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RESUMO

Individuos HIV positivos classificados como controladores de elite (EC, do inglés Elite
Controllers) representam um grupo raro de individuos com a capacidade de controle
da replicacao viral, mantendo a viremia em niveis baixos ou indetectaveis por longos
periodos na auséncia de tratamento antirretroviral. Atualmente esses individuos
representam modelo promissor para o estudo de diversos mecanismos envolvidos no
controle natural da progressao do HIV. Diversos estudos tém sido desenvolvidos para
caracterizar melhor esse grupo, na tentativa de uma maior compreenséo dos fatores
envolvidos no controle da infeccdo. Sabe-se que alteracbes na microbiota intestinal
tém sido relacionadas a véarias doencgas e na infeccao causada pelo HIV-1 estudos
apontam diferencas na composi¢cdo da microbiota de individuos HIV positivos em
comparacgdo a individuos nao infectados. O objetivo desse estudo foi investigar a
composicao e funcionalidade da microbiota intestinal de uma coorte de individuos HIV
positivos com perfil EC, bem como outros aspectos que possam contribuir para o
controle da progressao da doenca causada pelo HIV-1. Inicialmente foi observado que
os pacientes HIV positivos apresentaram alteragdes na abundancia de varios taxons
quando comparados com individuos nao infectados. As analises revelaram que a
familia Atopobiaceae e o0s g@éneros Acidaminococcus, Libanicoccus e
Lachnospiraceae NK3A20 estavam mais enriquecidos nos individuos HIV positivos,
enquanto que a ordem Verrucomicrobiales, classe Verrucomicrobiae, familias
Barnesiellaceae e Akkermansiaceae e 0s géneros Angelakissela, Oscillospira,
Turicibacter, Bilophila e Akkermansia eram mais abundantes entre os individuos HIV
negativos. Também foi observado que varios taxons foram significativamente mais
abundantes em HIV positivos com perfil EC em comparagdo com nao-controladores e
HIV negativos, incluindo Acidaminococcus, Clostridium methylpentosum, Barnesiella,
Eubacterium coprostanoligenes e Lachnospiraceae UCG-004 . Nao foram observadas
diferencas na diversidade alfa e beta entre pacientes HIV positivos e individuos
saudaveis. A partir da predicao do conteudo funcional in silico foi possivel identificar
diversas vias metabdlicas que variaram em abundancia entre pacientes HIV positivos
nao-controladores e individuos nao infectados. Observou se que uma maior
abundancia do género Prevotella e uma diminui¢cdo de Bacteroides esta associado ao
comportamento de homens que fazem sexo com homens infectados pelo HIV.
Ademais, demonstrou-se pela primeira vez que o subtipo viral parece influenciar na
composigado da microbiota intestinal. Individuos infectados com o subtipo B possuiam
uma microbiota mais rica em Succinivibrio, enquanto que um enriquecimento de
Streptococcus foi observado nos pacientes infectados pelo subtipo C. Este estudo
representa a primeira caracterizacao da microbiota intestinal no Brasil de um grupo de
de individuos HIV positivos EC e pode contribuir para investigacées futuras que
considerem a microbiota intestinal como possivel alvo terapéutico.

Palavras-chave: HIV. Microbiota intestinal. Controladores de elite. Metabolismo.
Subtipo viral.



ABSTRACT

HIV-positive individuals classified as elite controllers (EC) represent a rare group of
individuals with the ability to control viral replication, maintaining viremia at low or
undetectable levels for long periods in the absence of antiretroviral treatment.
Currently, these individuals represent a promising model for the study of several
mechanisms involved in the natural control of HIV progression. Several studies have
been developed to better characterize this group, in an attempt to better understand
the factors involved in infection control. It is known that changes in the gut microbiota
have been related to several diseases and in the infection caused by HIV-1, studies
show differences in the composition of the microbiota of HIV-positive individuals
compared to non-infected individuals. The aim of this study was to investigate the
composition and functionality of the gut microbiota of a cohort of HIV-positive
individuals with an EC profile, as well as other aspects that may contribute to the
control of disease progression caused by HIV-1. Initially, it was observed that HIV-
positive patients showed alterations in the abundance of several taxa when compared
to non-infected individuals. The analyzes revealed that the Atopobiaceae family and
the genera Acidaminococcus, Libanicoccus and Lachnospiraceae NK3A20 were more
enriched in HIV-positive individuals, while the order Verrucomicrobiales, class
Verrucomicrobiae, families Barnesiellaceae and Akkermansiaceae, and the genera
Angelakissela, Oscillospira, Turicibacter, Bilophila and Akkermansia more abundant
among HIV-negative individuals. It was also observed that several taxa were
significantly more abundant in EC-profile positive HIV compared to non-controllers and
HIV negative, including Acidaminococcus, Clostridium methylpentosum, Barnesiella,
Eubacterium coprostanoligenes and Lachnospiraceae UCG-004. No differences in
alpha and beta diversity were observed between HIV-positive patients and healthy
individuals. From the prediction of functional content in silico, it was possible to identify
several metabolic pathways that varied in abundance between non-controlling HIV
positive patients and non-infected individuals. It was observed that a greater
abundance of the genus Prevotella and a decrease in Bacteroides is associated with
the behavior of men who have sex with men infected with HIV. Furthermore, it was
demonstrated for the first time that the viral subtype seems to influence the composition
of the intestinal microbiota. Individuals infected with subtype B had a microbiota richer
in Succinivibrio, while an enrichment of Streptococcus was observed in patients
infected with subtype C. This study represents the first characterization of the intestinal
microbiota of a Brazilian cohort of HIV-positive EC individuals and may contribute for
future investigations that consider the intestinal microbiota as a possible therapeutic
target.

Keywords: HIV. Gut microbiota. Elite controllers. Metabolism. Viral subtype.
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1 INTRODUGAO GERAL

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida, também conhecida por aids, foi
descrita pela primeira vez em 1981 pelo Centro de Controle e Prevencao de Doengas
dos Estados Unidos da América (CDC, do inglés Centers for Disease Control and
Prevention), quando um numero crescente de homens jovens homossexuais
apresentavam infecgdes oportunistas incomuns e doencas malignas raras como
pneumonia por Pneumocystis jirovecii e sarcoma de Kaposi (CDC, 1982; HOFFMANN
et al., 2007). Nao demorou muito para que se percebesse que quadro clinico
semelhante também ocorria em outras populagcdes, como usuarios de drogas
injetaveis, pessoas que receberam transfusdes sanguineas e prisioneiros, sugerindo
gue essa nova sindrome poderia ser transmitida por meio de relagbes sexuais. Em
1983, apenas dois anos apos o registro dos primeiros casos desta sindrome, seu
agente causador foi isolado: o virus da imunodeficiéncia humana (HIV).

1.2 EPIDEMIOLOGIA DO HIV/AIDS

A aids é uma das doencas infecciosas de maior importancia para saude
publica mundial. Segundo estimativas do Programa Conjunto das Nacbes Unidas
sobre HIV/AIDS (UNAIDS, do inglés Joint United Nations Programme on HIV/AIDS),
desde o inicio da epidemia, cerca de 76 milhdes de pessoas foram infectadas com o
virus e 33 milhdes de pessoas morreram de doencgas relacionadas com a infecgéao.
Em 2019, foram registrados 1,7 milhdes de novas infec¢des e atualmente existem 38
milhdes de pessoas infectadas, incluindo 1,8 milhdes de criancas menores de 15
anos. Os casos de novas infec¢des reduziram 23% desde 2010. Em 2019, 690.000
mil pessoas morreram por doengas relacionadas com aids no mundo, em comparagao
com 1,1 milhdes em 2010, representando um declinio de 39%. Todavia as reducoes
observadas nesses indices se devem ao sucesso no uso da terapia antirretroviral
(TARV). Em 2019, 25,4 milhdes de pessoas portadoras do HIV tiveram acesso ao
tratamento, o que representou 67% de todas pessoas infectadas no mundo (UNAIDS,
2020).
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Figura 1 - Estimativas globais de criangas e adultos vivendo com HIV em 2019.
Mapa representativo elaborado a partir de dados da UNAIDS, 2019
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Fonte: UNAIDS, 2019

Na América Latina, em 2019, 2,1 milhdes de pessoas viviam com HIV,
equivalente a uma prevaléncia de 0,4% (Figura 1). As novas infec¢gdes aumentaram
21% de 2010 a 2019 nessa regido e cerca de 37.000 pessoas morreram por
complicacdes relacionadas a aids. No mesmo periodo, o nimero de mortes caiu
ligeiramente de 41.000 em 2010 para 37.000 em 2019, diminuindo aproximadamente
8%. O tratamento com TARV ja atinge 78% das pessoas que vivem com HIV na
Ameérica Latina. O Brasil encontra-se entre os 15 paises do mundo com mais casos
de HIV, sendo o pais com maior incidéncia na América Latina. Dentre todas as
pessoas vivendo com HIV no mundo, aproximadamente 80% concentram-se em
apenas 20 paises, sendo o Brasil um desses (UNAIDS, 2020).

No Brasil, desde o inicio da epidemia em 1980 até junho de 2020, foram
registrados 1.011.617 casos de aids, com uma média anual de 39 mil casos nos
ultimos 5 anos. A distribuicdo proporcional dos casos de aids demonstra uma
concentracdo maior nas regides Sul e Sudeste, compreendendo cada qual a 19,9 e
51% do total de casos identificados desde o inicio da epidemia. Nos ultimos anos, a
taxa de deteccao de aids tem demonstrado uma diminuicdo, com uma média de 17,8
casos para cada 100 mil habitantes em 2019 (Figura 2). Nos ultimos 10 anos também

se observa uma diminui¢do na taxa de deteccdo na regidao Sul, passando de 32,7
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casos para cada 100 mil habitantes em 2009 para 22,8 em 2019 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2020).

Figura 2 — Taxa de deteccao de aids (por 100.000 habitantes), segundo regido de

residéncia, por ano de diagnéstico, Brasil, 2009 a 2019.
Fonte: Ministério da Saude, 2020
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Dentre os estados brasileiros, Roraima e Amazonas apresentaram as maiores
taxas de deteccdo de aids em 2019, com 40,1 e 34,8 casos por 100 mil habitantes,
respectivamente. Entre as capitais, Porto Alegre apresenta a maior taxa registrada em
2019, 58,5 casos para cada 100 mil habitantes, valor correspondente ao dobro da taxa
do estado e 3,3 vezes maior que a taxa nacional. J& o estado de Santa Catarina
apresentou nesse mesmo ano a sexta maior taxa de deteccdo com 25,1 casos para
cada 100 mil habitantes, enquanto que Floriandpolis apresentou uma incidéncia de
48,1 casos para cada 100 mil habitantes, tornando se quinta capital com maior
incidéncia de casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

O total de 6bitos acumulados no Brasil desde o primeiro caso da doenga
identificado em 1980 até final de ano de 2019, soma 349.784, sendo que desses a
maioria ocorreu na regiao Sudeste (57,7%), seguida do Sul (17,8%), Nordeste
(13,9%), Centro-Oeste (5,3%) e Norte (5,3%) (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

Para acelerar os esforcos para acabar com a epidemia de aids, a UNAIDS e
parceiros langcaram as metas 90-90-90 em 2014. Esta estratégia global para controlar

a pandemia de HIV/AIDS tem como objetivo diagnosticar 90% de todos os individuos
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HIV positivos, aumentar o acesso a TARV em 90% dos individuos soropositivos e
alcancar a supressao viral em 90% daqueles tratados até 2030 (UNAIDS, 2017).
Seguindo essas recomendacdes, o Ministério da Saude do Brasil recomendou o inicio
do tratamento com antirretroviral para todos os individuos infectados pelo HIV,
independentemente do seu estagio clinico, com o objetivo de zerar a carga viral,
diminuir a transmissdo e controlar o numero de novas infec¢cées pelo virus
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Atualmente, estima-se que 89% das pessoas que
vivem com HIV estdo diagnosticadas, 77% dos diagnosticados estdo em uso de TARV
e desses 94% atingiram a supressao viral (MINISTERIO DA SAUDE, 2020b).

1.3 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DO HIV-1

O HIV-1 é um virus altamente diverso e classificado em quatro grupos: M
(major), N (non-M, non-O), O (outlier) e P, cada um originado de um evento
independente de transmissédo cruzada de espécies entre primatas ndo-humanos e
humanos (SHARP; HAHN, 2011). O grupo M do HIV-1 se diversificou em diferentes
linhagens, denominados subtipos, designados pelas letras A, B, C, D, F, G, H, J e K|
onde A e F ainda séo subdivididos em subsubtipos A1-A6, F1-F2. Além disso, mais
de 50 diferentes formas recombinantes circulantes (CRFs) foram identificadas,
juntamente com uma abundancia de formas recombinantes Unicas (URFs)
(HEMELAAR et al., 2019). Acredita-se que esses CRFs e URFs se originem de uma
recombinacdo de material genético viral quando virus de dois subtipos diferentes
infectam a mesma célula. Se uma forma recombinante foi isolada de trés sujeitos
independentes em redes de transmissao separadas, entao, por definicdo, € um CRF
em vez de um URF. Existe uma variagéo genética entre os subtipos de 25 a 35% e
até 20% de variagdo pode ser observada dentro de um subtipo (LI et al., 2015).

