/2023 e junho/2024, 23 PVHA a partir de 40 anos foram atendidas
e recrutadas por conveniéncia em um ambulatério de retrovirologia humana da FMT-
HVD. A predominancia foi do sexo masculino, 16 homens e 7 mulheres (tabela 1). De
acordo com o resultado do exame de densitometria 0ssea, dos 23 participantes do
estudo, 8 foram classificados sem doenca 6ssea, 15 foram classificados com
osteopenia em pelo menos um dos locais avaliados (fémur ou lombar), sendo 7
mulheres e 8 homens (tabela 1). Verifica-se tendéncia maior de mulheres com
osteoporose em relacdo aos homens (p=0.048). Como todas estavam em menopausa
por conta das idades acima dos 50 anos, observa-se o impacto da hipoestrogenemia

na evolucdo da perda 6ssea para osteoporose em comparagdo aos homens.

Em relagéo a internagdo, a maioria ndo teve internacdes dentro de um periodo
de 5 anos. A maioria dos participantes ndo tinham nenhuma comorbidade, entretanto,
alguns participantes apresentaram hipertensdo (HAS). Na classificacdo do IMC, a
maioria dos participantes estavam com sobrepeso que conceitualmente contribui
antagonicamente a perda 6ssea devido ao estimulo mecanico em ostedcitos (Leite-
Silva et al.,, 2024). Os 23 participantes com DMO que retornaram a consulta
apresentavam estabilidade clinica (carga viral indetectavel ou suprimida abaixo de 50
copias de RNA de HIV), IMC semelhantes e uso com mesmo esquema de TARV a
base de tenofovir. Eles foram encaminhados para coleta de sangue periférico visando

a separacao do plasma, as amostras de plasmas foram criopreservadas em -80°C.
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Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e gerais das PVHA do estudo que realizaram DMO.

Sem Doenca Ossea Osteopenia Osteopenia
(N=8) Homem (N=8) Mulher (N=7)
N % N % N %

Sexo
Masculino 8 (100) 8 (100) - -
Feminino - - - - 7 (100)
Internacao*
Sim - - 1 (12,5) 1 (14,3)
Né&o 8 (100) 7 (87,5) 6 (85,7)
Comorbidades
Nenhum 5 (50,0) 5 (84,7) 3 (42,8)
HAS 1 (16,6) 3 (15,3) 3 (42,8)
Diabetes 1 (16,6) - - 1 (14,2)
Cardiopatia 1 (16,6) - - - -
Hipertireoidismo - - - - - -
Hipotireoidismo - - - - - -
Classificagédo IMC
Normal 1 (12,5) 3 (37,5) 1 (14,2)
Sobrepeso 4 (50,0) 4 (50,0) 3 (42,8)
Obesidade 3 (37,5) 1 (12,5) 3 (42,8)

HAS: Hipertens&o arterial sistémica; IMC: indice de massa corporal; *Internaco dentro de um periodo

de 5 anos.

A Tabela 2 compara os fatores relacionados a infeccdo pelo HIV nos trés
grupos. A média de idade em cada grupo mostra que o grupo de mulheres com
osteopenia era de 60 anos, enquanto os dois grupos de homens vivendo com HIV
(sem doenca 6ssea e Homem com osteopenia) ndo diferem na idade. Na andlise do
tempo de uso da TARV, observou-se uma tendéncia de maior duracdo entre os
homens com osteopenia (mediana de 15 anos) em comparagao ao grupo sem doenga
0ssea (10 anos), enquanto nas mulheres com osteopenia o tempo foi semelhante (11
anos), sugerindo que, nesse grupo, a menopausa exerca influéncia mais marcante na
perda 0ssea. Apesar de ndo ter alcancado significancia estatistica (p=0,065), os dados
apontam para um possivel efeito cumulativo do uso prolongado da TARYV,
especialmente em homens, sobre o risco de reducéo da massa 6ssea. O grupo mulher
com osteopenia difere na mediana de idade. Em relacdo ao nadir, a distribuicdo do

menor niumero de CD4 nao diferiu entre os 3 grupos. O mesmo ocorreu com o0 tempo
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de uso TARV, nédo ha diferenca entre os trés grupos. Em relacdo a primeira carga
viral, os grupos néo diferem na carga viral antes do inicio da terapia antirretroviral. Em
relacdo a contagem de células TCD4* que é importante para estimar o tempo de
infec¢do, também nao houve diferenca. O mesmo aconteceu na primeira contagem
de TCD8*, e com as contagens atuais de linfocitos TCD4* e TCD8* (Tabela 2). Assim,
todos esses dados reforcam a estabilidade clinica e que eles mostram
homogeneidade em relagcdo ao tempo de infeccdo até o diagnostico e inicio do

tratamento e por isso esses fatores nao influenciam como confundidores.

Tabela 2 - Caracteristicas clinicas das PVHA analisadas e separadas por grupos.

