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EPIGRAFE

“A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar, ndo seremos capazes de

resolver os problemas causados pela forma como nos acostumamos a ver o mundo”.

Albert Einstein
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RESUMO

RESUMO

Oliveira ACS. Determinacdo de um perfil de marcadores associados as desordens
neurocognitivas em individuos portadores de HIV-1. Tese. S&o Paulo: Instituto de

Medicina Tropical da Universidade de Sdo Paulo; 2018.

Introducdo: Apesar da introdugdo da HAART, formas leves de Transtornos
Neurocognitivos Associados ao HIV (HAND) permanecem altamente prevalentes,
afetando metade de todos os individuos infectados. A inflamacao sistémica e localizada
induzida pelo HIV é considerada um dos mecanismos da HAND, e embora muitos
biomarcadores potenciais tenham sido estudados, até 0 momento nenhum deles provou
ser Util na prética clinica. Portanto, o objetivo desse trabalho foi investigar os niveis de
biomarcadores de ativacdo celular, neurodegeneracdo e virolégicos, no liquido
cefalorraquidiano (CSF), e também marcadores genéticos no sangue, buscando associa-
los a presenca de HAND. Materiais e métodos: Utilizando um desenho transversal,
niveis dos marcadores de ativacdo celular sCD14, Neopterina, MCP-1, IL-1b, IL-6, TNF-
a, CXCL-10, IFN-y e MIP-1a; marcadores neuronais Tau, p-Tau, Ap40, Ap42 e
Neurofilamentos; carga viral de HIV e niveis ApoE foram mensurados em 84 amostras
de LCR, e a genotipagem do virus, bem como a genotipagem da ApoE, foram feitas no
sangue de 33 individuos infectados pelo HIV com alteragdo neurocognitiva assintomatico
(ANI), 15 com alteragdo neurocognitiva de leve a moderada (MND), 15 com deméncia
associada ao HIV ( HAD), 14 controles infectados pelo HIV (C HIV +) e 7 controles nédo
infectados pelo HIV (C HIV-). Os dados clinicos também foram avaliados. Resultados:
O parametro de idade diferiu estatisticamente entre os grupos, por isso foi ajustado para
analise posterior. Os controles HIV+ e o grupo HAND estavam todos sob HAART e
aproximadamente 96% deles apresentaram carga viral plasmatica e liqudrica suprimidas.
Os marcadores de neurodegeneracdo ndo diferiram estatisticamente entre os grupos. No
entanto, os marcadores de ativacdo celular IFN-gama, IL-1beta e SCD14, juntamente com
a ApoE, mostraram diferencas significativas. A analise discriminatoria revelou que ApoE
e IL-1p juntos possuem maior poder discriminatério para diferenciar o grupo HAND dos
controles HIV+. A IL-1b mostrou um aumento progressivo no declinio cognitivo,
enguanto os niveis de ApoE mostraram-se mais elevados nos controles HIV+, grupo que
também teve a maior porcentagem de genotipo 4. sCD14 por sua vez mostrou-se elevado

no grupo HAND, enquanto IFN-y apresentou queda. Concluséo: Os resultados refor¢cam
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0 conceito de que a elevacdo da regulacdo das citocinas pro-inflamatdrias, como sCD14
e IL-1beta, pode desempenhar um papel na patogénese da HAND, mesmo nos pacientes
com supressdo viral.Em contrapartida, nenhum marcador de neurodegeneracédo
apresentou diferenca estatistica entre os grupos. E possivel que as diferencas encontradas
em relacdo a ApoE nos grupos, tanto tem termos de regulacdo como a presenca do
genotipo e4, indique algum mecanismo compensatorio, que poderia resultar em um fator

protetor contra HAND, portanto deve ser melhor estudado.

Descritores: HIV, ManifestacGes neuroldgicas, Biomarcadores
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Oliveira ACS. Determination of a marker's profile associated with neurocognitive
disorders in HIV-1 individuals.Thesis. Sao Paulo: Instituto de Medicina Tropical da
Universidade de Séo Paulo, 2018.

Introduction: Despite the introduction of HAART, mild forms of HIV-associated
Neurocognitive Disorders (HAND) remain highly prevalent, affecting half of all infected
individuals. Systemic and localized inflammation induced by HIV is considered to be one
of the mechanisms of HAND, and although many potential biomarkers have been studied,
none of them have proven to be useful in clinical practice. Therefore, the objective of this
study was to investigate the levels of biomarkers of cellular activation, neurodegeneration
and virological, in the cerebrospinal fluid (CSF), as well as genetic markers in the blood,
seeking to associate them with the presence of HAND. Materials and methods: Using
a cross-sectional design, levels of the cell activation markers sCD14, Neopterin, MCP-1,
IL-1b, IL-6, TNF-a, CXCL-10, IFN-y and MIP-1a; neuronal markers Tau, p-Tau, Ap40,
AP42 and Neurofilaments; HIV viral load and ApoE levels were measured in 84 CSF
samples, and virus genotyping and ApoE genotyping were done in the blood of 33 HIV-
infected individuals with asymptomatic neurocognitive impairment (ANI), 15 with
neurocognitive impairment (MND), 15 with HIV-associated dementia (HAD), 14 HIV-
infected controls (C HIV +), and 7 non-HIV-infected controls (C HIV-). Clinical data
were also evaluated. Results: The age parameter differed statistically between the groups,
so it was adjusted for later analysis. HIV + controls and HAND group were all under
HAART and approximately 96% of them had suppressed plasma and CSF viral load.
Neurodegeneration markers did not differ statistically between the groups. However, the
cell activation markers IFN-gamma, IL-1beta and sCD14, along with ApoE, showed
significant differences. Discriminatory analysis revealed that ApoE and IL-1p together
have greater discriminatory power to differentiate HAND group from HIV + controls. IL-
1b showed a progressive increase in cognitive decline, while ApoE levels were higher in
HIV + controls, which also had the highest percentage of €4 genotype. sCD14 in turn
showed to be elevated in the HAND group, while IFN-y showed decrease. Conclusion:
The results reinforce the concept that increased regulation of proinflammatory cytokines,
such as sCD14 and IL-1beta, may play a role in the pathogenesis of HAND, even in
patients with viral suppression. On the other hand, no neurodegeneration marker
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presented statistical difference between groups. It is possible that the differences found
regarding ApoE in the groups, both in terms of regulation and the presence of the e4
genotype, indicate some compensatory mechanism, which could result in a protective
factor against HAND, so it should be better studied.

Descriptors: HIV, Neurological manifestations, Biomarkers
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1. INTRODUCAO

1.1 HIV - Um breve historico

Os primeiros casos de aids foram relatados em 1981, nos Estados Unidos, em
adultos do sexo masculino que mantinham contato sexual com outros homens, e foram a
Obito devido doencas como sarcoma de Kaposi e pneumonia por Pneumocytis jivovecii
Todos tiveram uma acentuada queda na contagem de células T CD4+ L. Por serem raros
em adultos jovens, estes sinais e sintomas indicavam a ocorréncia de algum tipo de
alteracdo imunoldgica nesses individuos. Os padrdes epidemioldgicos e a predominancia
de pacientes homossexuais indicavam que a transmissdo se dava por contato sexual,
portanto a doenca passou a ser denominada GRID (Gay-Related Immunodeficiency
Disease) - Doenca da Imunodeficiéncia Relacionada aos Gays 2.

Em 1982 foram detectados 0s mesmos sinais e sintomas em usuarios de drogas
injetaveis, trabalhadores do sexo e receptores de transfusdes sanguineas e hemoderivados.
A doenca entdo foi renomeada para aids (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) 3. A
primeira associacdo entre a aids e um agente viral ocorreu em 1983, quando Barré-
Sinoussi e colaboradores descobriram a atividade da transcripitase reversa, caracteristica
de virus da familia Retroviridae, em um virus isolado do linfonodo de um paciente com
sindrome da linfoadenopatia persistente. Esse isolado foi entdo denominado LAV
(Lymphadenophathy-associated virus) — Virus Associado a Linfoadenopatia . Na mesma
época, Dr. Robert C. Gallo, dos Institutos Nacionais de Salde dos Estados Unidos
(National Institutes of Health — NIH), responsavel pelo isolamento do virus HTLV-1 e Il,
reportou um novo retrovirus, isolado de sangue periferico de pacientes com AIDS, e 0
denominou HTLV-III 3. A nomenclatura HIV (Human Immunodeficiency Virus) foi
proposta trés anos depois, em 1986 >6. No mesmo ano outro virus com caracteristicas
semelhantes foi isolado na regido ocidental da Africa por Montagnier. Esse novo virus,
apesar de ter sido obtido de pacientes com AIDS, diferenciava-se mais de 40% em relagéo
ao virus isolado em 1983, portanto foi nomeado HIV-2 (tendo sido o virus isolado em
1983 renomeado como HIV-1). Apesar de causarem a mesma doenga 0S Virus
distinguem-se por suas organizagdes gendmicas, relacfes filogenéticas com outros

lentivirus de primatas, e pela progressdo da doenca, que é mais lenta no HIV-2 ’.

20
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1.2 Variabilidade Genética

O HIV apresenta uma alta variabilidade genética decorrente de sua alta taxa de
mutacao e de falhas durante o processo de replicagdo. Durante a infeccéo hé a geragéo de
aproximadamente 10 bilhGes de particulas virais por dia que estdo sujeitas a uma taxa de
incorporacdo de erros de substituicdo nucleosidica de 2,5x107° durante a transcri¢éo
reversa (in vitro a taxa é de cerca de 1.7 x 10 erros por base incorporada por ciclo de
replicacdo). Essas condi¢Ges permitem o acimulo de vantajosas alteracdes genéticas na
populacéo viral, permitindo que o HIV-1 resista as defesas do hospedeiro 8.