A epidemiologia global do HIV-1 é muito heterogénea e varia em todo mundo,
mesmo dentro das regides do mesmo continente. Globalmente o subtipo C é
responsavel por quase metade de todas as infecgdes pelo HIV-1 no mundo. E
considerada endémico na Africa Subsaariana e Oriental (onde residem mais de dois
tercos dos individuos infectados), seguida pelo Pacifico indico e regido Sul do
Brasil. O subtipo A € responsavel por cerca de 10% das infecgdes, encontrado
principalmente na Africa. O subtipo B é variante mais disseminada, responsavel por
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cerca de 12% das infecgdes, concentrados principalmente na Europa Ocidental e
Central, América Latina e do Norte e Oceania. O CRF02_AG é responsavel por 8% e
CRFO01_AE por 5% e ocorrem principalmente na Africa Ocidental e no Sudeste
Asiatico. Os subtipos F, H, J e K combinados representam cerca de 0,9% das
infecgcdes. Outros CRFs e URFs sao reponsaveis por 3,7% e 6,1% respectivamente,
das infeccbes no mundo, elevando o total infeccbes por virus recombinantes a
aproximadamente 24% em todo o mundo (HEMELAAR et al., 2019).

1.4 ESTRUTURA E O CICLO REPLICATIVO DO HIV-1

O HIV é um retrovirus da familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e
que pertence ao género Lentivirus devido a seu longo periodo de incubagéao e lento
desenvolvimento dos sintomas que compdem a doenca que ele causa (KRUPOVIC et
al., 2018). Com base nas caracteristicas genéticas e diferengas nos antigenos virais,
o HIV é classificado como HIV-1 ou HIV-2. Enquanto o HIV-2 é menos patogénico e
causa infeccdes restritas ao oeste da Africa, o HIV-1 é responsavel por causar a
pandemia mundial de aids (RAMBAUT et al., 2004).

O HIV-1 é constituido na face externa por um envelope glicoprotéico composto
por uma bicamada lipidica derivada das células do hospedeiro. Ancoradas ao
envelope estdo as glicoproteinas gp120 e gp41 responsaveis pela fusao do virus a
molécula CD4 e aos correceptores CCRS5 (receptor de quimiocina C-C do tipo 5) ou
CXCR4 (receptor de quimiocina C-X-C do tipo 4) localizados na superficie da célula
alvo (NAIF, 2013). Na face interna encontra-se uma matriz protéica composta por
subunidades da proteina p17 que envolve o capsideo viral formado pela proteina p24.
Dentro do capsideo encontra-se o genoma viral que consiste em duas moléculas
idénticas de RNA de fita simples, cada uma contendo cerca de 10 mil nucleotideos e
nove genes. Os trés principais genes (env, gag e pol) estdo presentes em todos os
retrovirus. Esses genes sao responsaveis por codificar as proteinas gp120 e gp41, as
enzimas transcriptase reversa (TR), integrase e protease e as proteinas que formam
o capsideo viral. Além disso, outros 6 genes sao considerados acessorios (tat, rev,
nef, vif, vpr e vpu), que podem estimular a transcricdo do DNA proviral e o transporte
do RNAm para o citoplasma, bem como o escape dos mecanismos de defesa do
sistema imune (FANALES-BELASIO et al., 2010).
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As principais fases do ciclo de replicagdo do HIV-1 sdo demonstradas na
Figura 3. O passo inicial de entrada do HIV nas células é a ligacdo da proteina do
envelope gp120 a molécula CD4 encontrada na superficie de células como linfocitos
T, macréfagos, mondcitos, células dendriticas e da micréglia. A gp120 passa por uma
mudanga conformacional que promove a interagdo com o correceptor (CCR5 ou
CXCR4), que é necessario para entrada do virus na célula (BARRE-SINOUSSI, 1996;
PORNILLOS; GANSER-PORNILLOS, 2013). Ap6s a entrada do virus na célula, o
RNA viral é transcrito em DNA proviral pela enzima TR. O DNA viral é transportado
para o nucleo onde a proteina integrase faz a integracdo do DNA viral ao genoma
celular. Apés a integragédo no genoma da célula, o DNA viral passa a ser chamado de
provirus (BARRE-SINOUSSI, 1996; WONG-STAAL, 1991). Novos virions s&o
formados no citoplasma, quando a protease viral cliva longos polipeptideos que daréo
origem as proteinas virais. A particula viral recém montada brota da membrana celular,
resultando em um novo virion capaz de infectar outras células (SUNDQUIST;
KRAUSSLICH, 2012).

Figura 3 — Representacdo esquematica do ciclo replicativo do HIV-1
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1.5 CURSO CLINICO DA INFECGCAO PELO HIV-1 NA AUSENCIA DE ART

Clinicamente a infecgao pelo HIV pode ser dividida em 3 fases: a fase aguda,
a fase crénica e a fase de aids (Figura 4) (MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014). A
fase aguda ou infecgdo primaria inicia-se dentro de 2 a 4 semanas apos a infecgéo,
guando os pacientes podem manifestar sintomas semelhantes a gripe, uma alta carga
viral e um declinio acentuado dos linfécitos T CD4* no sangue periférico e no trato
gastrointestinal (TGl). Nessa fase ocorre uma resposta imunolégica intensa, que
diminui a viremia, chegando a um patamar estavel conhecido como set point (COFFIN;
SWANSTROM, 2013). Quando os niveis de anticorpos passam a ser detectaveis, a
fase aguda termina, momento em que ocorre a soroconversdo. O numero de linfécitos
T CD4+* se recupera parcialmente. Além disso, nessa fase as células dendriticas e os
macréfagos infectados fazem a disseminacao do virus para diversos sitios do corpo,
principalmente os tecidos linfoides.

Com o final da fase aguda, a infeccao entra num periodo crénico também
chamado de fase de laténcia clinica, geralmente assintomatica e caracterizada pela
replicacéo viral persistente e deplegéo lenta e gradativa de linfécitos T CD4+ (COFFIN;
SWANSTROM, 2013). O tempo de duragdo dessa fase na auséncia de ART é
extremamente variavel entre os individuos e diferentes perfis de progressdo podem
ser observados. A maioria dos individuos infectados (70-80%), chamados de
professores tipicos, progridem para a doenca entre 3 a 8 anos apos a infecgéo.
Aproximadamente 5 a 15% dos individuos infectados pelo HIV s&do chamados de
progressores rapidos, pois apresentam um rapido declinio no nimero de linfécitos T
CD4+ e alta taxa de replicacdo viral e evoluem para aids em 3 anos apoés a
soroconversao (CASADO et al, 2010). Uma pequena populacdo de individuos
infectados (<5%), conhecidos como progressores lentos ou LTNP (do inglés long-term
non progressors), permanecem assintomticos por muitos anos, conseguindo
controlar a replicagao viral e mantendo a viremia baixa e alto nimero de linfécitos T
CD4+ (DEEKS; WALKER, 2007; GRABAR et al., 2009).

Normalmente, apds o final da fase crénica na auséncia de ART, o numero de
linfocitos T CD4+ comegam a diminuir chegando a niveis criticos (na maioria das vezes
abaixo de 200 células/mm?3), iniciando-se a fase de aids (STAPRANS & FEINBERG,
2004; NAIF, 2013). Nessa fase o sistema imune ndo é mais capaz de proteger o
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individuo de infec¢des oportunistas como por exemplo, toxoplasmose, tuberculose,
candidiase, dentre outras, marcando o inicio da fase de aids, a qual sem o emprego
da TARV o desfecho é o 6bito (EL-ATROUNI; BERBARI; TEMESGEN, 2006; NAIF,
2013). Entretanto, a TARV pode mudar o curso clinico da infec¢do, suprimindo a
replicacdo viral, atuando em varias fases do ciclo replicativo e impedindo a
multiplicacéo viral. Ademais, a terapia reestabelece a manutencgao da resposta imune
contra uma variedade de patdégenos, além de melhorar a qualidade de vida dos
individuos infectados (NAIF, 2013).

Figura 4 — Curso natural da infeccao pelo HIV na auséncia de terapia antirretroviral
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1.6 CONTROLADORES DO HIV

Com o surgimento dos testes de quantificacdo de carga viral na década de
1990, foi reportado que um subgrupo de individuos infectados pelo HIV, em sua
maioria LTNPs, capazes de resistir a progressao da doencga, mantendo a carga viral
em niveis baixos ou indetectaveis por periodos prolongados (2-10 anos) na auséncia
de TARYV, sendo chamados de Controladores do HIV (HIVc) (DEEKS; WALKER, 2007;
OKULICKZ; LAMBOTTE, 2011). Esse subgrupo de pacientes tem sido dividido em
duas subcategorias: Controladores de elite (EC) e Controladores virémicos (VC)
(Figura 5). Os EC representam um pequeno numero de individuos infectados pelo HIV
(<1%) que mantém a carga viral abaixo dos limites de deteccao (<50-80 cdpias/mL) e
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as contagens de linfocitos T CD4+ estaveis durante a fase crénica da infecgdo na
maioria dos pacientes. Por outro lado, os VC consistem em pacientes que mantém as
cargas virais em niveis baixos, inferiores a 2.000 cépias/mL, concentracbes de
linfécitos T CD4+ estaveis durante fase crénica e representam até 7% dos individuos
infectados pelo HIV (OKULICZ et al., 2009) A manutengéo do controle do HIV-1 em
EC e VC é variavel, mas alguns estudos tém demonstrado que esse controle pode
durar por periodos de tempo extremamente longos (mais de 30 anos), demonstrando

evidéncias claras que o controle da replicagao viral na auséncia de TARV é possivel
(WALKER; YU, 2013).

Figura 5 — Curso natural da infec¢do pelo HIV em controladores do HIV
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O fato de os EC controlarem a replicagédo viral naturalmente sem o uso de

TARYV tornou-os os alvos de inUmeros investigacdes clinicas ao longo dos anos, pois
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esses individuos representam um modelo para uma potencial cura terapéutica
funcional (AUTRAN et al., 2011; CASADO et al., 2020). Assim, nos ultimos anos varias
hipoteses foram levantadas para explicar o controle da viremia observado nesses
pacientes, que incluem fatores do hospedeiro (genético e imunoldgico) e/ou
relacionados ao virus (WALKER; YU, 2013).

1.6.1 Fatores genéticos

Dentre as razbes genéticas de resisténcia a infeccao pelo HIV, uma das
consideradas mais importante é a homozigose para a delegéo de 32 pares de bases
no gene do receptor de quimiocina 5 (CCRS5 A32) (MOYLE et al., 2005). Esta resulta
na sintese de uma proteina truncada com apenas quatro dos sete dominios
necessarios para sua expressao na superficie das células e em consequéncia oferece
resisténcia a infeccao por cepas R5 do HIV-1. Os individuos heterozigotos para a
mutacao A32 do CCR5 sao susceptiveis a infecgao pelo HIV-1, mas podem ter uma
progressao lenta para a aids (MARMOR et al., 2001; GALVANI; NOVEMBRE, 2005).
Estudos ja tem observado a mutagao do gene CCR5A32 em individuos LTNP e EC
(COHEN et al., 1997; PASTORI et al., 2006).

O segundo fator genético de maior importancia é o conjunto de moléculas HLA
de um individuo. Varios estudos ja indicaram que o HLA parece exercer uma forte
influéncia no controle da replicagao viral e na progressao da doenca (PEREYRA et al.
2010; ZAUNDERS; DYER; CHURCHILL, 2011). Alguns estudos tém relatado uma
associagao dos alelos de classe |, HLA-B*27 (PEREYRA et al., 2008; PEREYRA et
al., 2010), HLA-B*57 (MIGUELES et al. 2000; PEREYRA et al., 2008; LECUROUX et
al., 2014) e HLA-B*52 (TEIXEIRA et al., 2014) ao perfil LTNP/EC.

1.6.2 Imunidade Inata

Embora a imunidade inata desempenhe um papel na infeccdo pelo HIV
atuando no recrutamento de células do sistema imune através da secrecdo de
citocinas e quimiocinas, tem sido definida como menos relevante no controle viral em
relacdo a imunidade adaptativa (WALKER; YU, 2013). Entretanto, estudos tém
demonstrado propriedades exclusivas dos mecanismos de defesa imunoldgica inata
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em individuos EC (DEEKS; WAKER, 2007; WALKER; YU, 2013; CROWELL,;
HATANO, 2015; CASADO et al., 2020).