. Osteopenia Osteopenia
Sem doenca éssea h
=9 ey o ;
\ = = valor
MzefEmz (IR Mediana (IQR) Mediana (IQR)

Idade 55 (40-65) 57 (40-66) 60 (53-72) 0.414
?2&”0 de 543 (218-1156) 456 (172-952) 415 (180-1602) 0.541
T ARS 10 (6-20) 15 (9-29) 11 (8-14) 0.065
Primeira CV 81.208 (12.508 -82.511)  8.251(7.599-14.053)  26.851 (12.815-28.277) 0.588
Primeiro CD4* 499 (22-1156) 495 (221-1004) 427 (142-701) 0.314
Primeiro CD8* 1134 (374-2085) 653 (284-1165) 1249 (612-2287) 0.251
Ultimo CD4* 744 (264-1348) 655 (172-1235) 560 (121-843) 0.314
Ultimo CD8* 1.071 (290-2.318) 602 (269-881) 785 (473-1.120) 0.132
Razdo CD4" e 0.70 (0.60 - 1.00) 0.95 (0.57-1.25) 0.83 (0.72-1.02) 0.375

CD8*

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

Como outros possiveis fatores, os dados laboratoriais hematolégicos obtidos
com validade de 3 meses foram usados na andlise univariada comparativa (Tabela 3).
Nos dados hematoldgicos foi observado uma diferenca significativa nas hemacias e
no hematdcrito, entretanto em ambos os grupos a mediana ficou dentro dos valores
de referéncia. E embora outros marcadores hematolégicos 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, sdo marcadores de alteracdo da morfologia de plaquetas, e importantes
para avaliacdo do estado inflamatério do paciente.

Da mesma forma foi realizada avaliacdo dos dados bioquimicos com validade
de 3 meses (Tabela 4). De todos os marcadores bioquimicos, apenas a amilase e o

magnésio apresentaram diferengas significativas nos grupos DMO normal e mulheres
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osteopénicas, entretanto nos dois grupos a mediana se manteve dentro dos valores
de referéncia. Observou-se que o LDL, assim como a hemoglobina glicada estavam
acima dos valores normais de referéncia no grupo de mulheres osteopénicas, e a
glicose nos grupos DMO normal e nas mulheres osteopénicas também estavam acima

dos valores normais de referéncia.

Assim como a mediana da Gama GT e Glicose no grupo com HIV sem doenca
O0ssea também mostrou estar mais elevada que o valor de referéncia, a mediana da
Glicose no grupo mulher com osteopenia mostrou estar mais elevada que o valor de
referéncia, e que a vitamina D em ambos 0s grupos com osteopenia tanto em homens
como nas mulheres com HIV, estava abaixo dos valores normais de referéncia, e
como foi mencionado nos parametros hematolégicos, ndo podemos examinar e nem
correlacionar com exatidao esses parametros com a perda 6ssea, justamente por se
tratar de um numero amostral pequeno, entretanto as pessoas deste estudo estavam

clinicamente estaveis.

E importante salientar que baseado nos dados hematoldgicos e bioquimicos,
os participantes do estudo mostram também estabilidade hematoldgica e bioquimica

de modo a nao interferir como fator confundidor.
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Sem doenca 6ssea Osteopenia Osteopenia
Parametros hematolégicos Referéncia (N=8) H((:\Irzgn '\?:ll:h;r p
e (O Mediana (IQR) Mediana (IQR)

Hemacias (milhdes/mm?) 4.2-55 5.4 (4.4-5.4) 5.0 (3.9-5.5) 4.0(3.8-4.4) 0.023
Hemoglobina (g/dL) 12.5-15.5 14.83 (13-17.35) 14.92 (11.94-16.73) 13.29 (12.59-14.45) 0.243
Hematocrito (%) 36.0-47.0 44.02 (42.2-49.25) 43.70 (42.89-49.68) 39.47 (38.01-43.83) 0.039
VCM (fl) 80.0-100.0 90.94 (88.75-94.45) 92.84 (90.5-95.65) 94.15 (91.3-101.4) 0.244
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/dI) 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 12.70 (11.90-13.90) 13.20 (12.75-14.47) 12.60 (11.99-13.70) 0.060
Leucdcitos (x103cél./mm3) 4.0-10 6.1 (5.9-8.1) 7.3 (5.6-8.1) 5.5(5.3-7.1) 0.631
Neutréfilos (x103cél./mm?3) 2.7 3.5 (2.9-5.4) 3.9 (2.7-4.7) 2.7 (2.5-3.7) 0.299
Linfécitos (x103cél./mm3) 1-3 1.7 (1.4-2.7) 2.1(1.7-2.5) 2.2 (1.7-2.5) 0.732
Mondcitos (cél./mm?) 200-1.000 612 (535-678) 498 (437-649) 449 (363-569) 0.237
Eosindfilos (cél./mm?) 20-500 180 (107-293) 121 (85-223) 101 (64-188) 0.197
Plaguetas (x10%/mm?) 150-450 168.4 (151.0-295.3) 206.1 (166.7-239.3) 205.8 (179.4-204.8) 0.586
MPV (fl) 7.4-10.4 6.61 (5.96-7.27) * 7.42 (6.58-8.28) 6.88 (6.23-14.2) * 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: Concentragéo da
Hemoglobina Corpuscular Média; RDW: Amplitude de Distribuigdo dos Globulos Vermelhos (do inglés: Red Cell Distribution With); MPV: Volume Plaquetério
Médio (do inglés: Mean Platelet Volume), PDW: Amplitude de Distribuicdo Plaquetéria (do inglés: Platelet Distribution Width) e (*) Dados fora dos valores de