A recombinacdo é outro mecanismo que contribui significativamente para a
diversidade genética do HIV-1, podendo gerar cepas mais virulentas, virus resistentes aos
medicamentos e até virus com tropismo celular alterado, que pode levar ao
comprometimento da eficacia terapéutica %°. Essa grande variabilidade genética
comecou a ser observada a partir da caracterizacdo molecular do HIV-1. Sequéncias da
regido do envelope, obtidos de isolados virais de um mesmo individuo, apresentaram até
5% de diferenca.

Ao longo de 10 anos de infecgdo, outras sequéncias do mesmo paciente tiveram
um aumento de 6-10% nas diferencas **. Com base nas diferengas genéticas observadas,
os investigadores classificaram o HIV-1 em quatro grupos: M (Major), N (New), O
(Outliar) e P (Putative). O grupo M, responsavel pela incontestavel maioria das infeccbes
mundiais, foi subdividido em 9 subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J e K) e 4 sub-subtipos (A1,
A2, F1 e F2) 213 0O grupo O, endémico no oeste da Africa Central, principalmente em
Camardes, Gabdo, Nigéria e Guiné Equatorial, ndo possui subdivisdes, porém foi
proposta a divisio em 5 grupos filogenéticos **°. O grupo N, por sua vez, constituido
por um numero limitado de isolados em Camardes, é altamente relacionado ao Virus da
Imunodeficiéncia em Simios (SIVcpz) de chipanzés da regido ®. Por fim, uma nova
variante do HIV, identificada em uma paciente originaria de Camardes que apresentava
um perfil raro, foi analisada e atribuida ao grupo P *'.

Ha ainda formas recombinantes circulantes (CRFs) e formas recombinantes
unicas (URFs). As URFs ndo apresentam carater epidémico e possuem uma estrutura
mosaico Unica, descrita em apenas um paciente ou, no maximo, entre individuos
relacionados. As CRFs sdo capazes de manterem-se e expandirem-se em uma populacao

de individuos. Para serem descritas € necessario 0 sequenciamento de 3 genomas
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completos ou, no minimo, 2 genomas completos e um parcial 8. Foram descritas até o
momento 90 formas recombinantes circulantes, sendo sete delas no Brasil: CRF28 BF,
CRF29 BF, CRF39 BF, CRF40 BF, CRF46_BF, CRF31_BC e CRF90 BF1 8,

1.3 Estrutura do HIV

O HIV é uma particula de aproximadamente 100nm de didmetro, pertence a
familia Retroviridae, género Lentivirus, e possui um genoma formado por duas fitas
simples de RNA positivas e idénticas, capsideo em forma de cone e longo periodo de
incubagdo, como os demais retrovirus '°. O envelope viral, porcdo mais externa da
particula, é formado por uma bicamada fosfolipidica, de origem celular, por complexos
protéicos formados pela gpl20, proteina de superficie, e pela gp4l, proteina
transmembrana. Na gp120 estdo localizados os sitios de ligacéo aos receptores celulares,
permitindo a ligago ao virus através de um complexo formado com a gp41 °. Na porcédo
mais interna encontra-se o capsideo, formado pela proteina p24, e entre o envelope e 0
capsideo estd a matriz que é composta pela proteina pl7 e pelo &cido miristico. O
nucleocapsideo, envolto pelo capsideo, é formado pelas proteinas p6 e p9, responsaveis
pelo material genético. Ele abriga as duas fitas de RNA, as proteinas acessorias nef, vif e

Vpr e as enzimas virais protease, transcriptase reversa e integrase 202,

1.4  Epidemiologia

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 36.7 milhdes
de pessoas estdo infectadas. Em 2016, estima-se que 1,8 milhdes de pessoas foram
infectadas e um milh&o morreu em decorréncia da AIDS %2, A América Latina é a quarta
regido que mais apresenta casos de infec¢do por HIV e aids, sendo o Brasil o pais com
maior niimero de casos 2. De 1980 a junho de 2017, foram identificados no pais 882.810
casos de aids no Brasil. O pais tem registrado, anualmente, uma média de 40 mil novos

casos de aids nos dltimos cinco anos 2.

1.5  Historia Natural da Doenca

A infeccdo pelo HIV pode ser considerada cronica/persistente uma vez que o

hospedeiro infectado ndo é capaz de eliminar o agente infeccioso. Apds a exposic¢do ao
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HIV, e no caso de ocorrer infeccdo, 0 percurso patogénico desta infeccdo passa por trés
etapas principais e sequenciais: fase inicial, fase assintomatica ou de laténcia clinica e
fase sintomatica 2.

A infeccdo primaria, ou sindrome viral aguda, é definida pelo periodo de tempo
entre a infeccdo inicial e o desenvolvimento da resposta imunoldgica, e tem uma duragéo
n&o superior a duas ou trés semanas 2?6, O quadro clinico é semelhante ao da gripe ou
da mononucleose e reflete tanto o tropismo linfocitopéatico quanto o neurolégico, do virus,
com 0 paciente a apresentar tipicamente sintomas agudos caracterizados por febre,
letargia, mal-estar geral, mialgias, diarréia, vomitos, cefaléias, faringite, linfoadenopatias,
rash maculopapular, entre outros 2’. A gravidade e a duragdo dos sintomas tém
implicacdes progndsticas, dado que quanto mais prolongados e graves eles forem, mais
rapida é a progressdo da doenca para aids 222°. Nesta fase ocorre uma intensa replicacéo
viral, com disseminacao visceral e pelos tecidos linféides, uma diminuicdo acentuada dos
linfocitos T CD4+ e uma auséncia de resposta imunoldgica por parte do hospedeiro 2.

Apos a infecgdo primaria, segue-se a fase assintomatica onde ocorre a recuperacao
clinica, com reducdo da replicacdo viral, em consequéncia do desenvolvimento da
resposta imunitéria. E nesta fase que ocorre a soroconversio, com desenvolvimento de
anticorpos que persistem no organismo durante toda a vida. Varios fatores podem estar
envolvidos no controle da replicacdo viral, incluindo a presenca de anticorpos
neutralizantes e células T citotdxicas. De uma forma geral, pode-se dizer que nesta etapa
se atinge um equilibrio entre a replicacdo viral e a resposta imunitaria do hospedeiro®.
Apesar da laténcia clinica, ndo existe laténcia viroldgica e nem imunoldgica. A viremia é
constante e, apos atingir um valor basal, que pode ser preditivo acerca da evolucao da
infeccéo, vai persistir durante todo o curso evolutivo da doenca, embora com amplitudes
variaveis. Durante esse periodo verifica-se, também, uma destruicdo de cerca de 50 a 100
linfécitos T por ano, mas bem mais acentuada nos anos que precedem o aparecimento da
aids 31,32

Por fim, na fase sintomatica ocorre intensa replicagdo viral e diminuicdo da
resposta imunoldgica, devida a diminuigdo gradual dos linfocitos T CD4+ ao longo da
fase assintomatica, que favorece o aparecimento de neoplasias e infec¢bes oportunistas
de gravidade e potencial letal crescentes. Este periodo pode durar alguns meses ou varios

anos 30-32,
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1.6 HIV e o Sistema Nervoso Central

Desde o inicio da pandemia de aids ficou evidente uma predisposi¢ao por parte
dos pacientes infectados pelo HIV-1 a neoplasias e infec¢bes oportunistas que, de certa
forma, acabaram tornando-se marcadores indiretos da doenca, além de elevar
consideravelmente a morbimortalidade dos individuos. Essa predisposicdo esta
relacionada ao grave comprometimento imunoldgico, principalmente da imunidade
celular 3,

O virus infecta tanto células do sistema linféide quanto do sistema nervoso central
(SNC), podendo ser detectado no liquido cefalorraquidiano e no tecido cerebral durante
todo o curso da infeccdo, sem que necessariamente 0 paciente apresente algum sintoma
neuroldgico 4. O SNC pode ser considerado um santuario para o HIV-1 e é o segundo
local mais comum de manifestacdes clinicas *. Infelizmente, a deficiente penetracio de
algumas drogas antirretrovirais através da barreira hematoencefalica favorece a
replicacdo do virus nesse sitio, particularmente em macréfagos, micréglia e células
multinucleadas da glia, acometendo neurologicamente de 40% a 70% dos portadores do
virus no curso da sua infecgdo *¢*. Em um estudo que avaliou tecido cerebral de 284
individuos positivos para o HIV-1, foi visto que a frequéncia de lesdo causada pelo virus
chegou a 90% .

O HIV atravessa a barreira hematoencefalica através da infiltracdo de mondcitos
infectados que posteriormente diferenciam-se em macrofagos. Esse mecanismo é
conhecido como “cavalo de Tréia *°. No cérebro, as células infectadas secretam toxinas
que levam ao dano e morte neuronal, sendo que a extensao desse dano esta ligada ao nivel
do déficit neuroldgico clinico. As neurotoxinas liberadas pela microglia e pelos
macrofagos ocasionam a secre¢do de citocinas e quimiocinas que alteram a arquitetura
sinaptica do cortex, porém 0s mecanismos que levam ao dano cognitivo ndo estdo

totalmente elucidados “°.