A populagéo de células natural killer (NK) tem sido implicada no controle da
replicacao viral em EC (BERGER; ALTER, 2011; KURI-CERVANTES, 2014). Sabe-
se que essas células tém a capacidade de eliminar com eficiéncia células infectadas
pelo HIV por meio de suas atividades citoliticas ou pela producdo de citocinas
citotéxicas (SCULLY; ALTER, 2016). Outra caracteristica importante é que essas
células expressam em sua superficie uma familia de glicoproteinas, conhecidas como
moléculas KIR (do inglés, killer immunoglobulin-like receptor) que interagem com
moléculas do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) de classe |, ativando
essas células para destruicao de células infectadas. Alguns estudos tém demonstrado
que os receptores KIR3DS1 e KIRDL1, ao interagir com alelos HLA-B, induzem
respostas aumentadas, sendo associados ao retardo da progressdo da doenga
(BOULET et al., 2008; KAMYA et al., 2011; PARSONS et al., 2012; GENOVESE;
NEBULONI; ALFANO, 2013). Outros estudos também observaram um controle da
replicacao viral em individuos EC e VC, expressando HLA-Bw4*801 em células alvo e
o receptor KIR3DL1 nas células NK, demonstrando uma citotoxicidade maior quando
comparado com linfécitos T CD8* (TOMESCU et al., 2012; GENOVESE; NEBULONI;
ALFANO, 2013). Ademais, células NK de pacientes LTNP também produzem
concentracoes elevadas de IFN-y, os quais sdo maiores do que 0s progressores
tipicos e individuos nao infectados, o que é um importante mecanismo de controle nos
LTNP (POROPATICH; SULLIVAN, 2008).

As células dendriticas, conhecidas pela sua funcao como células
apresentadoras de antigenos, ainda nao tém um papel totalmente elucidado na
infeccdo pelo HIV. Sua funcdo pode variar de acordo com o estagio da doenca
(HERBEUVAL; SMITH; THEZE, 2012). Um subconjunto dessas células, as células
dendriticas plasmocitdides, exercem atividade antiviral na infecgao pelo HIV por meio
da secrecao de altas concentracdes de IFN-a, quantidades essas que sdo mantidas
em niveis mais elevados em EC em comparacao aos progressores tipicos (BARBLU
etal., 2012). Embora ocorra uma diminuicao de células dendriticas durante a infecgao
pelo HIV, ja foi relatado que essas células mantém sua funcionalidade preservada
(BARBLU et al. 2012; MACHMACH et al. 2012).



24

1.6.3 Imunidade adaptativa

Algumas células da imunidade adaptativa como os linfécitos T CD4+, T CD8*,
bem como o0s anticorpos neutralizantes, estdo envolvidos diretamente ou
indiretamente na progressao, susceptibilidade, resisténcia ou protecao a infeccao pelo
HIV-1. Entretanto, o grau de importancia dessas células no controle viral em pacientes
EC ainda permanece controverso (WALKER; YU 2013; ZAUNDERS; VAN BOCKEL,
2013).

Os linfocitos T CD4+, principais células alvo do virus, sdo as células mais
afetadas durante a infeccdo pelo HIV. Essas células podem ser ativadas pela
apresentacao de antigenos e pela produgéo de citocinas pré-inflamatérias. Todavia a
ativagao, infeccdo e morte dessas células vao provocar um alto nivel de exaustéao e
consequentemente diminuicao de linfécitos T CD4+ (CASTELLINO; GERMAIN, 2006;
MANCHES et al., 2008). Grande parte da replicacao e morte dessas células ocorre no
tecido linféide associado ao intestino (GALT) (GUADALUPE et al, 2003;
BRENCHLEY et al., 2004), que abriga um grande numero de linfécitos T CD4+* que
reconhecem peptideos do HIV-1, denominados linfécitos T CD4+-especificos para o
HIV-1, sendo estes os mais afetados (DOUEK et al., 2002). Esses, por sua vez,
exibem respostas com perfil Th1, secretando IFN-y, TNF-a e IL-2 (MARTINEZ et al.,
2005). Em pacientes EC, essas células mantém sua capacidade replicativa (SAEZ-
CIRION et al., 2011), habilidade de produgéo de multiplas citocinas, principalmente IL-
2 e IL-21, que por sua vez aumentam as atividades antivirais das células T CD8*
especificas para o HIV-1 (CHEVALIER et al., 2010; PORICHIS; KAUFMANN, 2011),
enquanto que em pacientes progressores tipicos a proliferagdo e produgao dessas
citocinas é comprometida (WILSON et al., 2000; HARARI et al., 2004).

Individuos EC apresentam células T CD8* com capacidade proliferativa
aumentada, principalmente nos estagios iniciais da infec¢ao e que sdo importantes na
eliminacao de células T CD4+ infectadas (DYER et al., 2008). Isso se deve ao fato de
que os EC possuem células T CD8* com capacidade de sintetizarem quantidades
maiores de granulos citotéxicos, como granzima e perforina, tornando-os mais rapidos
e eficientes na lise de células alvo infectadas, em comparacédo com linfécitos T CD8*
de progresores tipicos (MIGUELES; OSBORNE; ROYCE, 2008; HERSPERGER et
al., 2011). Além disso, tem sido demonstrado que as células T CD8* dos EC séo
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capazes de secretar simultaneamente multiplas citocinas (IFN-y, MIP1-8, TNF-qa, IL-2
e CD107a (ZIMMERLI et al., 2005; BETTS et al., 2006; CARD et al., 2012). Em
conjunto, esses achados fornecem evidéncias de que as células T CD8* estédo
fortemente relacionadas ao controle da replicagao viral.

Os anticorpos amplamente neutralizantes (bNAbs) fornecem protecao contra
diversos patégenos e estao presentes com varios graus de magnitude e amplitude em
quase todos os individuos infectados pelo HIV-1 (LAMBOTTE et al., 2009). Entretanto,
estudos apontaram que nem todos os controladores do HIV tém capacidade de
produzir bNAbs contra o HIV, mesmo com uma baixa replicagéo viral (GONZALEZ et
al., 2018). Alguns estudos tém sugerido que o desenvolvimento de bNAbs é uma
consequéncia da replicacdo viral (SATHER et al., 2009; DORIA-ROSE et al., 2010),
enquanto outros relatam que os bNAbs ndo podem contribuir para o controle da
viremia devido ao escape continuo do HIV da pressdo imune por mutacdo ou
glicosilagdo (GONZALEZ et al., 2018). Entretanto, um trabalho que envolveu um
paciente com perfil EC sugeriu que os bNAbs podem ter uma funcao no controle da
replicacdo viral (FREUND et al, 2017). Ademais, ja foi demonstrado que a
citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpos (ADCC) parece estar
aumentada em EC quando comparado aos progressores tipicos, sugerindo que
mecanismos de defesa baseados no ADCC podem auxiliar no controle natural da
replicacao viral (LAMBOTTE et al., 2009).

1.6.4 Caracteristicas virologicas

Estudos iniciais demonstraram a presenca de cepas virais defeituosas ou
atenuadas em alguns pacientes com perfil LTNP e EC, sugerindo que as delecoes
genéticas virais, principalmente no gene nef, poderiam ser responsaveis pela
incapacidade de replicacdo viral nesses individuos (MARIANI et al., 1996; MICHAEL
et al.,, 1995; ALEXANDER et al., 2000; LUM et al., 2003; MOLOGNI et al., 2006;
RAJAN et al., 2006). Posteriormente, outros estudos demonstraram que a maioria dos
pacientes EC sao infectados com uma forma de virus competente que é
predominantemente controlado por fatores relacionados ao hospedeiro (BLANKSON
et al., 2007; LAMINE et al., 2007). Além disso, também foi descrito que pacientes EC

infectados com virus competentes transmitiram para outros para outros pacientes que
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desenvolveram doenca progressiva (BAILEY et al.,, 2008; BUCKHEIT et al., 2012).
Outra caracteristica viroldgica singular € que os EC podem ter os reservatorios virais
reduzidos. Estudos demonstraram que células mononucleares do sangue periférico
de pacientes EC tinham quantidades diminuidas de DNA do HIV em comparag¢do com
outros grupos de pacientes infectados pelo HIV (LAMBOTTE et al., 2005; SAJADI et
al., 2009). Em resumo, essas investigacdes nao conseguiram fornecer evidéncias que
0 virus por si s6 desempenhe um papel no controle da viremia, indicando que 0s
fatores relacionados ao hospedeiro sdao provavelmente o principal mecanismo para o

desenvolvimento do fenétipo de controlador do HIV-1.

1.7 MICROBIOTA INTESTINAL

1.7.1 Composicao e funcao da microbiota intestinal

A microbiota intestinal € uma comunidade complexa de microrganismos que
habitam o trato digestivo. Os seres humanos abrigam trilhdes desses microrganismos,
incluindo bactérias, arqueas, fungos e virus que colonizam o trato digestivo logo ap6s
0 nascimento e que sdo essenciais para a homeostasia do hospedeiro (PASSOS;
MORAES-FILHO, 2017), ao mesmo tempo em que ocupam um ambiente protegido e
rico em nutrientes (GENSOLLEN et al., 2016; DUBOURG et al., 2017) e estabelecem
uma relagao simbiodtica com o hospedeiro.

A microbiota intestinal abriga mais de 1.500 espécies, distribuidas em mais de
cinquenta filos diferentes (ROBLES-ALONSO; GUARNER, 2013) e é bem aceito que
os filos Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria, Fusobacteria, Actinobacteria e
Verrucomicrobia sdo os mais abundantes, responsaveis por cerca de 90% da
populacdo bacteriana em humanos (JETHWANI; GROVER, 2019). J&4 os géneros
mais comumente encontrados sao Bacteroides, Clostridium, Peptococcus,
Bifidobacterium, Eubacterium, Ruminococcus, Faecalibacterium e
Peptostreptococcus. Dentre esses, o género Bacteroides é o mais abundante, sendo
que espécies desse género representam aproximadamente 30% das bactérias
encontradas no intestino, sugerindo que o0 mesmo € de extrema importancia para o
funcionamento do organismo hospedeiro (SHAPIRA, 2016). Entretanto, varios fatores

intrinsecos e extrinsecos influenciam na composi¢ao da microbiota intestinal, como a
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genética do hospedeiro, sua idade, sexo além da dieta (ODAMAKI et al., 2016), tipo
de nascimento (NAGPAL et al., 2017), uso de antibidticos e outras drogas (HASAN;
YANG, 2019).

De fato, a microbiota intestinal desempenha diversas fungdes essenciais para
o funcionamento normal do organismo do hospedeiro, incluindo a colonizagdo de
superficies intestinais, criando uma estabilidade do sistema que evite a invaséo de
microrganismos patogénicos, sintese de varios produtos metabdlicos, bem como o
controle da proliferacdo e diferenciacao de células epiteliais (ROTHSCHILD et al.,
2018; MILLS et al., 2019; GOMAA, 2020). Além disso, ja foi descrito que a microbiota
intestinal tem a capacidade de sintetizar alguns produtos neuroquimicos que podem
afetar os sistemas nervoso central, entérico e periférico (FORSYTHE et al., 2010;
GROCHOWSKA; LASKUS; RADKOWSKI, 2019; ZHENG et al., 2019).

1.7.2 O papel da microbiota intestinal no desenvolvimento do sistema imune

Nos ultimos anos, diversos trabalhos tém demonstrado que os sinais
derivados da microbiota intestinal sdo essenciais para o desenvolvimento do sistema
imunoldgico (WU; WU, 2012; SENDER; FUCHS, MILO, 2016). Os primeiros estudos
realizados com animais livres de germes ou GF (do inglés germ-free) relataram que
as bactérias que colonizam o intestino sao importantes na formagéao da imunidade
inata e adaptativa (THORBECKE, 1959; BAUER et al., 1963; SMITH et al., 2007).
Anticorpos IgA apresentaram reducdo substancial em animais GF, que foram
rapidamente restaurados pela colonizagdo microbiana (HAPFELMEIER et al., 2010).
Outros estudos tém ampliado esses achados, demonstrando novas evidéncias de
fatores celulares e moleculares envolvidos nessa relacao, principalmente relacionados
as células que secretam citocinas IL-17 e linfécitos T regulatérios. No caso dos
linfocitos T auxiliares 17 (Th17), curiosamente, sabe-se que estas células dependem
de um grupo especifico de bactérias, conhecidas como bactérias filamentosas
segmentadas (do inglés, Segmented Filamentous Bacteria), que sao essenciais para
a sua diferenciacao e estimulacao (KUWAHARA et al., 2011; SCZESNAK et al., 2011).
Também j& foi demonstrado que outras bactérias intestinais sdo importantes para o
desenvolvimento do sistema imune, como por exemplo Bacterioides fragilis que

mostrou ser capaz de induzir o desenvolvimento de uma resposta reguladora por meio
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de suas moléculas de polissacarideo A que sao importantes para o desenvolvimento
de linfécitos Treg (TROY; KASPER, 2010). Posteriormente, algumas espécies dos
grupos IV e XIV do género Clostridium foram descritas como fung¢ao similar para
direcionar a diferenciacdo de linfécitos Treg (ATARASHI et al., 2010; OMENETTI;
PIZARRO, 2015). Um interesse consideravel foi recentemente atribuido as células
linfoides inatas (ILCs), um novo grupo de células efetoras da imunidade inata que séo
encontradas principalmente nas mucosas, que também demonstraram relagées com
a microbiota, principalmente as ILCs do tipo 3 (BERNINK et al., 2013; CORDING et
al., 2018).