referéncia.
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Sem Doenga Ossea Osteopenia Osteopenia
A . . a Homem Mulher
Parametros bioquimicos Referéncia (N=8) _ _ p
Mediana (IQR) (N=8) (N=7)
Mediana (IQR) Mediana (IQR)

Amilase (U/L) 5-125 63 (56-72) 99 (77-117) 92 (72-126) 0.006
Bilirrubina Total (mg/dL) 0.01-1.3 0.76 (0.55-0.87) 0.54 (0.38-0.73) 0.65 (0.37-0.67) 0.172
Bilirrubina Direta (mg/dL) 0.01-0.30 0.21 (0.15-0.26) 0.17 (0.11-0.19) 0.14 (0.06-017) 0.199
Bilirrubina Indireta (mg/dL) 0.01-0.70 0.55 (0.37-0.65) 0.40 (0.23-0.51) 0.37 (0.31-0.53) 0.363
LDL (mg/dL) 10-100 90 (67-135) 100 (80-112) 118 (102-142) * 0.335
HDL (mg/dL) 30-70 37 (36-44) 39 (35-43) 51.5 (34-55) 0.116
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) 0.573
Célcio (mg/dL) 8.5-10.5 10 (9.5-10.1) 9.8 (9.4-10.1) 9.8 (9.7-10.2) 0.237
DHL (U/uL) 211-423 378 (331-394) 359 (294-520) 411 (378-467) 0.444
Ferro (mg/dL) 50-175 105 (46-120) 85 (72-102) 86 (60-104) 0.803
Hemoglobina Glicada (%) 4.8-5.9 5.9 (5.49-9.83) 5.6 (5.54-6.32) 6.1 (5.46-7.77) * 0.258
Acido Urico (mg/dL) 2.0-6.0 4.7 (4.6-5.5) 5.0 (4.8-6.5) 4.6 (3.3-4.9) 0.289
Albumina (g/dL) 3.5-5.0 4.5 (4.2-4.5) 4.2 (4.2-4.5) 4.3 (3.6-4.5) 0.630
Fosfatase alcalina (U/L) 65-300 212 (201-268) 277 (207-307) 295 (213-396) 0.097
Gama GT (U/L) 5-45 61 (44-78) * 27 (23-43) 44 (27-74) 0.153
Glicose (mg/dL) 70-100 126 (98-191) * 98 (92-118) 119 (100-144) * 0.103
Magnésio (mg/dL) 1.3-25 2.1(2.0-2.2) 2.2 (2.1-2.3) 2.3(2.1-2.4) 0.036
Potassio (mEg/L) 3.6-5.2 4.3 (4.2-4.5) 4.1 (3.9-4.7) 4.3 (4.2-4.9) 0.713
Sédio (mEg/L) 135-145 139 (139-141) 140 (139-141) 143 (139-144) 0.304
TGO (U/uL) 2-38 25 (21-37) 27 (24-31) 24 (18-40) 0.856
TGP (U/uL) 2-44 36 (25-52) 31 (26-37) 21 (16-44) 0.478
Fosforo (mg/dL) 2.5-4.5 3.4 (3.3-3.6) 3.4 (3.3-4.2) 4.0 (3.9-5.0) 0.063
Vitamina D (ng/mL) 30-100 37.1(22.6-38.1) 29.1 (26.4-38.0) * 26.6 (24.2-33.9) * 0.196
Triglicerideos (mg/dL) 0-200 164 (115-432) 132 (118-189) 173 (148-245) 0.288

Analise de Teste T ndo paramétrico de Mann Whitney

Abreviacdo: 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 Glutamico-Oxalacética; TGP: Transaminase