1.7 Desordens Neurologicas Associadas ao HIV

As desordens neuroldgicas associadas ao HIV (HAND, HIV-associated
neurologic disorders) sdo caracterizadas por evolugdo progressiva com
comprometimento nas esferas cognitivas, comportamental e motora, caracteristico das

deméncias subcorticais. S&o classificadas em: alteracdo neurocognitiva assintomatica
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(ANI, asymptomatic neurocognitive impairment), desordem neurocognitiva
leve/moderada (MND, mild neurocognitive disorder) e deméncia associada ao HIV
(HAD, HIV-associated dementia). Na ANI ha alteracdo de dois ou mais dominios
cognitivos na avaliagdo neuropsicoldgica, porém sem comprometimento funcional das
atividades da vida diaria. Na MND ha alteracdo de dois ou mais dominios com
comprometimento funcional de leve a moderado. Ja na HAD hé graves alteracdes de dois
ou mais dominios com comprometimento severo da vida diaria 4,

A HAD costuma manifestar-se nos estagios mais avancados da doenca, porém em
5% dos casos 0s pacientes podem desenvolvé-la no inicio da infeccio “2. Antes da terapia
antirretroviral altamente ativa (HAART) a incidéncia de HAD chegava a 14% *, porém,
como consequéncia da reconstituicdo imune alcancada com a introducdo da terapia,
houve um declinio no nimero de casos relatados “44°. Apesar disso, € necessario ter
cautela ao interpretar esses dados, visto que simultaneamente ha relatos de aumento da
prevaléncia e incidéncia de ANI e MND #. Ha também relatos de aumento da proporgao
de individuos com melhor imunidade (indicada pela contagem de linfocitos T CD4 maior
que 200 céls/mm3) que desenvolvem HAND 4346,

1.8  Historia Natural das Alteracdes Neurocognitvas

As manifestacBes caracterizam-se por uma evolugdo progressiva, de forma
variavel, das esferas cognitiva, comportamental e motora, caracteristicas das deméncias
subcorticais #’. Os sintomas sdo leves nas fases iniciais e incluem déficit de memdria,
lentiddo do processamento mental, perda da capacidade de concentragéo, apatia e perda
de interesse no trabalho e nas atividades cotidianas “3. Nos quadros leves e moderados,
0s sintomas sdo mais discretos, e podem permanecer estaveis ou lentamente progressivos
durante anos.

Com a evolucdo da doenca, os déficits tornam-se mais graves e h& maior
comprometimento da realizacdo das tarefas da vida diaria. DistUrbios da marcha, tremor
e perda da habilidade motora fina sdo comuns, geralmente acompanhando os sintomas
psiquiatricos 40, Em estagio avancado da doenga, o paciente é incapaz de realizar
atividades simples de forma independente e apresenta intensa dificuldade motora,
frequentemente acompanhada de mielopatia e neuropatia periférica. A HAART mudou o
curso da historia natural das HAND, estabilizando ou melhorando a maioria dos casos

mais graves °. Por outro lado, as categorias se tornaram dinadmicas e bidirecionais e varios
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padrdes evolutivos podem ser identificados. O inicio oportuno da HAART constitui a
melhor estratégia preventiva, evitando-se o baixo nadir de TCD4+, considerado o

principal fator de risco associado as HAND ®2,

1.9 Diagnéstico da HAND

O “Protocolo clinico e diretrizes terapéuticas para manejo da infec¢do pelo HIV
em adultos” (disponivel em wwwe.aids.gov.br) ganhou em 2013 um capitulo sobre
alteracdes neurocognitivas associadas ao HIV. Nele sdo apresentados 0s testes
neuropsicoldgicos, utilizados até agora como Unica ferramenta de diagnostico.

Recomenda-se que as seguintes esferas cognitivas sejam rastreadas no momento
do diagnostico da infeccdo pelo HIV, antes do inicio da HAART; depois, anualmente (em
pacientes com fatores de risco para HAND, a triagem pode ser realizada a intervalos de
6 meses):

* Memoéria (“vocé tem perda de memoria frequente? Esquece-se de eventos

especiais ou reunides, inclusive aquelas mais recentes?”)

* Lentificacdo psicomotora (“‘vocé sente que estd mais lento quando pensa, planeja

atividades ou resolve problemas?”’) e/ou

* Atencao (“vocé tem dificuldades para prestar atengdo, por ex., ao conversar, ler

um jornal ou assistir a um filme?”)

A triagem também deve ser realizada caso exista evidéncia de deterioracdo
clinica. Caso haja pelo menos uma resposta consistentemente afirmativa, recomenda-se
continuar com a aplicacdo de um questionario que avalie o desempenho nas atividades
cotidianas, conhecidas como atividades instrumentais da vida diaria (IADL, Instrumental
Activities of Daily Living). Se essa ferramenta indica alteracdo (classificagdo como
dependéncia parcial ou total), recomenda-se uma avalia¢do neuropsicologica formal.

E importante lembrar que a avaliagio do Mini-Exame do Estado Mental,
classicamente utilizado como ferramenta de triagem para deméncias corticais do tipo
Alzheimer, é habitualmente normal em pacientes com alteragdo neurocognitiva. A escala
internacional para HAD (IHDS, International HIV Dementia Scale) é uma ferramenta

desenhada para a triagem, que pode ser aplicada em poucos minutos, ndo sofre influéncia
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da escolaridade e foi validada transculturalmente. Possui sensibilidade (~80%) e
especificidade (~57%) razoaveis, com nota de corte <10 para o diagndstico de HAD.

Para identificar casos provaveis de HAD e MND, em contextos de
impossibilidade de avaliacdo neuropsicologica formal, propbe-se a IHDS como
instrumento. Nesse cenario, sugere-se utilizar a nota de corte < 11, adaptando os
resultados de estudo recente, o qual identificou que esse valor apresenta boa sensibilidade
(~74%) e moderada especificidade (50%) na triagem de pacientes com todas as formas
de HAND.

Os pacientes com infeccdo pelo HIV apresentam uma alta prevaléncia de
condic¢des ou comorbidades independentemente associadas as alteragdes neurocognitivas,
as quais podem contribuir ou explicar completamente o déficit cognitivo e confundir o
diagnéstico de HAND. Portanto, é fundamental avaliar a presenca de doengas
psiquiatricas graves, abuso de medicamentos psicotrépicos e alcool, sequelas de doencas
neuroldgicas oportunistas ou outras doencas neuroldgicas (por ex., doenca
cerebrovascular, traumatismo cranio-encefalico), doencas infecciosas oportunistas ou
outras doencas neuroldgicas atuais (por ex., encefalopatias metabdlicas).

A avaliacdo laboratorial de todo paciente com suspeita de HAND deve incluir:
dosagem de vitamina B12, acido félico, TSH, T4 livre, VDRL, perfil bioquimico (funcéo

renal, hepatica e glicemia) e hematol6gico completo.

1.10 IntervencGes Farmacoldgicas

Embora seja totalmente aceito que os pacientes com HAND, ndo tratados,
precisam ser iniciados no TARV, a questdo de como tratar € menos clara com 0s pacientes
ja em TARV. Se ainda houver replicacdo continua do virus do plasma, isso deve ser
obviamente eliminado pela adaptacdo dos ARV. Se o virus do plasma estiver suprimido,
a puncdo lombar para a determinagéo da carga viral do LCR e, se possivel, a genotipagem
para verificagdo de virus resistente, deve ser feita.

A estratégia central do tratamento das HAND, embora ainda seja controverso o
seu real beneficio clinico, fundamenta-se no conceito do escore da efetividade de
penetracdo dos antirretrovirais no sistema nervoso central (SNC) (CPE, CNS penetration
effectiveness), o qual estima a efetividade combinada dos ARV no SNC. Este modelo foi

inicialmente proposto por Letendre e colaboradores em 2008 4.
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Esse escore é baseado nas propriedades quimicas que influenciam a penetracéo
dos medicamentos pela barreira hematoencefalica (por ex., baixa ligacdo protéica, baixo
peso molecular, maior solubilidade lipidica), dados farmacocinéticos (principalmente
concentragdes no liquor comparadas com concentragdes inibitdrias para o HIV do tipo
selvagem), e, quando disponiveis, dados farmacodinamicos (impacto na carga viral
liqudrica e desempenho neurocognitivo, resultante de estudos clinicos). O escore CPE
tem demonstrado correlagcdo com a diminuicéo da carga viral liquérica do HIV e melhora
cognitiva na maioria de estudos, mas ndo em todos.

Varios autores trabalharam no impacto da penetracdo do SNC na carga viral do
LCR e nos parametros clinicos cognitivos. A maioria dos estudos mostrou maiores niveis
de CPE associados a menores cargas virais no LCR >>°%%_ Porém, n&o é claro se isso se
traduz em melhora neurocognitiva. Dois estudos observacionais recentes mostraram
desfechos desejaveis e estatisticamente significativos °%°°. OQutros dois estudos
randomizados examinaram prospectivamente os regimes com pontuacdes CPE superiores
ou inferiores. Um deles mostrou resultados cognitivos ligeiramente melhores com
maiores escores de CPE ®° e 0 outro observou melhora cognitva independente de escore
de CPE, principalmente no subgrupo com viremia plasmatica suprimida 5.

N&o ha consenso sobre melhor desempenho neurocognitivo com o uso de ARV
com maior penetracdo no SNC, no entanto, a0 menos em pacientes com doenca

sintomaética, é recomendado que esse aspecto seja levado em considerc¢ao.

1.11 Biomarcadores e HAND

Os pacientes com HAND frequentemente apresentam niveis elevados de RNA
viral no liquido cefalorraquidiano (LCR) bem como de marcadores de imunoativagédo
persistente 5262, Porém, esses marcadores podem estar elevados também em pacientes
sem comprometimento neuroldgico perceptivel, portanto marcadores mais especificos
sd0 necessarios para identificar uma lesdo cerebral. Dessa forma, tais marcadores
especificos poderiam, em conjunto, ser Uteis como ferramenta de diagnostico e
prognostico de HAND, ou no minimo auxiliarem no entendimento da ocorréncia e

evolucdo das desordens neurocognitivas causadas pelo HIV 54,

1.11.1 Marcadores de Ativacao Celular
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A imunoativacdo persistente favorece a expressdo de genes de apoptose e
citocinas pro-inflamatérias %67, Os linfdcitos T que expressam CD38 demonstram uma
secrecdo anormal de citocinas ®, o que sugere que o HIV-1 altera a regulagdo génica e
funcional da célula, bem como seu nimero. Apesar da diminuicdo da inflamacédo
associada ao HIV-1 com o uso da HAART, ela ainda € significativamente maior do que
em controles negativos . Essa imunoativacio é associada, entre outras coisas, com 0
envelhecimento acelerado ™.