1.7.3 A infeccao pelo HIV-1 altera a composicao da microbiota do hospedeiro

Em humanos, o TGl compreende aproximadamente 40 a 65% de todas as
células do sistema imune. Essa caracteristica € coincidente com o fato de que a
mucosa gastrointestinal é o local de principal ataque do HIV. Além disso, também é
onde ocorre maior perda de linfécitos T CD4+, devido parcialmente a alta concentracao
de células T CD4 de memoria que expressam CCR5, molécula que o virus usa como
co-receptor de invasao celular (BRENCHLEY et al., 2004; LACKNER; LEDERMAN;
RODRIGUEZ, 2012; SHU et al., 2013). Estudos demonstram que a maioria (cerca de
60%) das células T CD4+de memodria presentes no GALT sao infectadas em poucos
dias apds a chegada do HIV ao organismo (MATTAPALLIL et al., 2005; LACKNER,;
MOHAN; VEAZEY, 2009; LACKNER; LEDERMAN; RODRIGUEZ, 2012.). De fato,
essa deplecdo significativa e substancial de linfécitos T CD4* presentes no GALT
ocorre rapidamente ja no inicio da infec¢ao e persiste durante todo o curso da mesma.
Com essa constante deplegdo de células, a infeccdo pelo HIV-1 causa um
desequilibrio entre o sistema imune de mucosa e a microbiota, e consequentemente
ocasiona a ruptura da barreira epitelial intestinal. O efeito direto deste
comprometimento da barreira epitelial € a passagem de bactérias intestinais e
produtos microbianos, como o LPS, para o sangue periférico, processo denominado
de translocacdo microbiana (SHU et al, 2013; SOMSOUK et al., 2015). Essas
observacdes forneceram indicacdes de que a translocagdo microbiana seja uma das
principais causas de ativagdo imune cronica, uma das principais caracteristicas da

infeccao pelo HIV-1. O comprometimento da barreira epitelial intestinal e consequente
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translocacdo microbiana ocorrem tanto na fase aguda como na fase crénica da
infecg@o e contribuem significativamente para a progressao da doenga (EPPLE et al.,
2010; KLATT; FUNDERBURG; BRENCHLEY, 2013). Assim, a translocacao
microbiana aumentada, determinada comumente atravées da presenca de
lipopolissacrideo (LPS) ou CD14 soluvel no plasma, esta associada com a ativacao e
a proliferacao de linfécitos T do sangue periférico, diminuicdo de células Th17,
desenvolvimento de disturbios neurocognitivos e aumento da mortalidade geral pelo
HIV-1 (VASSALLO et al.,, 2012; KLATT; FUNDERBURG; BRENCHLEY, 2013;
MARCHETTI, TINCATI, SILVESTRI, 2013). Ademais, uma vez na circulacéo, esses
produtos microbianos provocam potentes respostas inflamatérias por meio da
ativacao de varios receptores, como os receptores do tipo Toll (do inglés, Tool-like
receptors), em especial o TLR-4 (SANDLER; DOUEK, 2012). Em células da
imunidade inata, como macréfagos, células dendriticas e mondcitos, a ligacao desses
receptores a metabdlitos microbianos desencadeia uma cascata de sinalizagéo e
consequente secrecao de citocinas pré-inflamatérias, como IL-1B, TNF-a, IFN-a e IL-
6. Embora essas respostas possam trazer beneficios para o hospedeiro, na infeccao
pelo HIV-1 elas podem contribuir para a progressao da doenca (SANDLER; DOUEK,
2012; SHU et al., 2013; ZEVIN et al., 2016). Dessa forma, as bactérias intestinais
indiretamente poderiam contribuir para que se mantenha um estado de tolerancia
imunoldgica, que pode promover a replicacdo e transmissédo do virus (SHU et al.,
2013).

Uma das consequéncias mais significativas para o GALT causado pelo HIV-1
é a diminuicao drastica das células Th17. Sabe-se que essas células desempenham
uma funcao importante na defesa do hospedeiro contra patbégenos bacterianos e
fungicos de vida extracelular, especialmente aquelas encontradas em superficies de
mucosas (OUYANG; KOLLS; ZHENG, 2008). Essas células promovem o
recrutamento de neutréfilos para sitios de infeccao bacteriana, induzem proliferacao
de enterdcitos e producao de defensinas bacterianas. Entretanto, a diminuicdo de
células Th17 na mucosa intestinal de individuos infectados pelo HIV pode gerar uma
reducé@o no controle de bactérias intestinais, tornando os individuos mais suscetiveis
a translocagdo microbiana e consequentemente a ativacdo imune crénica
(BRENCHLEY et al., 2008; OMENETTI; PIZARRO, 2015).
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Por outro lado, a ingestdo de bactérias probidticas j& demonstrou prover
beneficios para individuos infectados por HIV-1, incluindo a restauragéao das fungdes
da barreira intestinal, auxilio na diminuigéo da translocagéo microbiana e na producao
de citocinas pré-inflamatérias, bem como o aumento no nimero de linfocitos T CD4+*
(CARTER et al., 2016). Um estudo realizado na Nigéria demonstrou que mulheres
infectadas pelo HIV que consumiram um iogurte suplementado com os probidticos
Lactobacillus rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 tiveram um aumento no numero de
linfécitos T CD4+ (ANUKAM et al., 2008). Trois e colegas também demonstraram que
criancas brasileiras que receberam probidticos contendo em sua férmula
Bifidobacterium bifidum e Streptococcus thermophilus tiveram um aumento na
contagem de linfécitos T CD4*, demonstrando que os probidticos tém propriedades
imunoestimulantes e que poderiam ser Uteis no tratamento de criancas infectadas pelo
HIV (TROIS; CARDOSO; MIURA, 2007).

Entretanto, a microbiota intestinal € um fator critico no desenvolvimento e
manutencdo de respostas fisioldogicas no hospedeiro. De fato, alteracbes na
microbiota intestinal tém sido relacionadas a doencas de diversos tipos como
obesidade (MONDOT et al.,, 2013), doenca inflamatéria intestinal (FRANK et al.,
2007), diabetes tipo 1 (ALKANANI et al., 2015), cirrose (MACNAUGHTAN; JALAN,
2015), doenca periodontal (WANG et al., 2013) e mais recentemente doencgas
cardiovasculares (YAMASHITA, 2017; YOSHIDA; YAMASHITA; HIRATA, 2018).

Ja na infeccao pelo HIV-1, uma variedade de estudos reporta alteracées na
composicao da microbiota de individuos HIV positivos em comparacao a individuos
nao infectados. Gori et al. (2007) foram os primeiros a abordar a potencial disbiose
intestinal na infecgao pelo HIV-1. Nesse estudo os autores observaram que individuos
soropositivos, além de apresentarem alteracdes na microbiota, demonstraram uma
prevaléncia de patdgenos considerados oportunistas (Pseudomonas aeruginosa e
Candida albicans) e menor abundancia de bactérias consideradas protetoras
(Bifidobacteria e Lactobacill)); também observaram concentracées mais elevadas de
calprotectina nas fezes, sugestivo de processo inflamatério na mucosa intestinal. Mais
tarde, Ellis e colaboradores (2011), encontraram um aumento de bactérias pré
inflamatédrias pertencentes a ordem Enterobacteriales e Bacteroidales na mucosa de
pacientes infectados pelo HIV em comparagao com individuos saudaveis. Além disso,
foi observado que a quantidade de bactérias pertencentes a essas ordens nas fezes
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estava associada a diminuigcao de linfécitos T CD4+ no duodeno e a ativagao de células
T CD8* no sangue periférico (ELLIS et al., 2011).

Um achado recorrente € o enriquecimento do género Prevotella na microbiota
intestinal de pacientes infectados pelo HIV em comparagcdo com individuos nao
infectados. Lozupone et al. (2013) demonstraram que a microbiota de individuos
infectados por HIV-1 apresenta um aumento no numero de bactérias pertencentes ao
género Prevotella e que a terapia antirretroviral ndo recupera a comunidade
bacteriana completamente. Outros trabalhos ja relataram que alteragdes na microbiota
intestinal de individuos infectados pelo HIV incluem principalmente o0 aumento dos filos
Proteobacteria e Firmicutes, enquanto Bacteroidetes esta diminuido (DILLON et al.,
2014, 2016; SUN et al., 2016; ZHOU et al., 2018). Apesar de a infecgédo por HIV-1 ser
caracterizada por inflamagéo crénica, as alteragdes na microbiota encontradas em
pacientes infectados pelo HIV ndo sdo as mesmas encontradas em pacientes com
outras doencas inflamatérias (SERRANO-VILLAR et al., 2016; HERRERA;
MARTINEZ-SANZ; SERRANO-VILLAR, 2019).

Ademais, também ja tem sido demonstrado evidéncias que algumas bactérias
comensais intestinais sdo capazes de induzir aumento da expressdo de CCRS5 pelas
células T CD4* da lamina propria intestinal, levando a maior infecgdo e consequente
deplecdo dessas células. Bactérias comumente encontradas em quantidades
alteradas na mucosa intestinal de individuos HIV positivos, em especial gram-
negativas, levaram a um aumento da infecgéo e maior deplecao de células T CD4* na
mucosa. Ademais, esse estudo conduzido por Dillon et al. (2016) também reportou
que a expressao de CCR5 foi significativamente aumentada nas células T CD4+ da
lamina prépria apds a exposicao a essas bactérias gram-negativas. A forma como as
bactérias intestinais causam o aumento da expressao de CCR5 nessas células e os
mediadores envolvidos ainda ndo foram determinados, porém esse estudo comeca a
elucidar alguns dos mecanismos envolvidos na relagao entre altera¢cdes da microbiota
intestinal e a progressao do HIV, ressaltando a importancia do estudo da comunidade
de microrganismos comensais nos individuos infectados.

Além das alteragbes na microbiota intestinal causadas pelo HIV, a TARV
também pode afetar a composicdo e fungdo da microbiota intestinal. Varios autores
tém reportado que o inicio da TARV esta associado ao aumento relativo de
Fusobacterium, Proteobacteria e Tenella e uma diminuicdo de Bacteroidetes e
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Firmicutes (NOWAK et al,, 2015; PINTO-CARDOSO et al., 2017; VILLANUEVA-
MILLAN et al., 2017). Ao mesmo tempo, ha evidéncias de que a TARV pode ocasionar
modificacées na microbiota intestinal independente da infec¢ao pelo HIV, indicando
que a TARV contribui para o agravamento do desequilibrio da microbiota intestinal
(LOZUPONE et al., 2013; NOWAK et al., 2015; NOGUERA-JULIAN et al., 2016). Mutlu
et al. (2014) demonstraram mais especificamente que a microbiota de individuos
infectados com HIV-1 que recebem TARV apresenta menor diversidade no célon
direito e ileo terminal quando comparada a de individuos saudaveis nao infectados e
que a microbiota nesses individuos apresentou perda de taxons tipicamente
considerados comensais e aumento no numero de bactérias consideradas
patogénicas.

Embora a TARV seja eficiente em inibir a replicacao viral, ela ndo é capaz de
restaurar totalmente os danos a funcao gastrointestinal e a microbiota intestinal, e
assim a recuperacao da homeostase intestinal ainda continua prejudicada (GENG et
al., 2020). Mesmo que a quantidade de produtos microbianos (como LPS e DNA
bacteriano) na circulacdo de pacientes com HIV tratados sejam menores do que
pacientes nao tratados, eles ainda sao mais elevados do que o nivel normal, sugerindo
que a translocacdo microbiana ainda existe e influencia na recuperagéo da funcéo
imunolégica (JIANG et al., 2009; HOOPER; MACPHERSON, 2010; PONTE et al.,
2016; LU et al., 2018; GENG et al., 2020).

Estudos avaliando as possiveis variacbes na microbiota intestinal entre
diferentes classes de individuos infectados com HIV-1 que incluam EC sao bastante
escassos. Até o momento, apenas cinco estudos foram realizados com individuos EC
(JENABIAN et al., 2013; VUJKOVIC-CVUIN et al., 2013; NOWAK et al., 2015;
NOGUERA-JULIAN et al., 2016; VESTERBACKA et al., 2017), nenhum deles

realizado no Brasil.
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1.8 OBJETIVOS

1.8.1 Objetivo Geral:

Analisar a composicao e a funcionalidade metabdlica da microbiota intestinal

de pacientes HIV positivos controladores de elite e ndo-controladores e investigar se

a via de infeccao e o subtipo viral pode impactar a composicao da microbiota.

1.8.2 Objetivos Especificos

Capitulo 1

Capitulo 2

Caracterizar a microbiota intestinal de todos os pacientes HIV positivos.
Investigar o perfil da microbiota intestinal de individuos EC e comparar com
nao controladores e individuos saudaveis.