Glutamico-Piravica; (*) Dados fora dos valores de referéncia.
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No ambito da biologia 6ssea, investigagcdes demonstram a existéncia de uma
interface imune esquelética, onde células do sistema imunoldgico e citocinas
desempenham um papel fundamental na regulacéo das interagdes entre os sistemas
esquelético e imunoldgico. Na figura 10 realizamos dosagem de citocinas do perfil Thl
(IFN-y, TNF, IL-2), Th2 (IL-4. IL-10) e Th17 (IL-17A, IL-6). Observamos o perfil Thl
concentracdes séricas de IFN-y (pg/mL) em todos os grupos. Porém no grupo sem a
doenca 6ssea esta apresentado uma mediana mais elevada em comparagdo com o
grupo controle e homem e mulher vivendo com HIV e com osteopenia. Além disso, ha
uma diferenca estatisticamente significativa (P<0,05). As concentracfes séricas de IL-
2 (pg/mL) observamos que o grupo controle apresenta uma mediana mais baixa em
comparacdo com o0s demais grupos. As andlises nos mostraram diferencas
significativas entre o grupo controle e o grupo sem a doencga 0ssea e entre 0 grupo

controle e grupo de homens vivendo com HIV e com osteopenia (Figura 10).
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Figura 10- Dosagem de citocinas séricas interleucina -2 (IL — 2), interleucina — 4 (IL -4), interleucina — 6 (IL -6),
interleucina — 10 (IL — 10), concentracdes de proteina do fator de necrose tumoral (TNF), interleucina — 17A ( IL-
17A) e interferon gama IFN-y (IFN-y) do plasma de PVHA e do grupo controle sem HIV. (*) Representa as
diferencgas estatisticamente significantes (p<0,05) Mann-Whitney test.
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No perfil Th2 as concentracfes séricas de IL-4 no grupo sem doenca 0ssea e
no grupo homens HIV com osteopenia sdo maiores estatisticamente que o grupo
controle, h4 uma diferenca estatistica entre o grupo mulheres vivendo com HIV e com
osteopenia em relacdo ao grupo controle. Nas concentragdes séricas de IL-10 no
grupo sem a doenca 0ssea ha uma diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle. E o grupo homens vivendo com HIV e com osteopenia ha uma diferenca

estatistica em relacdo ao grupo controle (Figura 10).

No perfil Th17 as concentracdes séricas de IL-17 podemos observar uma
tendéncia natural do grupo sem doenca 6ssea em relacdo ao grupo controle. Nas
concentracdes séricas de IL-6 foi observado trés diferencas significativas entre os
grupos sendo maiores que o controle, grupo sem doenca Ossea. Dessa forma
esperaria que as pessoas com perda 6ssea tivessem concentracdes diferentes em
relacdo ao grupo sem doenca 6ssea, porém temos PVHA de certa forma estavel, ou
seja viremia controlada. Portanto a diferenca das concentracdes das citocinas foi em
relacdo ao controle (Figura 10).

A figura 11 mostra a comparacao entre os grupos Controle, PVHA sem doenca
0ssea, homens com osteopenia e mulheres com osteopenia em relacdo aos niveis
séricos de RANKL, OPG e a razdo RANKL/OPG. No painel A, observa-se que 0s
niveis de RANKL sdo mais elevados no grupo controle, enquanto nos grupos de
PVHA, independentemente da presenca de osteopenia, os valores estdo reduzidos,
indicando um efeito relacionado a infec¢édo pelo HIV. Podemos observar diferencas
significativas as concentracdes séricas de RANKL nos homens com osteopenia em
relacdo as mulheres e pessoas sadias do grupo controle. No painel B, os niveis de
OPG aparecem aumentados em todos os grupos de PVHA em comparacdo aos
controles. Ja no painel C, a razdo RANKL/OPG encontra-se consistentemente mais
baixa nos homens com osteopenia em relacdo ao controle, resultado da combinacgéo
de RANKL reduzido em relacdo ao OPG semelhante aos demais, reforcando que a
alteracdo desse eixo esta mais associada a condi¢éo da infeccéo pelo HIV do que ao

diagnostico de osteopenia.
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Figura 11- Dosagem sérica de Osteoprotegerina (OPG) e o ligante ativador do receptor do fator nuclear keppa-B
(RANKL) no plasma de PVHA e grupo sem HIV. (*) Representa as diferencas estatisticamente significantes
(p<0,05) Mann-Whitney test.

Por outro lado, na andlise dos niveis de RANKL demonstraram uma reducao
significativa no grupo homens vivendo com HIV e com osteopenia em relacdo entre o
grupo controle e a mulheres vivendo com HIV com osteopenia. O grupo de homens
vivendo com HIV com osteopenia apresentou maior razdo RANKL/OPG em
comparacao ao grupo controle, o que pode sugerir uma alteracao no equilibrio entre

esses biomarcadores.

As diferencas que foram observadas, sugerem que pode haver variagcées nas
concentracdes plasmaticas dessas citocinas entre os grupos que foram analisados, 0
gue pode estar relacionado a processos biologicos especificos, como remodelacao

Ossea ou até mesmo a resposta inflamatoria crénica.