As citocinas inflamatdrias provavelmente desempenham um papel muito
importante durante a ativacdo imune persistente visto que seus niveis correlacionam com
a progressdo da doenca "*7>73, Yuan e colaboradores compararam a expressdo de 26
citocinas em pacientes portadores de HIV com e sem HAND e encontraram diferengas
significativas entre os dois grupos, com maiores concentracoes de 1L-8, IP-10 e MCP-1
no LCR dos pacientes com HAND, sugerindo que a avaliagcdo dos niveis de citocinas no
liquor podem auxiliar no diagnéstico de HAND 74, Os autores ainda verificaram que a
IL-8 € a ligante enddgena dos receptores CXCR1 e CXCR2, produzidos por mondcitos e
macrdofagos, que apresentam um numero aumentado durante lesdes cerebrais e
neuroinflamacdes ">7%. A MCP-1 é capaz de atrair e ativar mondcitos e macrofagos, e
embora ofereca uma protecdo parcial no inicio da infeccdo, uma vez estabelecida, torna-
se mediadora de inflamagao e recrutadora de leucécitos 7’8, Por fim, IP-10/CXCL10 é
expresso por astrocitos e microglia no cérebro, e atua especificamente na ativacdo de
células T e macrofagos e atrai linfocitos T para o LCR °.

Outra causa da imunoativacdo persistente é a presenca de lipopolissacarideos
(LPS) no sangue. O LPS é um produto da parede bacteriana que resulta da translocacéo
bacteriana (passagem de bactérias do intestino para o sistema circulatorio) por um
mecanismo ndo totalmente esclarecido. Foi proposto que o aumento de LPS circulante
contribui para a ativagdo de mondcitos na infecgdo cronica pelo HIV e, juntamente com
outros estudos, foi demonstrado que o LPS circulante pode estar relacionado com o
desenvolvimento de HAD devido ao trafego de monadcitos ativados ao SNC através da
barreira hematoencefalica "1-808182838485 Uma forma de avaliar o impacto de LPS na
HAND ¢ através da fracdo soltvel de seu receptor CD14, que quando aumentada, tanto
em plasma quanto em liquor, indica ativacdo de mondcitos e correlaciona-se

positivamente com a presenca das alterages neurocognitvas 868788,
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1.11.2 Marcadores de Neurodegeneracao

Nos estudos de marcadores de lesdo neuronal, podemos citar a relevancia dos
neurofilamentos (NFL) no liquor de pacientes que apresentam alteracdes
neurocognitivas. Ha relatos na literatura sugerindo que doencas neurodegenerativas
relacionadas a desmielinizacdo e/ ou degeneracdo axonal (tais como as HAND),
apresentam elevados indices de NFL no fluido cérebro-espinhal 8% Qs NFL
correspondem aos principais constituintes do citoesqueleto das células neuronais,
importantes para a manuten¢do da integridade estrutural e calibre dos axénios e dendritos,
e estdo envolvidos na influéncia da velocidade na condugdo dos impulsos de correntes
nervosas. Portanto, a presenca de NFL no fluido cérebro-espinhal é considerado um
marcador de lesdo axonal no SNC no curso da infecgio por HIV 4,

Marcadores bem relatados na doenca de Alzheimer (AD) também tém sido
estudados na HAND 2. Sio eles B-amiloide (AB42), Tau total (t-tau) e tau fosforilada
(p-tau). Alguns estudos detectaram dimunuigdo significativa de AB42 ¢ aument0o das
concentracdes de t-tau e p-tau no liquor de individuos com HAND, semelhantes aos
achados em individuos com AD %94, Observacdes adicionais ligando HAND e processos
associados a amildide incluem relatos de evidéncia neuropatoldgica de maior deposicao
de AP42 nos cérebros de individuos com HIV, em relagdo aos controles da mesma idade
% e a presenca de placas difusas aumentadas em cérebros de individuos portadores do
virus %°. Demonstrou-se também que, nas membranas celulares neurais de agregados de
cérebro humano, a proteina reguladora de transativacdo de transcricdo de HIV-1, Tat,
pode inibir a endonuclease que atua na degradacdo de AP, o constituinte peptidico

primario de amiléide em DA .

1.11.3 Marcadores Genéticos

Apolipoproteina E (APOE) €4 ¢ um fator de risco bem estabelecido para a doenga
de Alzheimer %9 e tem sido associado a resultados cognitivos fracos em varias outras
condigbes que causam lesdo cerebral, como cirurgia de derivagdo cardiaca %, lesGes
cerebrais traumaticas %1% e em individuos mais jovens com esclerose multipla 1°2. O
polimorfismo do gene APOE também desempenha um papel significativo na progressao
da doenga do HIV 1%, Especificamente, os individuos infectados pelo HIV com o alelo

€4 de APOE podem ser mais suscetiveis a deficiéncias neurologicas, contribuindo para
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uma maior incidéncia de neuropatia periférica e deméncia associada ao HIV 04105
especialmente em individuos mais velhos . Em um estudo pds-morte, individuos com
HAD e portadores do alelo €4, exibiram metabolismo desregulado de esterol 1°” e maiores

niveis de peroxidagao lipidica, indicando maior estresse oxidativo em seus cérebros 18,

1.11.4 Marcadores Virais

H& estudos moleculares que associam uma maior incidéncia de HAND a
determinado subtipo de HIV 199110 por outro lado, um estudo recente feito em Uganda
ndo detectou nenhuma associacdo significativa entre os subtipos de HIV e alteracdes
neurocognitivas, indicando que ndo ha um consenso sobre a relacdo entre subtipos do
virus e incidéncia de HAND %,

Hé& também estudos que avaliam o impacto da compartimentalizacdo do HIV nos
pacientes com alteragfes neurocognitivas, mostrando que existe correlacdo entre o
aumento na compartimentalizacdo, ou seja, da evolucdo do virus no sistema nervoso
central através da replicacdo independente, com a presenca de HAD 12113114 gSalemi e
colaboradores sequenciaram o gene do envelope de virus obtidos de diferentes partes do
cérebro de um paciente que veio a falecer com HAD severa. Eles ndo somente observaram
que havia subpopulagbes distintas nos diferentes compartimentos, mas também que os
virus presentes nas meninges e lobo temporal evoluem cerca até 100 vezes mais rapido
do que as outras populac@es virais amostradas no cérebro, sendo possivelmente as origens
da infeccdo no SNC %, Corroborando esse achado, anos depois Schnell e colaboradores
também mostraram compartimentalizacdo em alguns individuos recém infectados, com a
presenca de variantes distintas encontradas no CSF . Em alguns trabalhos inclusive, a
importancia dessa variabilidade se restringe a determinadas regifes do virus, como o gene
Tat, por exemplo 1%.

Mesmo com tantas evidéncias apontando para uma associacdo entre
compartimentaliza¢do e o desenvolvimento de desordens neuroldgicas, ainda ndo se tem

uma visdo clara e contundente sobre o papel da genética viral sobre a HAND.
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2. JUSTIFICATIVA

A penetracdo do HIV no sistema nervoso central (SNC) ocorre geralmente durante
a infecgdo sistémica primaria. Embora essa infec¢do assuma carater silencioso na maioria
dos individuos, em alguns casos pode evoluir para formas mais invasivas de encefalites,
acarretando diferentes graus de desordens neurocognitivas 1,

E inegavel o impacto que a introducio da terapia antirretroviral de alta poténcia
(HAART) teve na incidéncia de deméncia associada ao HIV (HAD), retardando seu inicio
e também sua progressdo. Em contrapartida, nos ultimos anos houve um consideravel
aumento de pacientes com alteracGes neurocognitivas assintomaticas (ANI) e em graus
que variam de leve a moderado (MND). E importante ressaltar que grande parte desses
individuos esté infectada ha longa data, mas mantém a doenga sistémica controlada
através do tratamento **1%°_ Isso é especialmente preocupante, pois embora a incidéncia
de deméncia tenha diminuido, o controle viroldgico e imunolégico alcancado com o0s
tratamentos atuais (HAART) ndo sdo suficientes para evitar o comprometimento
neurolégico em algum grau.

Uma vez que o diagnostico depende principalmente do estagio e gravidade
(extensdo do comprometimento das funcbes neuroldgicas), isso ndo somente desafia a
eficacia das terapias atuais para a prevencao e tratamento da infeccdo do SNC pelo HIV,
mas principalmente reflete as dificuldades na definicdo da natureza e dos processos
evolutivos dessa doenca.

Até o presente momento, a Unica maneira de confirmar o diagnostico e classificar
as HAND é por meio de uma avaliagdo neuropsicolégica formal, porém, a imprecisédo do
reconhecimento fenotipico da doencga, somado aos frequentes fatores de confusao,
apontam para a necessidade de inclusdo de biomarcadores para o diagnostico mais
preciso, bem como para a avaliagdo dos efeitos do tratamento e compreenséo da evolucdo
dessa comorbidade 2,

Assim como a progressao da infecgéo sistémica pode ser monitorada através de
marcadores presentes no sangue (como quantificacdo de carga viral do HIV e contagem
de células T CD4, entre outros), tem sido proposta a utilizacdo de biomarcadores
liqudricos para a avaliacdo de danos ao SNC. A carga viral do HIV é, evidentemente, um

dos marcadores propostos, e que tem sido utilizado em alguns centros como um auxiliar
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para o fechamento do diagnostico de HAND. Entretanto, além do HIV ser detectado no
liquor de pacientes ndo tratados sem que se saiba avaliar quais as consequéncias imediatas
disso, ndo é infrequente a detecgdo de cargas virais baixissimas no LCR de individuos
apresentando deméncia ja avancada.