Identificar alterac6es nas vias metabdlicas associadas com a microbiota
intestinal dos individuos infectados pelo HIV.

|dentificar alteragdes na microbiota intestinal dos pacientes infectados pelo
HIV de acordo com a via de infecgéo.

Avaliar se o subtipo viral do HIV pode impactar a composi¢cédo da microbiota

intestinal.

Determinar o perfil genético dos participantes deste estudo por meio da
analise da presencga da mutagdo CCR5A32.

Identificar o tropismo viral presente nos pacientes infectados pelo HIV
participantes deste estudo.
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2 METODOLOGIA
2.1 Local, populacao de estudo, critérios de inclusao e consideracoes éticas.

Este foi um estudo transversal. A populagdo de estudo foi composta por
homens e mulheres, maiores de 18 anos de idade, recrutados no departamento de
Infectologia do Hospital Regional Homero de Miranda Gomes, Sao José, SC e Hospital
Nereu Ramos, Florian6polis, SC. Foram recrutados 16 pacientes infectados pelo HIV,
que foram classificados e divididos em 2 grupos, de acordo com a carga viral: 1)
Controladores de elite que apresentaram niveis de cargas virais indetectaveis em
todas as mensuragdes de carga viral (n=6); 2) Controladores virémicos que que
apresentaram uma viremia persistente de baixo nivel que variou entre 51-2.000
cépias/ml) (n=3); e Nao-controladores que apresentaram uma viremia entre 2.000 e
20.000 copias/ml (n=7). Todos os pacientes recrutados tinham infecgcdo documentada
por mais de 5 anos e mantinham a contagem de células T CD4* acima de 500
células/mms3. Além disso, também foram recrutados 9 individuos HIV negativos no
Banco de Sangue de Sangue da Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianopolis, SC.

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina sob o parecer n® 1.622.458.
Todos os participantes foram abordados durante as consultas de rotina e convidados
a participar do estudo. Ademais, foram esclarecidas todas as duvidas em relagéao
participacdo neste estudo e todos assinaram voluntariamente o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido autorizando sua participagéo (Anexo A).

2.2 Coleta e processamento das amostras

Durante o recrutamento dos voluntarios foram solicitadas amostras de
sangue, fezes e acesso aos prontuarios médico para coleta de dados clinicos (nUmero
de linfocitos T CD4/CD8 e medidas de carga viral plasmatica) e epidemioldgicos (sexo,
idade, altura, peso e indice de massa corporal). As demais informacdes referentes aos
habitos de vidas e intestinais foram fornecidas pelos participantes por meio do

preenchimento de um questionario.
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Para analisar a composi¢do da microbiota intestinal, todos os participantes
foram orientados como realizar a coleta de fezes, bem como seu armazenamento.
Durante o recrutamento todos receberam um frasco estéril de polipropileno e as
amostras foram recolhidas na residéncia dos participantes ou nos hospitais onde
foram realizados o recrutamento, de acordo com a preferéncia de cada voluntario.
ApGs ser recolhida, amostra foi transportada até o Laboratério de Imunologia Aplicada
(MIP/CCB/UFSC) onde foi realizada a extragdo de DNA bacteriano utilizando o kit
QIAmp DNA Stool Mini Kit (Quiagen, Alemanha), conforme as recomendagdes do
fabricante. O DNA extraido foi imediatamente armazenado a -20 °C até o momento
das andlises.

No momento do recrutamento, além da amostra de fezes também foram
coletadas 50 ml de sangue periférico em tubos com EDTA que foi utilizado para
obtencdo de células mononucleares do sangue periférico. Estas células foram
separadas por meio do processo de diferenca de gradiente de densidade por solucao
de Ficoll Hypaque (GE Healthcare, EUA). Apdés a separacdo das células
mononucleares do sangue periférico, estas foram criopreservadas e congeladas em
nitrogénio liquido para serem utilizadas na genotipagem do CCR5A32 e identificagao
do tropismo e subtipo viral que infecta os pacientes. Além disso parte dessas células
serdo utilizadas em estudos futuros que darao continuidade a este projeto.

2.3 Analise da microbiota intestinal

2.3.1 Preparacao da biblioteca genémica e sequenciamento das amostras

O DNA extraido a partir das fezes foi quantificado utilizando-se o kit Qubit
dsDNA HS (Thermo Fischer, EUA). A integridade das preparacoes de DNA foi
examinada por eletroforese em gel de agarose 2%. A amplificacdo das regides V3 e
V4 do gene do rRNA 16S foi realizada por PCR, utilizando-se os iniciadores lllumina
universais para Eubacteria S-D-Bact-0341-b-S-17 (forward) and S-D-Bact-0785-a-A-
21 (reverse) e as amostras amplificadas foram confirmadas por meio de eletroferose
em gel de agarose 2%. Para a preparacao da biblioteca de rRNA 16S, os produtos
PCR obtidos das amostras foram purificados utilizando-se microesferas magnéticas
Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, EUA), onde os adaptadores para
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identificagdo das amostras foram adicionados com o kit Nextera XT index (lllumina,
EUA) e posteriormente as amostras foram quantificadas por gPCR utilizando-se o kit
KAPA Library Quantification kit Universal (Kapa Biosystems). Em seguida foi realizado
um pool equimolar a 3nM e o sequancimento foi realizado na plataforma Miseq
(Nlumina) com um kit de reagentes de 2 x 250 (500 ciclos) (v2) (MS-102-2003, lllumina
Inc, EUA).

2.3.2 Andlises de Bioinforméatica

A ferramenta Trimmomatic versdo 0.38 foi utilizada para filtrar as sequencias
de baixa qualidade de acordo com o tamanho das sequéncias e valor de phred score.
Os nucleotideos que tinham qualidade menor que 20 no inicio ou final das sequéncias,
ou que apresentassem qualidade média menor que 20 a cada grupo contendo 5
nucleotideos foram considerados de baixa qualidade e removidos. As sequéncias com
menos de 200 ou com mais de 259 nucleotideos também foram excluidas. O
pareamento dos pares de fragmentos, a remocao de quimeras e a determinacao das
ASVs (do inglés, Amplicon Sequence Variants) foram determinadas utilizando a
abordagem DADAZ2 no pacote R versédo 1.15.5. A taxonomia foi atribuida utilizando o
banco de dados SILVA_SSU r138 2019. A tabela de ASVs resultantes foi convertida
em um arquivo no formato BIOM e importada para o R e ATIMA (do inglés, Agile
Toolkit for Incisive Microbial Analyses). A predicdo do conteudo funcional foi realizada
por meio da ferramenta PICRUSt, com a tabela de ASVs normalizadas considerando
0 numero de copias dos genes com base na KEGG (do inglés, Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes. O dado resultante do sequenciamento de cada amostra esta
disponivel no repositério NCBI (numero de acesso do projeto PRJNA682416;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject).

2.3 Genotipagem do CCR5A32

O DNA gendmico foi extraido a partir de células mononucleares do sangue
periférico utilizando-se o0 método de colunas de silica do kit QlAamp® DNA Blood Mini
Kit (Qiagen, Alemanha), de acordo com as instru¢des do fabricante. Posteriormente o

DNA extraido foi armazenado a -20 °C até o uso. A presencga da variante A32 no gene
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CCR5 foi determinada por amplificacdo em PCR e visualizados por eletroferose em
gel de agarose. Uma Unica banda de 239 pares de base indicou o gendtipo de tipo
selvagem CCRS5/CCRS5, enquanto o gendtipo heterozigoto CCR5/A32 foi detectado
pelas bandas de 239 e 207 pares de bases. O gendtipo homozigoto A32/A32 fornece
uma unica banda de 207 bp.

2.4 Analise do subtipo e tropismo viral

Para identificar o subtipo viral, os crioperservados de células mononucleares
do sangue periférico foram descongelados, lavados e imediatamente foi realizado a
extracao do DNA utilizando-se kit QlIAamp DNA Blood Mini kit (Qiagen, Alemanha) de
acordo com as instrucdes do fabricante. A amplificagcdo do gene env do HIV-1 foi
realizado por uma diluicao nested PCR. Um fragmento de quase 600 pares de bases
do gene envdo HIV-1 foi amplificado por PCR usando AmpliTag Gold ® 360 DNA
Polimerase (Applied Biosystems, EUA). Os produtos finais do PCR foram purificados
usando o kit de purificagdo de DNA lllustra GFX PCR (GE Healthcare, EUA) e
sequenciados diretamente usando o kit de reagcdo ABI BigDye Terminator v.3.1
(Applied Biosystems, EUA) em um sequenciador automético ABI PRISM 3100
(Applied Biosystem). Os cromatogramas foram montados usando o software SeqMan
7.0 (DNASTAR Inc., EUA) e as sequéncias env consenso cobrindo as posi¢des 7.008-
7.650 relativas ao genoma de referéncia HXB2 foram geradas. As sequéncias env
foram alinhadas com as sequéncias de referéncia de subtipo baixadas do banco de
dados de sequéncias de HIV Los Alamos (http://www.hiv.lanl.gov/) usando ClustalW
e em seguida foram editadas manualmente e subtipadas por reconstrucdes de arvore
filogenética de maxima verossimilhanga com o programa PhyML 3.0. Para a previsao
in silico do tropismo do HIV, a regiao V3 das sequéncias env foi traduzida e analisada
utilizando a ferramenta online Geno2pheno com um corte de taxa de falsos positivos
de 20%.

2.5 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software R v.3.6.0 e pelo
ATIMA utilizando os testes Mann-Whitney, Kruskal-Wallis e Wilcoxon para variaveis
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nao paramétricas. Para avaliar as diferencas composicdo da microbiota intestinal
entre os individuos (diversidade beta) foi o utilizando o indice de dissimilaridade Bray-
curtis. Na determinacdo da diversidade alfa foram utilizados os indices de Shannon e
Simpson e para avaliar a riqueza foi utilizado o indice de Chao1. O algoritmo Lefse
(Linear discriminant analysis (LDA) — effect syze) foi utilizado para identificar
diferencas na abundancia de taxons da microbiota intestinal entre os grupos
estudados. A LDA foi determinada usando uma estratégia de um contra todos com um
score >2.0. O Lefse utiliza os testes de Kruskal-wallis e Wilcoxon para detectar os
taxons com abundancia significativamente diferentes e com relevancia biolégica. A
previsdo do conteudo funcional foi avaliada utilizando o teste de Mann-Whitney.
Valores de p menores que 0,05, ap6s corre¢ao com o teste FDR (False discovery rate)

foram considerados significativos.
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3 CAPITULO 1

Gut microbiome profiles and associated metabolic pathways in HIV-infected

treatment-naive patients
Apresentagcao do manuscrito 1

Neste capitulo sdo apresentados os resultados referentes a composicdo e
funcionalidade da microbiota intestinal dos pacientes HIV positivos controladores de
elite e ndo controladores. Esse manuscrito foi publicado na revista Cell, fator de
impacto JCR 6,600.

NASCIMENTO, W. M.; MACHIAVELLI, A.; FERREIRA, L. G. E.; SILVEIRA, L. C;
AZEVEDQO, S. S. D.; BELLO, G.; SMITH, D. P.; MEZZARI, M. P.; PETROSINO, J. F;
DUARTE, R. T. D.; Zarate-Bladés, C. R.; PINTO, A. R. Gut microbiome profiles and
associated metabolic pathways in hiv-infected treatment-naive patients. Cells, v. 10,
n. 2, p. 385, 2021. https://doi:10.3390/cells10020385

Resumo:

A composigdo normal da microbiota intestinal € um fator chave para manter a
homeostase saudavel e consequentemente a disbiose € bem conhecida por estar
presente em pacientes com HIV-1. Este artigo investiga o perfil da microbiota intestinal
de pacientes HIV-1 virgens de terapia antirretroviral e de doadores saudaveis que
vivem na América Latina em uma coorte de 13 pacientes HIV positivos (seis
controladores de elite (EC) e sete nao controladores (NC)) e nove doadores saudaveis
(HD). A composicdo da microbiota em amostras de fezes foi determinada pelo
sequenciamento da regidao V3-V4 do rRNA 16S bacteriano e a previsao funcional foi
inferida usando o PICRUSt. Varios taxons foram enriquecidos em EC em comparacgao
com grupos NC ou HD, incluindo Acidaminococcus, Clostridium methylpentosum,
Barnesiella, Eubacterium coprostanoligenes e Lachnospiraceae UCG-004. Além
disso, nossos dados indicam que a rota de infec¢do € um fator importante associado
as mudancgas na composi¢ao do microbioma intestinal e estendemos esses resultados
identificando varias vias metabdlicas associadas a cada rota de infecgdo. E importante


https://doi/
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ressaltar que observamos varios tdxons bacterianos que podem estar associados a
diferentes subtipos virais, como Succinivibrio, que foi mais abundante em pacientes
infectados pelo HIV subtipo B e enriquecimento de Streptococcus em pacientes
infectados pelo subtipo C. Em conclusado, nossos dados trazem contribuicdo para a
compreensao das alteragdes associadas a disbiose na infecgéao pelo HIV e descreve
pela primeira vez as diferengcas na composicdo da microbiota de acordo com 0s
subtipos de HIV. Esses resultados garantem uma confirmagdo adicional em uma

coorte maior de pacientes.