Na analise de rede das citocinas e mediadores 0sseos (Figura 12), observou-
se que o padrao de correlacdo entre os grupos variou conforme o status de doenca
O0ssea e sexo. No grupo de pessoas sem doenca éssea, as interacdes entre 0s

mediadores sugerem uma interface imunoesquelética funcionalmente integrada. O
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IFN-y apresentou papel central ao exibir correlagdes moderadas a fortes com IL-2, IL-

10 e IL-17A, além de correlacao direta entre IL-4 e IL-10.
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Figura 12- Andlise de rede das variaveis medidas das citocinas interleucina -2 (IL-2), interleucina-4 (IL-
4), interleucina-6 (IL-6), interleucina- 10 (IL-10), concentrac¢des de proteina do fator de necrose tumoral
(TNF), interleucina -17A (IL-17A), interferon gama (IFN- y), dosagem de osteoprotegerina (OPG) e
dosagem do ligante ativador do receptor do fator nuclear keppa-B (RANKL). Correlacao significativa

com base no teste de correlagdo de Spearman (p < 0,05).

No grupo de homens com osteopenia, o padrdo de correlagdo foi menos
estruturado. IL-4 apresentou correlacao positiva com RANKL e com IL-10. No entanto,
observou-se correlacdo negativa entre OPG e TNF, sugerindo um desequilibrio entre
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mediadores pro-osteoclastogénicos e protetores 0sseos. Ao contrario do grupo sem
doenca Ossea, IFN-y e IL-17A ndo estabeleceram correlagdes significativas, e o
padrdo de conexdes foi mais limitado, o que indica uma possivel desregulacdo da
interface imunoesquelética. A correlagdo negativa entre OPG e TNF-a no grupo de
homens com osteopenia indica uma tendéncia a producdo de TNF-a em relagéo ao
OPG, é maior em quem esta perdendo 0sso, nos indicando que pode existir uma

possivel desregulacdo imunoinflamatoria associada a perda de massa 6ssea.

Entre as mulheres com osteopenia, observou-se o padrao de correlacdo mais
densa. IFN-y, IL-2, IL-4 exibiram multiplas correlagcdes entre si. OPG também
apresentou multiplas correlacfes positivas entre IFN-y e IL-2. Esses achados sugerem
uma resposta imune mais ativada e interconectada nesse grupo, possivelmente

refletindo mecanismos compensatorios diante da perda éssea.
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7. DISCUSSAO

Pessoas vivendo com HIV/AIDS (PVHA) convivem com diferentes graus de
alteracbes metabdlicas, entre as quais a osteoporose se destaca como uma
comorbidade relevante (Compston; McClung; Leslie, 2019; Ofotokun et al., 2016). A
hipétese de que a perda Ossea esteja relacionada a modulacdo da interface
imunoesquelética, mediada por citocinas inflamatdérias, ainda carece de elucidagéao
mais precisa. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo investigar essa
interface em PVHA em uso regular de terapia antirretroviral (TARV), a partir dos 40
anos de idade, considerando que fragilidades 6sseas e imunoldgicas tendem a surgir
de forma precoce nessa populacdo. Embora a TARV seja essencial para o controle
da infeccdo pelo HIV, seu uso prolongado pode impactar negativamente a saude
0ssea. No entanto, evidéncias apontam que essa perda tende a se estabilizar ao longo

do tempo (Amorosa; Tebas, 2006; Warriner; Mugavero; Overton, 2014).

O perfil clinico e epidemioldgico das pessoas vivendo com HIV/AIDS (PVHA)
avaliadas neste estudo refor¢a que a perda 6ssea permanece como uma preocupacao
persistente com o avancar da idade (Compston; McClung; Leslie, 2019). No entanto,
ainda ha lacunas importantes a serem preenchidas, especialmente entre individuos
em estabilidade clinica e em uso continuo da TARV por longos periodos, como 0s
incluidos nesta pesquisa (Ofotokun et al., 2015). Uma das principais caracteristicas
da populagéo estudada foi a idade superior a 40 anos, associada ao uso prolongado
de esquemas terapéuticos baseados em tenofovir, antirretroviral descrito na literatura
como relacionado a uma reducéo da densidade mineral 6ssea entre 1% e 3% (Grant;
Cotter, 2016). Observou-se maior tempo de TARV entre homens com osteopenia (15
anos) em comparac¢ao ao grupo sem doenca éssea (10 anos), enquanto nas mulheres
os valores foram semelhantes (11 anos), sugerindo influéncia mais marcante da
menopausa. Apesar de nao significativo (p=0,065), o achado indica possivel efeito
cumulativo da TARV sobre a perda 6ssea, especialmente em homens. Como o p-valor
foi limitrofe, estudos com maior numero de participantes poderiam confirmar se essa

tendéncia é consistente e clinicamente relevante.