Crucialmente, o diagndstico precoce e definitivo das HAND é critico para a
tomada de decisGes acerca do protocolo de tratamento que deve ser adotado/modificado.
Isto posto, fica claro que testes neuropsicoldgicos, exames de imagem e marcadores
liquoricos isoladamente nédo sdo suficientes para o fechamento do diagnostico das HAND,
principalmente em estagios bastante iniciais, onde fatores externos e sintomas se
confundem, impactando ndo somente a qualidade de vida do individuo, bem como na
tomada de deciséo terapéutica.

O entendimento das alteracGes neurocognitivas associadas ao HIV ainda é uma
ciéncia em construcao, assim, o que esse trabalho propds foi um aprofundamento no
estudo de fatores relacionados a resposta do hospedeiro, a lesdo cerebral e também fatores
virologicos e genéticos que permitissem identificar possiveis marcadores que pudessem
auxiliar no diagnéstico diferencial das HAND e na discriminacdo dos seus diferentes

graus.
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3. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo principal identificar possiveis marcadores
bioldgicos que pudessem auxiliar na distingdo do perfil de pacientes diagnosticados com
alterac6es neurocognitivas do perfil de individuos saudaveis (com e sem HIV).

Os objetivos especificos séo:

e Analisar marcadores de ativacao celular;
e Analisar marcadores de neurodegeneracao;
e Analisar marcadores genéticos;

e Analisar marcadores virologicos.
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4. CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do Estudo

O trabalho foi realizado com delineamento de um estudo transversal com

componente descritivo e analitico.

4.2 Locais e Periodo de Realizacdo do Estudo

O recrutamento dos sujeitos do estudo e a coleta de amostras de sangue e liquor
realizadas no Hospital Dia do Instituto de Infectologia Emilio Ribas (IIER) durante o
periodo de dezembro de 2014 a margo de 2016.

O processamento das amostras e 0s ensaios para a determinacédo de Tau, p-Tau, -
amildide, Neurofilamentos, Neopterina, SCD14 e a genotipagem da ApoE foram
executados no Laboratério de Investigacdo Médica em Virologia (LIM-52); a carga viral
e a genotipagem do HIV foi feita no Laboratorio de Investigacdo Médica em
Dermatologia e Imunodeficiéncias (LIM-56); os ensaios para quantificacdo de citocinas

e ApoE foram feitos no Laboratério de Investigacdo Médica em Inflamag&o (LIM-17).

4.3 Selecdo dos Participantes do Estudo

A populacdo de estudo foi selecionada entre pacientes oriundos de um estudo de
prevaléncia de neuropatia periférica e deméncia associada ao HIV, executado no IIER,
sob a coordenacdo da Dra. Maria Rita Polo Gascon. Apds apresentacdo do protocolo de
pesquisa e obtencdo da anuéncia voluntaria, foram recrutados 77 individuos. Os
individuos do grupo controle sem HIV foram recrutados separadamente, uma vez que nao
haviam individuos nessas condi¢des incluidos no trabalho mencionado.

Os critérios de incluséo e excluséo estdo listados a seguir.

4.3.1 Critérios de Inclusao

Para individuos dos grupos HIV positivo: diagnéstico de infecgdo pelo HIV,
acompanhados no ambulatorio do IIER, com idade igual ou superior a dezoito anos, e

com escolaridade minima de quatro anos.
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Para individuos do grupo HIV negativo: idade igual ou superior a dezoito anos,

teste negativo para HIV, e com escolaridade minima de quatro anos.

4.3.2 Critérios de Exclusao

Diagnostico concomitante de doencas neuroldgicas oportunistas em atividade
(toxoplasmose cerebral, neurotuberculose, meningite criptocécica, leucoenfalopatia

multifocal progressiva, entre outras);

e CondicBes previamente documentadas (traumaticas, metabdlicas, vasculares ou
degenerativas) que dificultem a avaliacdo dos sintomas e sinais neurologicos
(deméncia senil ou vascular, neuropatia diabética, entre outras);

e Uso de substancias psicoativas;

e Incapacidade para compreender os conteddos necessarios para a avaliacdo
neuroldgica e aplicacdo dos testes incluidos na bateria de avaliagéo;

e Auséncia de consentimento para participar do estudo;

e Escolaridade inferior a quatro anos;

e Menores de dezoito anos.

e (Gestantes

4.3.3. Aspectos Eticos

Os individuos que aceitaram participar desta pesquisa assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). Os individuos com desordens cognitivas ou
deméncia em grau que impedia o completo entendimento do TCLE foram autorizados por
um responsavel maior de 18 anos através da assinatura do termo em questdo. Todos os
dados individuais foram mantidos sob sigilo. E importante ressaltar que o projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da USP (659.363)
e pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Infectologia Emilio Ribas (1.327.226).

4.4 Procedimentos do Estudo

4.4.1 Coleta de Dados dos Participantes
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Os dados demograficos foram coletados no momento da apresentacéo da pesquisa
e assinatura do TCLE. Os dados clinicos e laboratoriais de interesse foram coletados
através dos resultados de exames disponiveis no HCMED, mediante autorizacdo dos

individuos.

4.4.2 Coleta de Amostras de Liquor

A puncdo liquorica foi realizada em acordo com todas as préaticas
internacionalmente aceitas, pelo Dr. Guilherme Olival, médico especializado em coleta
de liquor do ambulatorio multifuncional do IHER. Todas as amostras de LCR foram
submetidas a exame quimiocitolégico, no laboratério Central do HCFMUSP. Seis
mililitros (6 mL) da amostra bruta foram aliquotados em tubo de polipropileno, até 2
horas ap0s a coleta, e armazenados em freezer a -80°C.

4.4.3 Coleta de Amostras de Sangue

As amostras de sangue periférico foram obtidas por meio de punc¢do venosa, em
um tubo de dez mililitros (10 mL), contendo um mililitro (1 mL) de anticoagulante Acido
Citrato Dextrose (ACD). Estas amostras foram aliquotadas em até quatro horas ap6s a

coleta e armazenadas em freezer -80°C.

4.4.4 Avaliacdo Neuropsicolégica

Todos os individuos recrutados nesse estudo foram submetidos a uma bateria de
testes neuropsicoldgicos, que consistem na avaliacdo de multiplos dominios cognitivos
como: atencéo, funcdo executiva, memoria verbal, linguagem, velocidade motora, entre
outros. Através do Z escore da pontuacdo de cada teste, € possivel determinar quais
dominios apresentam-se preservados e/ou comprometidos e, a partir desses dados,
determinar se o individuo apresenta ou ndo declinio cognitivo.

Para a determinacgéo do grau de comprometimento (assintomatico, leve a moderado

ou deméncia) foram utilizados os critérios de Frascati **.

o Alteracdo Neurocognitiva Assintomatica (ANI, asymptomatic neurocognitive

impairment): ha alteragdes de > dois dominios cognitivos, em pelo menos um desvio
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padrdo abaixo da média na avaliacdo neuropsicoldgica com testes padronizados e
pontuacgdes apropriadas para idade e escolaridade. A avaliacdo deve incluir as fungdes:
visual, linguagem, atencdo, memdria, abstracdo, funcdo executiva, velocidade de
processamento das informacdes, habilidades motoras. Ndo pode haver comprometimento
funcional nas atividades de vida diaria e critérios para delirium e deméncia, bem como,

evidéncias de outras causas pré-existentes para o déficit.

e Comprometimento Neurocognitivo Leve/Moderado (MND, mild neurocognitive
disorder): ha alteragdes de > dois dominios cognitivos em pelo menos um desvio padrao
abaixo da média na avaliacdo neuropsicologica com testes padronizados e pontuacgdes
apropriadas para idade e escolaridade. A avaliacdo deve incluir as mesmas funcdes ja
mencionadas. A diferenca desta classificacdo para a anterior é a presenca do
comprometimento funcional leve a moderado nas atividades da vida diaria. Também, ndo
podem existir critérios para delirium e deméncia, bem como, evidéncias de outras causas

pré-existentes para o déficit.

e Deméncia Associada ao HIV (HAD, HIV-associated dementia): ha alteracdes
graves de > dois dominios cognitivos, geralmente o distdrbio é encontrado em maltiplos
dominios, especialmente no aprendizado de novas informacGes, alentecimento no
processamento de novas informacdes e déficit em atencdo e concentracdo. O déficit
cognitivo ocasiona comprometimento grave nas atividades da vida diaria (trabalho,
atividades em casa e atividades sociais). Também, ndo podem existir critérios para
delirium ou evidéncia de outras causas pré-existentes para o déficit como: infeccBes no
SNC, acidente vascular cerebral, doencas neurologicas pré-existentes, uso de drogas

ilicitas.

4.4.5 Quantificagdo da Carga Viral do HIV

A quantificacdo da carga viral de HIV no plasma e no liquor foi feita no LIM- 56,
sob responsabilidade do Dr. Jorge Casseb. Uma aliquota do RNA extraido do liquor dos
pacientes HIV-1 positivos foi enviada ao laboratério LIM-56 para a realizagédo dos testes.
O ensaio Abbott Real Time HIV-1eé uma reacdo da transcriptase reversa, seguida de

reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), para a quantificacdo do virus da
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imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) no sistema automatizado Abbott m2000rt
™ dentro do intervalo de 40 a 10 milhdes de cdpias /ml.

Uma sequéncia de RNA, ndo relacionada com a sequéncia alvo de HIV-1, é
introduzida no inicio da preparacdo da amostra e serve como um controle interno (CI). A
quantidade de sequéncias alvo de HIV-1 presentes em cada ciclo de amplificacdo é
medida através da utilizacdo de sondas de oligonucleotideos marcados com fluorescéncia
no instrumento m2000 (Abbott Molecular Inc., Des Plaines, IL, USA). O ciclo de
amplificacdo em que o sinal fluorescente é detectado € proporcional ao logaritmo da

concentracdo de RNA de HIV-1 presente na amostra.