Segue abaixo o link para consulta:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7917727/
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Neste capitulo sao apresentados, de forma sucinta, os resultados de outros

experimentos realizados durante o doutoramento, com énfase na caracterizagéo

geneética e viral dos pacientes com HIV participantes do estudo.

4.2 RESULTADOS

4.2.1 Genotipagem do CCR5A32 e analise do tropismo viral

A Tabela 1 demonstra que a predicéo de tropismo viral para as sequéncias

env de consenso indicou tropismo para o correceptor CCR5 (R5-trépico) em 10
(76,9%) dos pacientes e CXCR4 (X4-tropico) em 3 (23,1%) pacientes. A delegéo

heterozigética CCR5A32 foi observada em dois pacientes, um deles EC e o outro NC.

Tabela 1 — Caracteristicas dos controladores de elite e nao-controladores

Paciente Genétipo CCR5 Tropismo viral
EC 03 WT/WT CCR5
EC 04 WT/WT CCR5
EC 06 WT/WT CXCR4
EC 10 WT/A32 CXCR4
EC 12 WT/WT CCR5
EC 21 WT/WT CCR5
NC 02 WT/WT CXCR4
NC 11 WT/WT CCR5
NC 14 WT/WT CCR5
NC 18 WT/A32 CCR5
NC 19 WT/WT CCR5
NC 23 WT/WT CCR5
NC 24 WT/WT CCR5

Abreviagdes: EC: Controlador de elite; NC: Nao-controlador; WT: Wild type
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4.3 DISCUSSAO

Muitas questdes basicas sobre a patogénese da infec¢do pelo HIV ainda néo
foram elucidadas. Diversos estudos tém reportado que os pacientes que vivem com
HIV apresentam diferencas na susceptibilidade e na progressdo da doenca
(CHAUDHARI et al., 2015; NARANBHAI; CARRINGTON, 2017; VEGA et al., 2017).
Dessa forma, a importancia de diferentes genes na progressdao do HIV/aids ainda
permanece controverso. A molécula CCR5 é correceptor de quimiocina mais
importante para a entrada do HIV-1 com tropismo para macréfagos na
célula. A proteina CCR5 do tipo selvagem (CCR5-CCR5) € constituida por 352
aminodcidos, sendo dobrada em sete dominios que abrangem a membrana,
conectados por trés algas extracelulares e trés intracelulares. Além do tipo selvagem,
um alelo CCR5 com uma delecdo de 32 pares de bases (CCR5A32) na regido de
codificacdo é prevalente. Seu produto € uma proteina truncada que nao pode ser
detectada na superficie celular (LIU et al., 1996). Estudos ja tem demonstrado que
individuos homozigotos para o alelo CCR5A32 (A32/A32) podem ser resistentes a
infeccao por cepas R5 do HIV-1 quando comparados a individuos do tipo selvagem
(CCR5/ CCRY5), enquanto individuos heterozigotos (CCR5/ A32) tém uma progressao
mais lenta da doenca (PEREYRA et al., 2008; MCLAREN; CARRINGTON, 2015). O
alelo CCR5A32 ocorre com uma frequéncia de 4% no populacao brasileira (SILVA-
CARVALHO et al., 2016). Em nosso estudo, dois dos 13 pacientes (um EC e um NC)
eram heterozigotos para o CCR5A32, mas néao identificamos nenhum paciente
homozigoto para essa mutagao. De fato, as frequéncias da mutagdo CCR5A32 nao
foram diferentes das observadas na populagcdo de individuos soronegativos para o
HIV (PEREYRA et al., 2008). Em contrapartida, um estudo realizado anteriormente
demonstrou uma maior prevaléncia da mutagdo CCR5A32 em EC em comparagao
com a observada na populagdo em geral (PEREYRA et al., 2010).

Estudos também demonstraram que a mutagcdo do gene CCR5A32 tém
indicado novos caminhos para a cura do HIV. O caso mais conhecido € o do paciente
de Berlim (HUTTER et al., 2009). Esse paciente era portador de leucemia mieloide
aguda e foi submetido a um transplante de células tronco hematopoiéticas utilizando
células de um doador homozigoto CCR5A32. Apos o transplante o virus nao foi mais
detectado, mesmo na interrupcao de ART. Em 2014, cinco anos apds o acontecimento


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/ccr5
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/ccr5
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do paciente de Berlim, um estudo reportou um procedimento semelhante, conhecido
como o paciente de Essen (KORDELAS et al., 2014). Entretanto, devido a cepa que
infectava o paciente possuir tropismo alternativo para o correceptor CXCRA4,
observou-se que a carga viral se manteve em recuperacdo 3 semanas apos 0O
transplante. Mais recentemente, 10 anos apds o transplante que resultou na cura
esterilizante do paciente de Berlim, um segundo caso de possivel cura foi reportado
no paciente de Londres (GUPTA et al,, 2014). Esse paciente infectado com HIV,
possuia Linfoma de Hodgkin, foi submetido a um transplante de células tronco
hematopoiéticas, tendo como doador um individuo com a mutagcdo homozigética no
correceptor do HIV CCR5 (CCR5A32/A32). Até o momento o paciente apresenta
remissao da infeccao pelo HIV apds 30 meses da realizagdo do procedimento. Assim,
esses relatos bem-sucedidos ressaltam o papel importante do correceptor CCRS
durante a infecc¢ao pelo HIV-1 e na progresséao da doenca, apontando que estratégias
baseadas na prevencao da expressdao do CCR5 podem indicar novos caminhos no
desenvolvimento de opg¢des de tratamento.
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5 CAPITULO 3
Gut microbial dysbiosis and HIV infection
Apresentacao do manuscrito 2

Neste capitulo é apresentado uma revisédo sobre as disfungcbes e alteragdes na
microbiota intestinal durante a infeccao pelo HIV. Este manuscrito foi publicado na
forma de um capitulo de livro pela editora Elsevier.

NASCIMENTO, W. M.; MACHIAVELLI, A.;: FERREIRA, F. A.: SINCERO, T. C. M.;
ZARATE-BLADES, C. R.; PINTO, A. R. Gut microbial dysbiosis and HIV infection.
Elsevier: Food Science, 2021.

Resumo:

O dano a mucosa intestinal esta associado a infecg¢ao pelo HIV, ocorrendo deplecéao
macica de linfécitos T CD4* no tecido linfoide associado ao intestino (GALT), o que
leva a uma perda de integridade da mucosa, disbiose da microbiota intestinal, ativagéo
imune persistente e inflamagéo cronica. A microbiota intestinal de individuos com HIV,
incluindo aqueles que controlam a doenga com drogas antirretrovirais combinadas
(cART) é substancialmente diferente da microbiota daqueles nao infectados. Aqui,
revisamos as evidéncias existentes de disfuncao da imunidade intestinal e mudancas
na microbiota durante a infeccdo pelo HIV e sua ligagdo potencial a patogénese do
HIV, bem como possiveis estratégias terapéuticas que podem restaurar a diversidade
microbiana do intestino.

Segue abaixo o link para consulta:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B978012819265800054 1 ?via%3Dih
ub
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6 DISCUSSAO GERAL

A infeccao pelo HIV-1 continua sendo responsavel por uma pandemia de
grande importancia no mundo e individuos infectados que conseguem controlar a
progressao da doenga (EC), representam uma situagao singular para o entendimento
de mecanismos naturais de protecdo contra esse virus. Todavia, 0 mecanismo que
confere resisténcia aos EC é desconhecido e atualmente acredita-se que o controle
da carga viral ndo exista devida a presenca ou auséncia de um unico fator, mas sim
que EC séo na verdade um grupo heterogéneo que possui multiplos mecanismos de
defesa contra o HIV-1 e que diferentes fatores podem conferir protecdo em cada
individuo (COCKERHAM; HATANO, 2015). No entanto, mesmo que esses individuos
possam controlar a viremia, tanto a disbiose quanto a translocagcé&o microbiana ainda
fazem parte do curso da infeccao pelo HIV-1 (ZILBERMAN-SCHAPIRA et al., 2016).
No presente estudo investigou-se se a infeccéo pelo HIV-1 afeta de forma diferente a
composicao e funcionalidade da microbiota intestinal de individuos EC e NC. Além
disso, também foi explorado se o subtipo viral e a via de infeccao estdo associados a
essas alteracoes. Nao foram observadas diferencas em relacao a diversidade alfa ou
beta entre os grupos de pacientes HIV positivos comparados com individuos
saudaveis. Entretanto foi possivel identificar varios tdxons com abundancia
diferenciada entre os grupos. Também foi demonstrado pela primeira vez que o
subtipo viral estd associado a composicdo diferencial da microbiota intestinal.
Ademais, a analise do PICRUST prevendo o conteudo funcional metagenémico da
microbiota intestinal revelou varias diferencas significativas entre os grupos.

Nesse estudo os individuos caracterizados como EC apresentaram contagens
de linfocitos T CD4+ e CD8* acima de 500 células/mm? e carga viral indetectavel em
100% das mensuracdes. Por outro lado, os individuos caracterizados como NC
também apresentaram contagens de linfécitos T CD4+ e CD8* acima de 500
células/mm3, enquanto a carga viral plasmatica variou entre 2.000 e 20.000 copias de
RNA/mL em 70% das mensuragbes. Todos os individuos HIV positivos recrutados
para o estudo tinham mais de 5 anos de acompanhamento médico e ndo tinham
recebido tratamento antiviral até o momento da coleta das amostras para esta
pesquisa. Assim, esses dados sao relevantes, pois caracterizam o grupo de pacientes
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EC e NC e demonstra, mesmo que se trate de um namero relativamente reduzido de
pacientes, a particularidade e riqueza do grupo estudado.

Um dos maiores problemas no combate a epidemia do HIV/aids continua
sendo a diversidade genética do virus, sendo que um aumento das formas
recombinantes circulantes tem agravado ainda mais essa situacao. No entanto, essa
diversidade viral, ou um subtipo especifico, ainda ndo tem sido relacionado a
progressao da doencga. O cenario epidemiologico de HIV/aids no mundo tem o subtipo
C como responsavel por mais de 50% das infeccoes e o subtipo B por
aproximadamente 10% (ARIEN; VANHAM; ARTS, 2007; BBOSA; KALEEBU;
SSEMWANGA, 2019). A epidemiologia molecular do HIV no Brasil € impulsionada
principalmente pelo subtipo B, seguido pelo subtipo F1, subtipo C, além das formas
recombinantes (BELLO et al., 2011; ALENCAR et al., 2013; LIMA et al., 2017). Nos
ultimos anos o Brasil tem demonstrado altera¢cdes nesse cenario epidemioldgico. Graf
e colaboradores (2011) demonstraram que a regiao Sul, principalmente os estados do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina, sdo considerados os estados mais endémicos
do subtipo C, juntamente com outras formas recombinantes. A maior da prevaléncia
do subtipo C, seguido pelo subtipo B, encontrado nesse estudo esta de acordo com o
cenario epidemiolégico molecular do HIV-1 encontrado no estado de Santa Catarina.

Estudos prévios ja tém demonstrado que as epidemias do HIV-1 subtipo C e
B podem incidir de forma diferente nas categorias de exposi¢ao sexual. Num estudo
conduzido nas cidades de Floriandpolis/SC e Rio Grande/RS observou-se que o
subtipo C é mais associado a individuos com comportamento heterossexual, enquanto
o subtipo B foi o mais frequente em HSH (GRAF et al., 2011). Semelhante aos
achados de Gréf e colaboradores, nossos resultados revelaram que o subtipo C foi
responsavel pela maioria das infec¢des em individuos heterossexuais, enquanto o
subtipo B foi responséavel por 100% das infec¢gdes nos individuos HSH. Entretanto, os
motivos pelo qual o subtipo C esta associado a categoria de exposicao heterossexual
ainda nao sao claros. Uma possivel explicacao seria que essa segregacao se deva a
separacao que ocorre em diferentes redes de transmisséo, neste caso a rede, de
heterossexuais e HSH (BELLO et al., 2006), entendendo rede como a transmissao
entre um grupo de individuos ligados epidemiologicamente (HASSAN et al., 2017).
Outra possivel explicacao pode ser pelo fato de que o subtipo C do HIV-1 possa ter
alguma vantagem biolégica em relacéo ao subtipo B, ja que estudos tém demonstrado
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que o subtipo B foi introduzido antes do subtipo C no Brasil e atualmente € observado
com uma prevaléncia menor que 30% nas regides onde ele compete com o subtipo C
(BELLO et al., 2006; VASAN et al., 2006; ARIEN; VANHAM; ARTS, 2007).