No que se refere aos marcadores bioquimicos, os niveis de vitamina D
estavam reduzidos, especialmente nos grupos com diagndstico de osteopenia. Este
resultado corrobora com evidéncias anteriores que destacam a deficiéncia de vitamina

D como uma condigdo frequente entre PVHA (Kanwal, Rehman, 2023; King et al.,
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2023). Além disso, foram observadas alteracdes nos parametros hematolégicos PDW
e MPV, os quais, segundo a literatura, podem refletir um estado inflamatorio crénico
em PVHA (Brenchley et al., 2006). Apesar disso, ndo foram observadas diferencas
relevantes nos parametros clinicos, hematol6gicos e bioquimicos entre os grupos
avaliados, sobretudo entre os homens com ou sem perda 6ssea, 0 que reforca a
homogeneidade e estabilidade clinica dos participantes, ndo apenas pela supressao
da carga viral, mas também pela manutencdo de marcadores laboratoriais dentro da
normalidade. Assim, embora a estabilidade clinica e laboratorial ndo revele alteracfes
marcantes entre 0s grupos, os baixos niveis de vitamina D e, sobretudo, as alteracdes
nos marcadores plaquetarios indicativos de inflamacéo cronica reforcam que a perda
O0ssea em PVHA se desenvolve de forma silenciosa e gradual, ressaltando a
importancia da investigacao de marcadores imunologicos que permitam sua detec¢ao

precoce e acompanhamento sistematico.

Diversas evidéncias na literatura tém demonstrado uma interacao significativa
entre o sistema imune e a remodelacdo 6ssea, conceito atualmente conhecido como
interface imunoesquelética (Okamoto et al., 2017; Srivastava, 2018; Takayanagi,
2009). A avaliacédo da producdo sérica de citocinas dos perfis Thl, Th2 e Th17 entre
as PVHA com ou sem osteopenia ndo evidenciou uma citocina Unica capaz de
discriminar claramente as pessoas com perda Ossea. As diferencas observadas
ocorreram sobretudo na comparagcdo com o grupo controle néo infectado, reforcando
a importancia desse grupo como referéncia. Entre as PVHA em estabilidade clinica,
nado se observaram alteracbes marcantes, mas sim nuances na modulacdo da
resposta imune. Destaca-se que individuos sem doenca éssea apresentaram niveis
mais elevados de IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-6 em relag&o aos controles, sugerindo uma
resposta inflamatéria mais ativa que, no entanto, ndo se traduziu em perda 0ssea.
Esses achados indicam que, mesmo sob viremia controlada, persistem sinais sutis de
ativacdo imune que diferenciam as PVHA dos controles negativos, mas que nao
permitem apontar uma citocina isolada como marcador da perda 6ssea. Tal cenario
reforca a complexidade da interface imunoesquelética e sugere que a perda de massa
0ssea em PVHA decorre de mecanismos multifatoriais. Embora as tendéncias
identificadas sejam relevantes, estudos adicionais com maior poder estatistico e
abordagem longitudinal sdo necessarios para esclarecer 0s mecanismos

imunoldgicos envolvidos.
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Nossos resultados mostraram que, em comparacdo ao grupo controle de
individuos pareados por idade, os homens vivendo com HIV sem doenca éssea
apresentaram niveis elevados de IFN-y estatisticamente superiores, embora esses
valores nédo tenham diferido em relagé&o aos outros dois grupos avaliados, compostos
por homens e mulheres com osteopenia. Esse achado ressalta a nuance da resposta
celular mediada por essa citocina no contexto da infeccao pelo HIV: ainda que sua
expressao esteja aumentada em comparagdo a populacdo ndo infectada da mesma
faixa etaria, ela se associa a um estado de preservacado 0ssea nesse subgrupo,
sugerindo uma acéo protetora contra a reabsor¢cdo, em consonancia com a literatura
gue descreve seus efeitos anti-osteoclastogénicos (Tanaka, 2019; Yang; Liu, 2021).
Apesar da nuance de que a diferenca foi observada apenas em relacao a individuos
sem HIV, dado que estamos comparando participantes em estabilidade clinica, o
achado reforca essa relacdo ao evidenciar niveis elevados de IFN-y em pessoas sem
comprometimento 6sseo, sugerindo um papel protetor dessa citocina ha manutencao

da integridade Ossea.

O eixo RANK/RANKL/OPG é um regulador essencial da remodelacéo 6ssea
e da resposta inflamatéria, e seu desequilibrio tem sido associado tanto a perda de
massa 6ssea quanto a condicfes inflamatérias cronicas (Kelesidis et al., 2013). A
analise mostrou que os niveis séricos de RANKL estavam mais altos no grupo
controle, enquanto se apresentaram reduzidos em PVHA, especialmente nos homens
com osteopenia, ao passo que a OPG esteve aumentada em todos 0s grupos HIV+.
Como consequéncia, a razdo RANKL/OPG foi mais baixa nos homens com
osteopenia em relacdo ao controle. Curiosamente, a presenca de concentracdes
séricas elevadas de OPG entre homens com osteopenia parece contradizer seu papel
esperado de protecdo Ossea, (Weitzmann; Ofotokun, 2016). Esses achados podem
ser explicados, em parte, 0 RANKL pode estar sendo preferencialmente expresso e
consumido localmente em sitios de inflamag&o crbnica, remodelacdo Ossea e
aterosclerose, de modo que os niveis séricos reduzidos néo refletem inatividade, mas
sim maior utilizacéo tecidual (Kelesidis et al., 2013). Esse achado sugere que outros
fatores imunometabdlicos podem estar interferindo nesse equilibrio, uma hipotese
respaldada por estudos (Li et al.,, 2007; Titanji et al.,, 2014). Assim, a menor