4.4.6 Extragdo de DNA

Aliquotas de 200 pL de sangue total coletado em tubos contendo EDTA foram
submetidas ao isolamento de DNA proviral total utilizando o Qiamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Alemanha), seguindo as recomendacdes do fabricante. A quantificacdo do DNA
foi realizada utilizando espectrofotdmetro ND-1000 Spectrophotometer v.3.5 (NanoDrop
Technologies, EUA).

4.4.7 Genotipagem do HIV

As nested PCRs para amplificar os fragmentos de PR-RT foram realizadas
utilizando o protocolo adaptado de Barreto e colaboradores 1® em reacg6es contendo 1 X
Buffer I, 2,0 mM MgSOs, 0,1 mM de cada dNTPs, 0,1 uM dos respectivos primers, 1 U
Platinum Tag DNA Polymerase e 2,5 uL de DNA template para um volume final de 25
pL para a reacdo externa e 50 YL para a reacdo interna. Para as reacOes externas foram
utilizados os primers K1 e K2, enquanto para as reacgdes internas foram utilizados DP16
e RT4 (Tabela 1). As reacOes externas foram submetidas a desnaturacéo inicial a 94 °C
por 3 min, seguida de 35 ciclos a 94 °C por 1 min, 55 °C por 1m, 68 °C por 1 mine 30 s,
com extensdo final a 68 °C por 10 min. A ciclagem das reagdes internas consistem em
um ciclo a 94 °C por 3 min, 55 °C por 1 min e 68 °C por 1 min, seguido de 35 ciclos a 94

°C por 1 min, 55 °C por 45 s e 68 °C por 1 min, com extensao final a 68 °C por 10 min
116

Tabela 1 — Sequéncias dos primers para amplificar as regides PR-RT e V3

40



CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS

Nome do
_ Sequencia 5° > 3’ Coordenada HXB2?

primer

PR-RT

K1 CAGAGCCAACAGCCCCACC 2147 - 2165

K2 TTTCCCCACTAACTTCTGTATGTCATTGACA 3338 - 3308

DP16 CCTCAAATCACTCTTTGGCAAC 2206 - 2274

RT4 AGTTCATAACCCATCCAAAG 3250 - 3231

Nota: ‘Coordenadas em relagdo a sequéncia referéncia HXB2, acesso no GenBank n°
K03455

Os produtos da PCR interna foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5% a 100 V por 60 min. A visualizacdo foi realizada pela adicdo de SybrSafe ao gel,
sob incidéncia de luz UV. A quantificacdo e a determinacdo do tamanho dos fragmentos
foi realizada utilizando os padrdes de peso molecular de 100 pb como parametro de
tamanho de fragmento e Low DNA Mass como paramentro de concentra¢do. Foram
considerados produtos de PCR adequados os fragmentos de PR-RT com
aproximadamente 1024 pb apresentando concentragcdo entre 20 e 100 ng. Estes
produtosforam purificados com o Qiaquick PCR Purification kit (Qiagen, Alemanha),
conforme o protocolo fornecido pelo fabricante.

Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado o kit ABI PRISM Big Dye
Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems, EUA),
adicionando 20 a 100 ng dos produtos amplificados purificados e 0,25 puM dos primers
senso F1 e GABOL e antissenso DP11, GABO2 e RT4 (Tabela 2).

Tabela 2 — Sequéncias dos primers para sequenciar as regides PR-RT e V3

Nome do Posicdo  sobre
Sequencia 5> > 3’

primer HXB2?

PR-RT

F1 GTTGACTCAGATTGGTTGCAC 2519 - 2539

DP11 CCATTCCTGGCTTTAATTTTACTGGTA 2598 - 2572

RT4 AGTTCATAACCCATCCAAAG 3250 - 3231

GABO1 CTCARGACTTYTGGGAAGTTC 2800 - 2820

GABO?2 GCATCHCCCACATCYAGTACTG 2890 - 2869

Nota: ! Posicdo sobre a sequéncia referéncia HXB2, acesso no GenBank n° K03455
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As reacgdes de sequenciamento foram realizadas em termociclador convencional
seguindo 25 ciclos de 96°C por 10 s, 55°C por 5 s e 60°C por 4 min. Os produtos foram
purificados utilizando etanol absoluto e EDTA (125mM), seguido de uma lavagem com
etanol 70%. A placa seca foi conduzida ao servigo de sequenciamento onde ao pellet seco
foram adicionados 10 pL de formamida, seguido de uma etapa de desnaturagdo a 95°C
por 3 min e choque térmico em gelo por 15 min. A corrida foi executada em sequenciador
automatico 3500 Genetic Analyser (Applied Biosystems, EUA).

As sequéncias senso e antissenso foram sobrepostas, avaliadas e editadas
utiliznado o programa Geneious v 9.1.6 (Biomatters, Ltd.). A sobreposic¢do de picos no
eletroferograma foi considerada como mistura de nucleotideos em uma mesma posicao
quando a diferenca entre os picos foi < 25% e a mistura esteve presente em duas leituras
da amostra sequenciada. As regides com ruido e/ou qualidade comprometida foram
removidas da analise.

Os subtipos das sequéncias obtidas foram determinados através de métodos
automaticos que compdem ferramentas de bioinformatica disponiveis na internet: REGA
HIV Subtyping Tool v.3 (http://dbpartners.stanford.edu:8080/RegaSubtyping/
stanford-hiv/typingtool/), RIP — Recombinant Identification Program v. 3.0 1 e COMET
— COntext-based Modeling for Expeditious Typing 8. A subtipagem foi confirmada
através de andlise filogenética empregando o método de Méaxima Verossimilhanca com
bootstrap de 1000 réplicas, utilizando o programa MEGA 7 °. Também foram avaliados

perfis de recombinacao utilizando SimPlot v.3.5.1 120,

4.4.8 Quantificacdo dos Peptideos B-Amildidel-40 e 1-42

O INNOTEST p-amiloide € um imunoensaio enzimatico de fase sélida para a
determinag@o quantitativa de B-amiloide humana em fluido cerebrospinal. Este ensaio
detecta o peptideo amildide chamado AP, resultante da via B-secretase de maturagéo da
APP (proteina precursora de amildide). Este peptideo, hidrofobico e neurotdxico, € um
dos principais componentes dos depositos amildides, sabidamente presentes em
deméncias.

No ensaio 1-40 (que faz a deteccdo do primeiro aminodcido da extremidade N-
terminal até posicdo 40) o peptideo amildide € capturado por um primeiro anticorpo

monoclonal, 2G3 (IgG1).As amostras de liquor sdo entdo adicionadas e incubadas com
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um anticorpo biotinilado, 3D6 (IgG2b).O complexo antigeno-anticorpo € entéo detectado
por uma estreptavidina marcada com peroxidase. Apds a adi¢do do substrato, as amostras
desenvolvem uma cor de intensidade proporcional a quantidade do peptideo B-amilGide
(1-40) na amostra.

No ensaio 1-42 (que faz a deteccdo do primeiro aminoacido da extremidade N-
terminal até posicdo 42) o procedimento € o mesmo, com exce¢do do anticorpo
monoclonal que para esse teste € 0 21F12 (IgG2a). O ensaio foi feito de acordo com o

protocolo do fabricante.

4.4.9 Quantificacdo da Proteina Tau Total

O INNOTEST® hTAU é um imunoensaio enziméatico em fase sélida para a
determinacdo quantitativa de proteina Tau no liquor. Este ensaio mede o marcador
bioldgico Tau total, incluindo seis isoformas (352 a 441 aminoacidos) do liquor.

Nesse ensaio a proteina Tau humana ou fragmentos sdo capturados pelo primeiro
anticorpo monoclonal, AT120. As amostras de liquor s&o adicionadas e incubadas com
dois anticorpos marcados com biotina, HT7bio e BT2bio. Este complexo antigeno-
anticorpo é detectado por uma estreptavidina marcada com peroxidase. Apés a adicdo do
substrato, as amostras vao desenvolver uma cor de intensidade proporcional a quantidade

da proteina Tau na amostra.O ensaio foi feito de acordo com o protocolo do fabricante.

4.4.10 Quantificacdo da Proteina Tau Fosforilada

O INNOTEST® PHOSPHO-TAU(181P) é um imunoensaio enzimatico em fase
solida para a determinacdo quantitativa de tau fosforilada (PHOSPHO-TAU(181P)) em
liquor.

Nesse ensaio a proteina Tau fosforilada ou fragmentos sdo capturados por um
primeiro anticorpo monoclonal especifico humano HT7. Amostras humanas de liquor sdo
adicionadas e incubadas com AT270 monoclonal biotinado. Este complexo antigeno-
anticorpo é detectado por uma estreptavidina marcada com peroxidase. Apoés a adi¢do do
substrato, as amostras vao desenvolver uma cor de intensidade proporcional a quantidade
da proteina Tau fosforilada na amostra. O ensaio foi feito de acordo com o protocolo do

fabricante.
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4.4.11 Quantificacdo de CD14 Soluvel no Liquor

Foi utilizado o Human sCD14 Quantikine ELISA Kit para a quantificacdo da fragédo
solGvel da proteina CD14, porém,por ser validado apenas para cultura celular, soro e
plasma, foi feito um ensaio de padronizacdo para liquor utilizando um protocolo cedido
pelo fabricante. Dois testes foram realizados para determinar se o valor obtido a partir de
uma amostra € preciso ou se ha algum fator da amostra que interfere na medicéo.