Além do receptor CD4, o HIV necessita de um correceptor de quimiocina,
CCR5 ou CXCR4, para estabilizar sua interagdo com a célula hospedeira,
possibilitando a fusdo das membranas e consequentemente a entrada do virus. No
inicio da infeccado o HIV-1 geralmente utiliza o correceptor CCR5, mas
aproximadamente 50% dos individuos infectados com cepas R5 mudam para o uso
de CXCR4, o que geralmente esta associado a um declinio acelerado de linfécitos T
CD4+ e uma rapida progressao a doenga (REGOES; BONHOEFFER, 2005; SHEN et
al., 2016). No presente estudo foi observado que a maioria dos individuos HIV
positivos foram infectados com cepas virais que utilizam o correceptor CCR5. Foi
observado também que todas as cepas de HIV-1 com tropismo para X4 detectadas
correspondiam ao subtipo B. Esses dados sdo consistentes com achados de outro
estudo conduzido na regido Sudeste brasileira (AZEVEDO et al., 2017). Ademais,
identificar o uso especifico dos correceptores é essencial para um tratamento eficaz
com TARV.

A delecéo heterozigotica CCR5A32 foi observada em 2 pacientes infectados
pelo HIV. Ja tem sido demonstrado que o polimorfismo CCR5A32 esta associado a
cargas virais mais baixas e a uma progressao mais lenta para aids e menor taxa de
mortalidade (SANTA- MARTA et al., 2013). No caso desse estudo, um dos pacientes
tem o perfil de EC, aspecto que pode contribuir para a progressao lenta da doenca.

A disbiose intestinal em individuos HIV positivos com infeccao progressiva ja
foi descrita anteriormente (DIHN et al., 2015; DILLON et al., 2016; WANG et al., 2019).
A andlise da microbiota intestinal revelou que os filos Firmicutes, Bacteroidota,
Proteobacteria e Actinobacteria foram os mais abundantes entre os individuos
infectados pelo HIV, independente do status da infec¢do, resultados que sdo similares
a dados publicados sobre a microbiota intestinal de individuos infectados pelo HIV
(DIHN et al., 2015; ZHOU et al., 2018; WANG et al., 2019). Nao foram observadas
diferengas na diversidade alfa e beta entre individuos HIV positivos e controles
saudaveis. Esses resultados demonstram que a estrutura geral da comunidade
bacteriana foi similar ao comparar individuos HIV-positivos com HIV-negativos.

Corroborando nossos achados, varios outros estudos também n&o encontraram
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diferengas na diversidade alfa e beta de individuos infectados pelo HIV em
comparagdo com individuos saudaveis (DILLON et al., 2014; LING et al., 2016;
MONACO et al., 2016). Dihn e colaboradores (2015) avaliaram a composicao da
microbiota de 16 individuos com infeccdo crénica pelo HIV e ndao observaram
diferencas na diversidade alfa em comparacao com individuos nao infectados. Em
contrapartida, outros estudos encontraram uma diminuicdo da diversidade em
individuos infectados pelo HIV (MCHARDY et al., 2013; SUN et al., 2016; ZHOU et al.,
2018; LU et al.,, 2019). Um estudo realizado na Frangca demonstrou que mudancgas
importantes ocorreram na diversidade de individuos infectados pelo HIV. Os autores
demonstraram que a diversidade alfa foi significativamente diminuida em individuos
infectados pelo HIV em comparacao com nao infectados pelo HIV, conforme avaliado
pelo indice de Shannon (DUBOURG et al., 2016).

Quando avaliados os taxons diferencialmente abundantes, foi encontrado um
enriquecimento dos géneros Acidaminococcus, Libanicoccus e Lachnospiraceae
NK3AZ20 group nos individuos HIV positivos do presente estudo. Os Acidaminococcus
sao diplocococos gram-negativos que residem no intestino e no trato urinario
(D’AURIA et al., 2011). Espécies que pertencem ao género Acidaminococcus tem sido
descritas como membros distintos da microbiota associada ao HIV, pois essas
espécies apresentam um conteudo génico que esta envolvido em todas as vias que
caracterizam o metabolismo disbiético da microbiota associado ao HIV, como por
exemplo, a resisténcia ao estresse oxidativo (URSELL; KNIGHT, 2013). Além disso,
um alto nimero de Aciddaminococcus colonizando a microbiota pode potencializar a
infeccdo causada pelo HIV-1 (LOZUPONE et al., 2013; VAZQUEZ-CASTELLANOS et
al., 2018).

Quando se considera a composi¢ao bacteriana, uma variedade de estudos
identificou diferentes padrbées de composicdo em pacientes infectados pelo
HIV. Lozupone e colaboradores (2013) reportou que a composi¢cdo da microbiota
intestinal de individuos infectados pelo HIV tem um padrdao comum, no qual o
enriguecimento de Erypelotrichaceae, Enterobacteriaceae, Desulfovibrinoaceae e
Fusobacteria e a deplecao de Lachnospiraceae, Ruminocococceae, Bacteroides e
Rikenkellacae estdo fortemente associados a progressdao da doenca. Dillon et al
(2014) investigaram altera¢cdes na microbiota de individuos infectados pelo HIV e
controles saudaveis. Nesse estudo foi observado um aumento significativo nas
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familias Prevotellaceae e Ruminococcaceae e uma redugéo significativa nas familias
Becteroidaceae e Lachnospiraceae em individuos infectados pelo HIV comparado aos
controles saudaveis. Recentemente o estudo conduzido por Zhou e colegas (2018)
demonstrou que os pacientes infectados com HIV apresentaram propor¢cées mais
altas de bactérias consideradas patogénicas, como Proteobacteria, Enterococcus,
Lachnoclostridium, Streptococcus, Lactobacillus e Ruminococcus. Além disso,
quando comparado a individuos saudaveis, a microbiota intestinal dos pacientes com
HIV tinha niveis mais baixos de Bacteroidetes, Prevotella, Megamonas, Dialister,
Ruminoclostridium, Faecalibacterium, Ruminococcus, Lachnospira, Roseburia,
Blautia, Bacteroides vulgatus, Bacteroides uniformis, Phascolartobacterium faeclum,
Ruminococcus bromii e Bacteroides stercoris. Outro estudo conduzido por Wang et
al. (2019) avaliou a composi¢do da microbiota de 185 mulheres infectadas pelo HIV.
Os autores encontraram uma maior abundancia de Oscillospira € Ruminococcus e
uma diminuicdo na abundancia de Bifidobacterium e Collisellaem mulheres infectadas
pelo HIV em comparacao as nao infectadas. Mudancas como essas contribuem para
o desequilibrio microbiano e consequente destruicdo da barreira epitelial da mucosa
intestinal, aumentando a translocac¢do microbiana, inflamacao e ativagao imunoldgica.

Embora um baixo numero de individuos EC tenha sido incluido nesses
estudos de coortes, diferencas significativas tém sido encontradas na composicao da
microbiota intestinal desses pacientes quando comparado com 0S progressores
tipicos e individuos nao infectados pelo HIV (VUJKOVIC-CVIJIN et al., 2013; NOWAK
et al., 2015; NOGUERA-JULIAN et al., 2016; VESTERBACKA et al.,, 2017). Os
achados do presente estudo confirmam e expandem as observacdes de estudos
anteriores. Descobrimos que os individuos com perfil EC possuem uma assinatura da
microbiota com perfil Unico, composta pelos géneros Acidaminococcus, Barnesiella,
Clostridium  methylpentosum  group,  Eubacterium  ventriosum group €
Lachnospiraceae UCG-04. Corroborando com nossos dados, um estudo anterior
também demonstrou uma abundéancia maior do género Barnesiella em individuos HIV
positivos (DIHN et al., 2015). Em contrapartida, Dillon e colegas (2014) anteriormente
encontraram uma diminui¢do da abundancia de Barnesiella em pacientes infectados
com HIV, enquanto Mutlu e colegas (2014) observaram um enriquecimento de
Barnesiellaceae em individuos saudaveis.
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Embora esse estudo tenha demonstrado um enriquecimento de
Lachnospiraceae UCG-004 em pacientes HIV positivos EC, outros trabalhos
encontraram popula¢des diminuidas de membros da familia Lachnospiraceae em
individuos HIV positivos comparados com individuos saudaveis (DILLON et al., 2014;
MUTLU et al.,, 2014; SUN et al., 2016). J& tem sido demonstrado que bactérias
pertencentes a familia Lachnospiraceae sdo excelentes produtoras de acidos graxos
de cadeia curta, principalmente o butirato (MEEHAN; BEIKO, 2014; LOUIS; FLINT,
2017), que é uma importante fonte de energia para os colondcitos e auxilia na
manuteng¢do da homeostase intestinal por meio de acdes anti-inflamatérias (THAISS
etal., 2016 VENEGAS et al., 2019). O butirato também é de extrema importancia para
manutencdo da barreira epitelial, proliferacdo celular, bem como na modulagado da
resposta imune (THAISS et al.,, 2016). Outras bactérias encontradas com maior
abundancia nos individuos EC, como Clostridium methylpentosum group e
Eubacterium ventriosum group, também sao caracterizadas como 6timas produtoras
de butirato no intestino humano, além de serem conhecidas como reguladoras
indispensaveis da homeostase intestinal (LOUIS; FLINT, 2017; GUO et al., 2020).
Nesse sentido, uma maior proporcao de bactérias produtoras de acidos graxos de
cadeia curta na microbiota de individuos EC pode ser sugestivo de que mesmo com
modificacdes, esses individuos ainda apresentam uma microbiota mais préxima da
situacao saudavel.

Nowak e colaboradores (2015) investigaram alteracbes na microbiota de
pacientes virémicos, EC e individuos saudaveis. Neste estudo, os autores
encontraram diferengas na composicdo da microbiota dos pacientes virémicos em
comparacao aos controles saudaveis. Os EC possuiam maior abundancia relativa de
bactérias pertencentes ao filo Bacteroidetes comparados aos pacientes virémicos,
enquanto que esses Ultimos apresentaram uma maior abundéancia de bactérias
pertencentes aos filos Actinobacteria e Proteobacteria. Assim, a microbiota dos EC
apresentou um perfil mais semelhante a de individuos saudaveis. No entanto, esse
estudo contou com apenas trés individuos EC, portanto, as conclusdes devem ser
vistas com essa limitagdo. Mais recentemente Vesterbacka et al (2017) caracterizaram
o perfil da microbiota e as vias metabdlicas associadas a comunidade bacteriana
relacionadas a disfuncdo imune de um grupo de pacientes EC, progressores nao
tratados e controles saudaveis. Os autores observaram que os pacientes EC tinham
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uma maior riqueza bacteriana e maior numero de géneros observados na microbiota
fecal em comparacdo aos progressores nao tratados. Os géneros Sutterella,
Succinivibrio, Oscillospira, Delftia, Anaerofilum e Rhizobium foram mais abundantes
nos EC. Além disso, as vias metabdlicas do acido graxo e as proteinas da biossintese
de lipidios também foram enriquecidas nos EC em comparagéo aos progressores nao
tratados. Os autores concluiram que os EC tém uma microbiota intestinal mais rica do
gue os pacientes progressores nao tratados e um perfil metabdlico diferente que pode
contribuir para o controle da replicagéao viral. Esses estudos demonstram que pode
existir fatores relacionados a mucosa intestinal desses individuos que auxilie no
controle da viremia, evitando mudancas drasticas na composicao da microbiota.

Estudos anteriores tém reportado que o conteudo funcional da microbiota
pode permanecer relativamente estavel ao longo do tempo, independentemente do
perfil da microbiota. Em contrapartida, outros trabalhos destacaram que o conteudo
funcional da microbiota pode variar no contexto de certas patologias (TURNBAUGH
et al., 2009, HUTTENHOWER et al., 2012; MORGAN et al., 2012). Esses achados,
associados com as alteracdes observadas na composi¢ao da microbiota, indicam que
diferentes fungbes metabdlicas aparecem de acordo com as diferentes comunidades
microbianas, que geralmente sdo mais nitidas em individuos infectados pelo HIV. No
presente estudo foram observadas diversas vias metabdlicas funcionais envolvidas no
metabolismo de carboidratos, lipidios, cofatores e vitaminas, metabolismo energético
e biossintese de glicanos que estavam menos representadas em individuos HIV
positivos NC em comparacdo com individuos saudaveis. Esse desequilibrio
encontrado sugere que em individuos infectados pelo HIV a disponibilidade de
vitaminas e nutrientes podem ser alterados. Ja nos pacientes HIV positivos EC néo
foram encontradas diferencas significativas na funcionalidade metabédlica quando
comparado com HIV positivos NC e individuos nao infectados pelo HIV.