concentracdo seérica de RANKL e a reducédo da razdo RANKL/OPG néo refletem
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auséncia de atividade, mas sim um desequilibrio do eixo condicionado pela infec¢éao
pelo HIV.

A interface imunoesquelética tem sido amplamente estudada como uma via
de interacdo complexa entre o sistema imune e o metabolismo 6sseo. Com base
nessa premissa, investigamos as correlacdes entre os mediadores osteoimunolégicos
RANKL e OPG com citocinas dos perfis Thl, Th2 e Thl7, com o objetivo de
compreender se essas interagbes poderiam refletir estados de comprometimento
0sseo em PVHA (Chakravarti et al., 2008; Dolan; Kanter; Grinspoon, 2006; Fakruddin;
Laurence, 2005; Titanji et al., 2014, 2018) (Ofotokun et al., 2015; Owens; Gallagher;
Chambers, 1996; Titanji; Ofotokun; Weitzmann, 2020),(Evans; Fox, 2007; Lovibond et
al., 2003), (Chakravarti et al., 2008; Reli¢ et al., 2001), (Stenvinkel et al., 2005). A
andlise das correlacdes revelou padrbes sugestivos, em particular, observamos
correlacdo positiva entre IL-4 e RANKL tanto no grupo controle quanto em homens
com osteopenia. No entanto, apenas no grupo de homens osteopénicos as
concentra¢gdes de RANKL estavam reduzidas. Estudos prévios com modelos murinos
demonstram que a IL-4 é capaz de inibir diretamente a osteoclastogénese, in vitro,
blogueando a ativacdo das vias de sinalizacgdo do RANKL em precursores
osteoclasticos (Wei et al., 2002). O aumento da IL-4 pode estar relacionado a
supressdo da producdo de RANKL nesse grupo, refletindo um mecanismo ligado a
perda 6ssea. Embora o papel da IL-4 sobre a atividade osteoclastica ainda ndo esteja
completamente elucidado, a IL-4 pode estar favorecendo o consumo e a
compartimentalizacdo do RANKL em tecidos, contribuindo para a perda 6ssea (Cheng
et al.,, 2011). A correlacdo positiva observada entre IL-4 e RANKL reforca a
necessidade de investigacbes adicionais sobre o papel desta citocina na
imunorregulacédo 6éssea em PVHA.

A andlise das redes de correlagdo de citocinas evidencia a complexidade da
interface imunoesquelética, revelando multiplos meandros de interagdo que, em
conjunto, ajudam a compreender como diferentes mediadores podem convergir para
modular o equilibrio entre reabsorcdo e preservacdo 0ssea, especialmente em
homens vivendo com HIV acima dos 40 anos (Tanaka, 2019; Yang; Liu, 2021).
(Ofotokun et al., 2015; Owens; Gallagher; Chambers, 1996; Titanji; Ofotokun;
Weitzmann, 2020).(Evans; Fox, 2007; Lovibond et al., 2003). (Chakravarti et al., 2008;
Reli¢ et al., 2001), (Stenvinkel et al.,, 2005). A IL-10 exerce efeito anti-
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osteoclastogénico ao inibir a diferenciacdo de precursores, enquanto o TNF-a
apresenta acao oposta, favorecendo a osteoclastogénese em sinergia com o RANKL
e suprimindo a expressao de OPG (Yang; Liu, 2021) (McLean, 2009) (Cenci et al.,
2000; Fuller et al., 2002; Lam et al., 2000; Weitzmann, 2013; Yang; Liu, 2021; Zhang
et al., 2001). No presente estudo, a correlacdo positiva entre IL-10 e OPG,
particularmente observada em homens com osteopenia, pode refletir um mecanismo
imunolégico compensatério voltado a limitacdo da progresséo da perda éssea. Em
contraste, a correlagao negativa entre TNF-a e OPG nesse mesmo grupo n&o sugere
uma interagao direta entre essas moléculas, mas antes a acao pro-osteoclastogénica
do TNF-a, que atua de forma paralela e sinérgica ao RANKL (Titanji et al., 2014; Zha
et al., 2018). E importante destacar que os participantes estavam em estabilidade
clinica e, exceto pelo IFN-y, as concentragdes dessas citocinas permaneceram dentro
da faixa de normalidade. Dessa forma, tais correlacdes provavelmente refletem
mecanismos distintos, porém convergentes, que contribuem para o fenbmeno da
reabsorcdo 6ssea. Considerando que a perda 6ssea em PVHA é um processo lento e
progressivo, mais estudos sdo necessarios para esclarecer o papel dessas interacdes