O primeiro deles ¢é o ensaio “Spike/Recovery” no qual uma quantidade conhecida
de proteina recombinante € inserida em uma amostra antes da execugdo do ELISA. A
concentracgéo resultante demonstra se o valor esperado pode ser medido com precisao. Se
o valor recuperado difere significativamente do valor esperado (entre 80% e 120%), este
pode ser um sinal de que algum fator na matriz da amostra pode estar causando um valor
superestimado ou subestimado.

No segundo ensaio, de linearidade, a amostra “enriquecida € a amostra pura sao
diluidas serialmente (1:2, 1:4, e 1:8). Se as amostras ndo apresentarem diluicéo linear,
isto pode ser um indicio de que um componente da matriz esta interferindo na detec¢édo
precisa de um analito particular, em determinada diluicdo. Por vezes a interferéncia da
matriz s6 ocorrerd se um fator estiver presente em concentracfes acima de um
determinado limiar, portanto se a amostra for diluida a interferéncia deixa de ser
observada.

Foi utilizada uma solucao padrao com 16000pg/ml para “batizar” tanto a amostra
de liquor a ser testada como a solucgdo diluente que foi utilizada como controle da reacao.
Ap0s a adicao da solugdo padrdo, a amostra “batizada”, a amostra pura e o controle
“batizado” foram diluidos 1:2, 1:4, ¢ 1:8. O ensaio foi executado conforme instrugoes do
fabricante e os valores de absorbancia obtidos (média das duplicatas), bem como as
concentragdes das solugdes padréo, foram utilizados na construcéo da curva logistica de

quatro parametros representada na Figura 1.
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Figura 1. Curva de padronizagdo do ensaio HumansCD14Quantikine ELISA para liquor.

A analise do ensaio “Spike/Recovery”, feita através da formula abaixo, mostrou
9 b

uma porcentagem de recuperacao dentro do esperado (80-120%).

% Recuperacao = Observado - Pura x 100

Esperado

Observado = valor da amostra “batizada”
Pura = valor da amostra nao “batizada”
Esperado = Quantidade adicionada a amostra (calculada com base na concentracdo da

solucdo padréo e o volume adicionado na amostra).

A analise do ensaio de linearidade, feita através da formula abaixo,mostrou uma

recuperacao linear, com porcentagem de recuperagéo dentro do esperado (80-120%).

% Recuperacao = Observado x 100

Esperado / fator de diluicdo
A quantificacdo da amostra batizada, sem diluigéo, ultrapassou o limite de deteccéo

da curva. Como a amostra pura, mesmo na diluicdo 1:8 ndo se aproximou do limite

inferior da curva, foi determinado que todas as amostras seriam diluidas 1:10 para evitar
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perda de sensibilidade. Apds a padronizacéo, o ensaio foi feito de acordo com o protocolo

do fabricante.

4.4.12 Quantificacdo de Citocinas, Quimiocinas e Apoe

Selecionamos um painel de citocinas pro infamatdérias (11-6, 11-1B, TNF-a, CXCL-
10, IFN-y), quimiocinas (MCP-1 e MIP-1a) e uma apolipoproteina (ApoE).

Para esse ensaio, utilizamos a tecnologia Luminex™ xMAP que dosa multiplos
analitos simultaneamente em um Unico poco de reacdo em microplacas. A tecnologia
Luminex™ xMAP envolve um processo que cora microesferas de poliestireno com dois
fluoréforos. Utilizando proporcdes precisas de dois fluoroforos, podem ser criados 100
conjuntos diferentes de microesferas — cada uma delas com uma assinatura baseada em
“codigo de cores” e que podem ser identificadas pelo instrumento Luminex.

Nos adquirimos os dois Milliplex Human Cytokine® kits (EMD Millipore Corp.St.

Charles, Missouri, U.S.A) descritos abaixo:

e HCYTOMAG-60K-07 (MCP-1, IL-1B, IL-6, TNF-a, CXCL-10, IFN- y, MIP-10))
o APOMAG-62K-01 (Apo E)

Ambos Kits contam com anticorpos de captura especificos para cada analito,
imobilizados nas microesferas através de ligacGes covalentes ndo reversiveis. Depois que
0 analito (amostra) se liga aos anticorpos de captura localizados na superficie das
microesferas, a deteccdo final é feita através de um terceiro marcador fluorescente,
Estreptavidina-Ficoeritrina (PE) ligada ao anticorpo de deteccdo. O resultado final é um
ensaio “sanduiche” realizado através de microesferas. O equipamento Luminex
movimenta estas esferas em fila Unica atraves de feixes de dois lasers diferentes em um
citometro de fluxo. O primeiro feixe de laser detecta (classifica) a microesfera e o segundo
laser quantifica o sinal em cada micoresfera.

O ensaio foi feito seguindo o0 manual do fabricante e os resultados foram analisados

no software Luminex 200 IS 2.3.

4.4.13 Genotipagem da ApoE
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A genotipagem dos polimorfismos foi realizada utilizando-se ensaios validados
TagMan® SNP Genotyping Assay (ThermoFischer) para o gene ApoE (rs429358; assay
ID: C__ 3084793 20 e rs7412; assay ID: C___ 904973 _10). Cada ensaio inclui dois
primers (foward e reverse) para a amplificacdo das regifes de interesse e duas sondas
para deteccdo dos alelos. As sondas possuem: um corante reporter fluorescente na
extremidade 5 (VIC para um alelo e FAM para o outro alelo); um minor groove binder
(MGB) que aumenta a temperatura de anelamento da sonda sem aumentar o0 Seu
comprimento, permitindo a discriminacdo mais precisa dos alelos; um quencher nédo
fluorescente (NFQ) na terminacdo 3"da sonda.

As reacOes de amplificacdo e genotipagem do DNA foram realizadas em placas de
96 pogos, em equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Inc,
Foster City, CA, USA). O protocolo foi otimizado utilizando 0.5pul TagMan SNP
Genotyping Assay (20X), 5ul Master Mix (2X) e 4.5u de DNA, totalizando um volume
de 10pl. As reacgdes seguiram o ciclo de amplificacdo: 95°C por 10 minutos seguido de
40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 min. Durante a PCR cada sonda anela
especificamente a sequéncia complementar, entre os sitios dos primers forward e reverse.
Quando a sonda esta intacta, a proximidade do corante reporter com o NFQ resulta em
supresséo da fluorescéncia. A clivagem da sonda pela DNA polimerase Amplitag Gold®
separa o corante reporter do NFQ, o que resulta em fluorescéncia,sendo que a Amplitaq
Gold cliva somente as sondas que estdo hibridizadas. O sinal de fluorescéncia ocorre
somente se a sequéncia alvo for complementar a sonda. Entdo o sinal gerado pela PCR

indica que o alelo esta presente na amostra.
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Figura 2: Esquema da reacdo com o0 ensaio Tagman

A discriminagdo e plotagem dos resultados traduzidos em gendtipos foram realizadas pelo
TagMan® Genotyper Software (Thermo)

4.4.14 Quantificacdo de Neurofilamentos

Foi utilizado o Human NEFL ELISA Kit (Elabscience, USA), que se baseia no
método sanduiche. Nesse método, 0 anticorpo especifico para o neurofilamento, chamado
anticorpo de captura, é previamente adsorvido no poco. Depois, a amostra de liquor, que
possui 0 antigeno, é adicionada e se liga a esse anticorpo. Logo apds, é adicionado outro
anticorpo especifico para o antigeno. Finalmente, um terceiro anticorpo ligado a enzima
¢ adicionado. Essa enzima ird reagir com o substrato, gerando cor. A intensidade da
reacdo e proporcional a quantidade de NFL presente. O ensaio foi executado de acordo

com as recomendacdes do fabricante.

4.4.15 Quantificacdo de Neopterina

Foi utilizado o Human Neopterin ELISA Kit (Elabscience, USA), que se baseia no
método de competicdo. Diferente do método descrito no item anterior, nessa metodologia

a presenca de neopterina no liquor é revelada pela competicdo com um anticorpo
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especifico, dirigido contra o antigeno. Igualmente, o resultado é dado pela adicdo de um
conjugado, porém a coloragdo aparece nos orificios onde ndo havia anticorpos. O ensaio
foi executado de acordo com as recomendacdes do fabricante.

4.6  Escore de Efetividade de Penetracéo

O escore da efetividade de penetracdo dos antirretrovirais no sistema nervoso
central (CPE, CNS penetration effectiveness) foi utilizado para avaliar o impacto do
tratamento no controle da carga viral liquérica. O modelo apresentado no Quadro 1,
proposto por Letendre e colaboradores 53, mostra escores baseados nas propriedades
quimicas dos medicamentos que influenciam a penetracdo pela barreira

hematoencefalica.

Quadro 1. Escore da efetividade de penetracdo dos antirretrovirais no sistema nervoso

central
4 3 2 1
(Melhor (Pior
penetracao) penetracao)
ITRN Zidovudina Abacavir Didanosina Tenofovir
Lamivudina
ITRNN Nevirapina Efavirenz Etravirina
IP Darunavir Atazanavir Nelfinavir
Fosamprenavir | Atazanavir Ritonavir
Indinavir Tipranavir Saquinavir
Lopinavir Saquinavir
Tipranavir
Inibidores da Maraviroque Enfuvirtida
fuséo/entrada
Inibidores da Raltegravir
integrase
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4.7 Andlise Estatistica

Foram descritas as caracteristicas quantitativas segundo grupos com uso de medidas
resumo (média, desvio padrdo, mediana e quartis) e comparados 0s grupos com uso de
modelos lineares %!, seguidos de comparacbes multiplas de Bonferroni 2! para
especificar entre quais grupos ocorreram as diferencas. As caracteristicas qualitativas
foram descritas segundo grupos com uso de frequéncias absolutas e relativas e verificada
a associagio com uso de testes da razdo de verossimilhangas 22,

Os marcadores foram descritos segundo grupos com uso de medidas resumo e
comparados entre os grupos com uso de modelos lineares ajustados pela idade, seguidos
de comparag6es multiplas de Bonferroni.