No trabalho realizado por Vujkovic-Cvijin et al (2013), que incluiu pacientes
LTNP, foram avaliadas alteracées na microbiota e sua relagcdo com a progressao da
doenca em individuos infectados pelo HIV. Foi observado uma quantidade maior de
bactérias pertencentes ao filo Proteobacteria e que abundéancias menores de
Bacteroidia estdo associadas a presenga de marcadores de disfuncao em individuos
com perfil LTNP, que também apresentaram uma microbiota semelhante a de
individuos nédo infectados. Além disso, foi observado que os individuos infectados pelo
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HIV possuiam bactérias residentes no intestino com capacidade de catabolizar o
triptofano através da via da quinurenina. Os autores concluiram que as populac¢des
microbianas residentes no intestino podem influenciar a homeostase desse 6rgéo
durante ainfecgdo pelo HIV. Outro trabalho avaliou o catabolismo do triptofano
induzido pela enzima indoleamina 2,3- dioxigenase (IDO) em relacdo ao equilibrio
Th17/Treg em uma grande coorte de pacientes infectados pelo HIV, incluindo
individuos EC (JENABIAN et al., 2013). Neste estudo, individuos EC apresentaram
concentracdes diminuidas de triptofano e IDO, bem como indices preservados de
linfécitos Th17 e Treg. Portanto, foi concluido que novas intervengdes terapéuticas
modulando o catabolismo de triptofano mediado por IDO podem ajudar a limitar a
progressao da doencga.

O presente estudo também avaliou a composicao da microbiota intestinal de
acordo a diferentes vias de transmissao para identificar biomarcadores que possam
estar associados a infecgédo pelo HIV. Consistente com nossos achados, Noguera-
Julian e colaboradores (2016) demonstraram que a microbiota intestinal de homens
que fazem sexo com homens (HSH) tinham uma maior abundancia do género
Prevotella, enquanto a maioria dos individuos ndao-HSH apresentavam uma maior
abundancia do género Bacteroides, independente do status da infecgao pelo HIV-1.
Em adicédo, esse mesmo estudo também apontou que a microbiota dos individuos
HSH era mais rica e diversificada em comparacdo aos individuos nao-HSH,
confirmando que uma das possiveis marcas da disbiose relacionada a infeccao pelo
HIV seria uma redug¢do no numero de espécies bacterianas. Outros estudos também
relataram resultados semelhantes demonstrando que o enriquecimento dos géneros
Prevotella e a deplecdo de Bacteroides estdo associados ao comportamento de
individuos HSH, independente do status da infec¢ao pelo HIV-1 (KELLEY et al., 2017;
ARMSTRONG et al., 2018). Ao contrario, um estudo descreveu que a microbiota de
HSH foi enriquecida principalmente pelos taxons Bacilli, Lactobacillales e
Enterococcaceae, enquanto Prevotella, Lachnoclostridium, Phascolarbacterium e
Parabacteroides foram mais abundantes entre os pacientes de comportamento
heterossexual (ZHOU et al., 2018). Mais recentemente um estudo reportou que HSH
apresentam um perfil Unico da microbiota caracterizada por um enriquecimento de
Prevotella e aumento da diversidade alfa, que esta associada a relagcao anal receptiva,
tanto em homens quanto em mulheres (VUJKOVIC-CVIJIN et al., 2020).
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Por fim, caracterizamos pela primeira vez a microbiota intestinal de pacientes
infectados pelo HIV de acordo com o subtipo viral. J& foi reportado em estudos
anteriores que os subtipos estdo associados a progressao da doenca, embora esse
fator ainda seja controverso (AGWALE et al., 2002; VENNER et al., 2016). Estudos
demonstrando se o subtipo viral influencia na resposta a TARV variam; entretanto, a
maioria tem demonstrado que o subtipo viral ndo exerce efeitos sobre os resultados
alcancados pela terapia (BHARGAVA et al., 2014; OGBENNA et al., 2020). Nesse
estudo foi demonstrado que pacientes infectados pelo subtipo B e C possuem
diferencas na composicao da microbiota. Enquanto aqueles infectados pelo subtipo C
tém uma microbiota enriquecida por Streptococcus, Eggerthella, Veillonella,
Christensenella e Enterococcus, os pacientes infectados pelo subtipo B possuem uma
microbiota mais rica em Succinivibrio, Mitsuokella, Solobacterium, Anaerovibrio e
Allisonella. Todavia, estudos envolvendo um maior numero de pacientes e uma maior
variedade de subtipos virais sdo necessarios para ampliacdo e confirmacao desses
achados.

Com base nos dados apresentados aqui, a investigacdo da microbiota
intestinal de pacientes HIV positivos controladores de elite € importante e devem
incluir maior numero de individuos, na tentativa de se melhor entender o impacto das
alteragbes especificas causadas pelo HIV-1 na microbiota intestinal desses
individuos. Além disso, trabalhos futuros avaliando alterac6es da microbiota intestinal
nesses pacientes devem levar em consideracao a pareamento pela pratica sexual,
bem como o subtipo viral do HIV que os infecta, permitindo assim uma melhor
compreensao da disbiose nesses individuos, como ja apontado por Vujkovic-Cvijin e
colaboradores em 2020 (VUJKOVIC-CVIJIN et al., 2020). Contudo, os resultados
obtidos no presente estudo podem dar suporte para investigacoes futuras que
considerem a microbiota intestinal como possivel alvo terapéutico, de forma a criar
terapias que visem, principalmente, a reducao dos efeitos associados a infeccao e
assim melhorar a qualidade de vida e, possivelmente, também incidir positivamente

na expectativa de vida.
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7 CONCLUSOES

° A microbiota intestinal dos individuos HIV positivos apresentou
alteragdes significativas na abundancia de varios tdxons em
comparacao aos individuos nao infectados pelo HIV.

° Os pacientes HIV positivos com perfil de EC apresentaram uma
assinatura unica da microbiota intestinal com varios taxons
significativamente mais abundantes.

° Pacientes HIV positivos NC apresentaram diversas vias
metabdlicas que variaram em abundancia em comparagdo a
individuos saudaveis.

° Uma maior abundancia de Prevotella e uma diminuicdo de
Bacteroides esta associado a comportamento HSH em individuos
infectados pelo HIV.

° Alteragdes na microbiota intestinal de pacientes infectados pelo
HIV pode estar associado ao subtipo viral.
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

| ) Laboratorio de Imunologia Aplicada
L ” / Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia

Centro de Ciéncias Bioldgicas
Floriandpolis, SC, 88049-900, Brasil

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa intitulada “Estudo das células linfoides inatas (ILCs)
e da microbiota intestinal de individuos HIV positivos controladores de elite”, coordenada pelo
Professor Aguinaldo R. Pinto do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UFSC.
Esta pesquisa pretende avaliar componentes do sangue e 0s micro-organismos intestinais presente nas
fezes de individuos HIV positivos.

O HIV, ou virus da imunodeficiéncia humana, é o causador da Aids (Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida). Esse virus ataca as células responsaveis pela defesa do organismo e assim o corpo fica sem
protecdo. Ao se infectar com o virus, nas primeiras semanas a pessoa pode apresentar sintomas parecidos
com os de uma gripe comum. Porém esses sintomas logo desaparecem e o HIV pode ficar anos agindo
no organismo sem apresentar sintomas. Apds esse tempo, que pode variar muito de pessoa para pessoa,
aparecem sintomas graves devido ao aumento da destruicio das células de defesa. Existe uma pequena
parte dos individuos infectados que pode passar mais de dez anos apds a infecgdo com baixos niveis de
virus no sangue, mesmo sem nunca ter tomado nenhum antirretroviral. Essas pessoas sdo chamadas de
Controladores de Elite, devido a sua capacidade de controlar naturalmente a replicagdo do virus. Ainda
ndo se sabe o que faz com que essas pessoas consigam controlar o desenvolvimento da doenca, e
portanto estudar esses individuos € muito importante. O objetivo de nosso estudo € justamente tentar
esclarecer essa questdo. Iremos estudar alguns fatores bioldgicos que podem estar relacionados ao
controle da replicacdo do virus nos controladores de elite.

Também pretendemos estudar as bactérias presentes no intestino, uma vez que alteragdes na quantidade
e tipo destes micro-organismos estdo associadas a varias doengas, incluindo a Aids. Em pessoas com
HIV, alguns componentes de bactérias intestinais podem passar para o sangue e contribuir para os
sintomas da doenca. Assim, estudar esses micro-organismos através do exame de fezes também pode
ajudar a entender melhor o desenvolvimento da Aids.

Metodologia: Para a realizacdo desse estudo a sua participacdo é muito importante. Se vocé
voluntariamente decidir participar deste estudo, apds ter lido este termo de consentimento, o pesquisador
lhe pedird que responda a um questiondrio sobre alimentagdo e habitos de vida. Serdo realizadas também
coletas de sangue venoso (50 ml) e de fezes. A coleta de fezes devera ser realizada em sua residéncia,
sob as orientacdes do médico ou dos pesquisadores e vocé deverd levar a amostra de fezes congelada
até o ponto de coleta. Pedimos também autorizacao para consultar seu prontudrio médico. Ressaltamos
que a sua participacdo ocorrerd somente uma tinica vez.

Riscos: Na coleta de sangue vocé pode sentir algum desconforto decorrente da pungdo na pele. Se
houver pequena perda de sangue no local da puncio geralmente ha um desconforto que desaparece em
poucos dias. Assumimos a responsabilidade de dar assisténcia integral as complicacdes e danos
decorrentes dos riscos previstos. Caso vocé tenha algum prejuizo material ou imaterial em decorréncia
da pesquisa poderd solicitar indenizacdo, de acordo com a legislacdo vigente e amplamente
consubstanciada na Resolucdo CNS 466/12. Os eventuais custos decorrentes de algum prejuizo material
ou imaterial serdo pagos com recursos do coordenador da pesquisa.
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Beneficios: Muito provavelmente nosso estudo nio revertera em nenhum beneficio imediato a vocé.
Porém fornecera informagdes importantes sobre alguns mecanismos que podem estar envolvidos no
controle da replicacdo do virus, podendo contribuir para o desenvolvimento de novas tecnologias de
combate ao HIV e/ou novos alvos terapéuticos. O pesquisador ndo terd nenhum beneficio
pessoal/financeiro com esta pesquisa, exceto os resultados dele decorrente.

Direitos do individuo pesquisado:

1- Garantia de privacidade a sua identidade e do sigilo de suas informacées: Todas as informagdes
obtidas serdo sigilosas e seu nome nao serd identificado em nenhum momento. Os dados serdo guardados
por cinco anos em local seguro e a divulgacdo dos resultados serd feita de forma a ndo identificar os
participantes, focalizando o seu contetido geral e os resultados estatisticos.

2- Garantia de esclarecimento e resposta a qualquer pergunta: O entrevistador respondera a
quaisquer perguntas que voceé tiver acerca do estudo.

3- Liberdade de abandonar a pesquisa a qualquer momento sem prejuizo para si ou para seu
tratamento: Gostariamos de esclarecer que sua participacdo é totalmente voluntiria, podendo vocé
recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento sem que isto acarrete qualquer 6nus ou
prejuizo a sua pessoa.

DUVIDAS E ESCLARECIMENTOS

Durante o periodo da pesquisa vocé podera tirar suas dividas no endereco abaixo ou procurar o Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFSC, cujo endereco consta deste documento. Este termo
deverd ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e assinada
entregue a voce.

O pesquisador responsdvel, que também assina esse documento, compromete-se a conduzir a pesquisa
de acordo com o que preconiza a Resolucdo CNS 466/12 de 12/06/2012, que trata dos preceitos éticos
e da protecdo aos participantes da pesquisa.

CONSENTIMENTO:

Eu recebi uma copia e li (ou leram para mim) as informagdes referentes a esta pesquisa. Foram
explicados todos os procedimentos deste estudo. Sei que posso perguntar o que desejar e compreendo
exatamente que o meu sangue e fezes serdo utilizados para realizacido de pesquisas sobre o HIV. Sei
também dos possiveis desconfortos e beneficios com a participacdo neste estudo. Mantendo-se o sigilo
dos dados autorizo toda documentagdo necessdria, a divulgacdo e a publicacdo dos dados gerados com
este estudo em periddicos, revistas, bem como apresentacdo em congressos, sSimpdsios e quaisquer
eventos de cardter cientifico. Sou livre para autorizar ou ndo a minha participagao neste estudo.

Eu, ,
declaro que fui devidamente esclarecido e concordo em participar voluntariamente da pesquisa
coordenada pelo Professor Aguinaldo Roberto Pinto.

Data: __ /[
Assinatura ou impressao datiloscépica
Pés-Graduando: Orientador:
Wellinton Muniz do Nascimento Prof. Dr. Aguinaldo Roberto Pinto

Endereco do Coordenador da Pesquisa:

Prof. Aguinaldo R. Pinto. Laboratério de Imunologia Aplicada (Sala 310) Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (MIP) - Universidade Federal de Santa Catarina. Campus
Universitario da Trindade, CEP 88040-900, Florianépolis, SC, Brasil. Telefone: (048) 3711-5206. E-
mail: aguinaldo.pinto@ufsc.br

Endereco do CEPSH/UFSC:
Comité de ética em pesquisa com seres humanos (CEPSH) da Universidade Federal de Santa Catarina
— CEPSH/UFSC. Universidade Federal de Santa Catarina. Prédio Reitoria II, Rua Desembargador Vitor
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Lima, 222, sala 401. Campus Universitdrio da Trindade - CEP 88040-400 - Florianépolis, SC, Brasil.
Telefone: (048) 3721-6094. E-mail: cep.propesq@contato.ufsc.br
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