imunologicas na trajetdria de comprometimento esquelético

Na rede de correlacao referente as mulheres com osteopenia, observa-se um
padrao caracterizado por multiplas conexdes entre as citocinas e o OPG apenas. OPG
estabelece rede forte positiva com IL-2 e IFN- y. O interferon que parece bem reduzido
também tem estabelece uma rede com IL-2 e IL-4, e uma conexdo adicional IL-6 e
TNF- a. Esse arranjo integrado é bem distinto do observado nos homens. Essa
divergéncia pode estar relacionada a fatores hormonais, especialmente o
hipoestrogenismo, que é amplamente reconhecido como determinante da
desmineralizacdo 6ssea em mulheres pdés-menopausa (Leite-Silva et al., 2024), e
possivelmente exerce influéncia mais relevante do que a ativagcdo imunoldgica
sistémica (Titanji et al., 2014). Em sintese, a rede de correlagcdo das mulheres
osteopénicas sugere uma interface imunoesquelética regulada de forma distinta, onde
o papel de OPG se mostra central nas interagdes com citocinas, divergindo do padrao
classico descrito para PVHA e indicando que novas investigacdes sdo necessarias
para esclarecer como a TARV e o estado hormonal modulam essa dinamica (Titaniji
et al., 2014).



64

8. LIMITACOES DO ESTUDO

Nosso estudo apresentou resultados muito promissores, entretanto, alguns
desafios foram encontrados durante o desenvolvimento do projeto. A primeira € o
nosso N amostral que podem fragilizar de certa forma nossos resultados, uma vez
gue o convite para participacao foi realizado por conveniéncia com PVHA a partir
de 40 anos de ambos 0s sexos. A segunda limitacdo foi especialmente no grupo
controle sem doencga 0ssea onde tivemos predominantemente homens, e néo
tivemos um grupo de mulheres para haver a comparagcdo de forma mais

homogénea.

Entretanto apesar das limitacbes encontradas, nosso estudo teve um
grande achado e que podera contribuir para futuras pesquisas cientificas, ajudando
a entender melhor a interface imunoesquelética nas PVHA, apesar da limitacdo
amostral, observamos que alguns resultados vdo de encontro do que é visto ha
literatura, principalmente visto em modelos animais e também em estudos com
humanos. Ademais, nossos resultados sao bastantes promissores, € nos mostrou

grandes possibilidades para pesquisas futuras.
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9. CONCLUSAO

A luz dos achados de que a perda éssea se configura como uma das
comorbidades associadas ao envelhecimento das PVHA em uso regular da TARV,
com destaque, no caso das mulheres, para o maior peso de fatores hormonais,
nuances imunolégicas caracterizadas por sinais discretos de ativacdo imune
modulando a interface imunoesquelética, como as observadas neste estudo, reforcam
que a perda 0ssea € um processo lento, multifatorial e silencioso, mesmo diante da

supressao viral e de parametros clinico-laboratoriais estaveis.

Em nosso estudo, as PVHA com perda 6ssea encontravam-se em uso
prolongado de TARYV, incluindo tenofovir por mais de 10 anos, e apresentaram baixos
niveis de vitamina D, além de alterac6es em PDW e MPV compativeis com um estado
de inflamacéao cronica. Esses achados reforcam que, mesmo em estabilidade clinica,
a perda Ossea é modulada por mdltiplos fatores, inflamatérios, metabdlicos e
relacionados ao tratamento. Nesse contexto, a huance observada nos homens sem
doenca Ossea, marcada por sinais discretos de modulacdo imunoldgica, pode
representar um mecanismo de protecdo que atenua os efeitos deletérios da perda

6ssea no envelhecimento das PVHA.

O efeito protetor contra a perda éssea em homens vivendo com HIV pode
estar relacionado a acdo do IFN-y, cujos niveis mais elevados e a forte conectividade
com IL-2, IL-10 e IL-17A, observados nas redes de correlacdo em homens sem
doenca 6ssea, sugerem um papel central na regulacao da interface imunoesquelética.
Por outro lado, nossos achados demonstram que a correlacdo negativa entre TNF-a
e OPG em nivel sérico e o desbalanco do eixo RANKL/OPG, caracterizado por niveis
seéricos reduzidos de RANKL e razdo RANKL/OPG mais baixa em PVHA, refletem um

mecanismo central da perda 6ssea nesta populacdo, mesmo em estabilidade clinica.

Contudo, mais investigacdes sa0 necessarias para tentar esclarecer
totalmente esses mecanismos imunolégicos e a sua importancia clinica,

principalmente considerando diferencas especificas de género.
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