Foram criadas fun¢des para discriminacdo dos grupos com uso de andlises
discriminantes usando a idade e os marcadores inflamatorios, a idade e os marcadores
neurodegenerativos e a idade e todos os marcadores com uso de método de selecdo
Stepwise com critério de menor valor de Wilks' Lambda e criadas as func@es pelo método
de Fisher que discriminam os grupos 22,

Para realizacdo das andlises foi utilizado o software IBM-SPSS para Windows
versdo 20.0 e para tabulacdo dos dados foi utilizado o software Microsoft Excel 2003. Os

testes foram realizados com nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1 Populagéo de Estudo

A populagéo desse estudo foi composta por oitenta e quatro individuos, distribuidos
em cinco grupos: trinta e trés individuos portadores de HIV com alteracdo neurocognitiva
assintomatica (ANI), quinze individuos portadores de HIV com alteracdo neurocognitiva
leve-moderada (MND), quinze individuos portadores de HIV com deméncia (HAD),
quatorze individuos portadores de HIV sem qualquer alteracdo neurocognitiva (C HIV+)
e sete individuos ndo portadores de HIV sem qualquer alteracdo neurocognitiva (C HIV-
). Os dados clinicos, sociodemogréficos e laboratoriais estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Descrigdo das caracteristicas pessoais e da doenca segundo grupos e resultado dos testes estatisticos.

Grupo

variavel CHIV-(N=7) C HIV+ (N = 14) ANI (N = 33) MND (N = 15) HAD (N = 15) Total (N =84) P
Idade (anos) <0,001
média + DP 28+6,9 41,2 +13 47,4+9,1 50,7+7,6 55+11,3 46,7 + 12

mediana (P25; P75) 28 (20; 34) 41 (32; 52,3) 50 (43,5; 54) 53 (48; 56) 55 (53; 60) 51 (39; 54,8)

Sexo, n (%) 0,096*
Feminino 4 (57,1) 2(14,3) 10 (30,3) 3(18,8) 8 (50) 27 (31,4)

Masculino 3(42,9) 12 (85,7) 23 (69,7) 13 (81,2) 8 (50) 59 (68,6)

Uso de Efavirenz, n (%) 0,385*
Nao 10 (71,4) 19 (57,6) 11 (68,8) 13 (81,2) 53 (67,1)

Sim 4 (28,6) 14 (42,4) 5(31,2) 3(18,8) 26 (32,9)

CV_Liquor (copias), n (%) 0,302*
Indetectavel 13 (92,9) 29 (87,9) 16 (100) 14 (87,5) 72 (91,1)

Detectavel 1(7,2) 4(12,1) 0 (0) 2(12,5) 7 (8,9)

CV (cépias/mL), n (%) 0,148*
Indetectavel 11 (78,6) 31(93,9) 16 (100) 15 (93,8) 73 (92,4)

Detectavel 3(21,4) 2 (6,1) 0 (0) 1(6,2) 6 (7,6)

NADIR de CD4+ 0,222
média + DP 632,2 + 214 629,2 + 319,1 782,1 +479,2 478,9 + 186,7 645 + 332,8

mediana (P25; P75) 565 (480; 860) 553 (419,5; 713,5) 600 (500; 1311) 488 (383; 694) 553 (438,8; 755)

CD4 (CEL/MM3) 0,286
média + DP 674,5 + 263,5 597,9 + 332,4 395,8 + 262,5 508,7 + 171,6 570,5 + 287,6

mediana (P25; P75) 613 (452,3; 967,3) 546 (374; 631) 503 (125; 613) 450,5 (376,5; 652,3) 541,5 (382; 653,5)

CD8 (CEL/MM3) 0,650

média + DP
mediana (P25; P75)

1037,5 + 373,9
956,5 (774; 1381,5)

968,9 + 556,4
819 (716; 1099)

732,8 + 160,6
780 (590,5; 851,5)

941,2 +411,3
907 (540,3; 1393,5)

9454 + 446
840 (716,8; 1117,5)

Nem todos os pacientes tiveram todos os exames avaliados; Modelos linerares generalizados com distribuicdo normal e fung&o de ligag&o identidade; * Teste da razdo de verossimilhancas
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A Tabela 3 mostra que apenas a idade diferiu estatisticamente em média entre os
grupos avaliados (p < 0,001). Os individuos do grupo C HIV- apresentaram em média
menor idade que os pacientes HIV POSITIVOS (p < 0,05) e o grupo de pacientes HAD
foi em media estatisticamente mais velho que o grupo C HIV+ (p = 0,001), como mostra
a Tabela 4.

Tabela 4. Resultado das compara¢des multiplas da idade entre os grupos.

~ Diferenca Erro IC (95%)
Comparagéo - ~ gl p - -
média padréo Inferior Superior
C HIV-vs C HIV+ -13,21 4,44 1 0,029 -25,67 -0,76
C HIV-vs ANI -19,39 3,99 1 <0,001 -30,59 -8,20
C HIV-vs MND -22,67 4,39 1 <0,001 -34,98 -10,35
C HIV- vs HAD -27,00 4,39 1 <0,001 -39,32 -14,68
C HIV+ vs ANI -6,18 3,06 1 0,432 -14,76 2,40
C HIV+ vs MND -9,45 3,56 1 0,080 -19,45 0,55
C HIV+ vs HAD -13,79 3,56 1 0,001 -23,78 -3,79
ANIvs MND -3,27 2,99 1 >0,999 -11,65 511
ANI vs HAD -7,61 2,99 1 0,108 -15,98 0,77
MND vs HAD -4,33 3,50 1 >0,999 -14,16 5,49

Comparagdes multiplas de Bonferroni
Tendo isso em vista, todas as analises apresentadas a seguir foram corrigidas por

idade para que esse parametro ndo enviesasse 0s resultados.

5.2 Carga Viral do HIV

Dos sessenta e trés individuos com HAND, seis (9,5%) apresentaram carga viral
detectavel no liquor, sendo quatro assintomaticos e dois demenciados. Seis individuos
(9,5%) apresentaram carga plasmatica detectavel, sendo trés controles, dois
assintomaticos e um demenciado. Apenas um individuo (assintomatico) apresentou carga
viral e liquérica detectavel. E importante ressaltar que ambos 0s ensaios garantem
sensibilidade de 100% somente acima de 40 cdpias, portanto é possivel que o nimero de
pacientes com carga inferior a esse limite esteja subestimado.

Em relacdo ao escore de efetividade de penetracdo, dos setenta e sete individuos
avaliados, vinte e dois (28,6%) utilizam esquemas com CPE > 8, quarenta e sete (61%)
utilizam esquemas com CPE < 8 e oito (10,4%) ndo possuiam registro do esquema
utilizado no momento da avaliagdo. Dos seis individuos com HAND que apresentaram
carga detectavel no liquor, dois ndo possuiam registro do esquema antirretroviral utilizado

e trés utilizavam esquema com alta penetragéo.
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5.3 Genotipagem do HIV

Dos setenta e sete individuos HIVV POSITIVOS do estudo, foi possivel realizar a
genotipagem de cinquenta e quatro. Quarenta e seis individuos (86%) apresentaram
subtipo B, trés (5%) apresentaram subtipo BF, trés (5%) apresentaram subtipo F1, um
(2%) apresentou subtipo BC e um (2%) apresentou subtipo BD. A distribuicdo dos
genotipos na populacgdo estudada esta representada na Figura 3.

Genotipagem HIV-1

2% 2%

mB
m BF
mF1
mBC
mBD

Figura 3 - Distribuicdo dos geno6tipos de HIV-1 na populacédo estudada

O subtipo B, como esperado, foi o mais prevalente. De forma geral a distribuicdo

dos gendtipos foi homogénea entre 0s grupos, como é possivel observar na Figura 4.
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Genotipagem do HIV-1 por grupos

mB mBF mF1 mBC mBD

87% 91%

74% 74%
13%13% 9% 2 9% 13%13%
(o]
-
CHIV+ ANI MND HAD

Figura 4 - Distribuicdo dos geno6tipos de HIV-1 nos grupos estudados

5.4 Exame Quimiocitoldgico

Apenas quatro individuos (4,7%) apresentaram um discreto aumento no nimero de

proteinas liquoricas, dois assintomaticos e dois demenciados.

5.5 Marcadores de Neurodegeneragao

A analise dos marcadores de neurodegeneragéo esta representada na Tabela 5.
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Tabela 5. Descricdo dos marcadores de neurodegeneracdo segundo grupos e resultado dos testes comparativos.

Grupo

— _ *
Variavel CHIV-(N=7) C HIV+ (N = 14) ANI (N = 33) MND (N = 15) HAD (N = 15) Total (N = 84) P
p-tau (pg/pL) 0,897
média + DP 36,1+ 25 43,1+235 46,5 + 29,9 42,2 +18,2 56,8 + 55,6 46,2 +333

mediana (P25; P75) 28,7 (26,3; 36,8) 41 (25,4; 47,4) 36,6 (29,1; 54,8) 39,8 (28,9; 50,1) 38,4 (30 55,9) 36,8 (28,4; 50,7)

tau (pg/pL) 0,352
média + DP 232,6+ 117 204,9 + 132,3 275,8 + 173,2 447,6 + 588,4 435,7 + 351,7 322,1+ 3252

mediana (P25; P75)  281,3 (151,8; 320,8)  224,3 (81,8; 293,1) 2459 (155,3; 332,2) 216,8 (96,2; 514,6) 355,4 (236,6; 479,7) 2545 (154,9; 376,7)

B-1-40 (pg/puL) 0,457
média + DP 12368,4 + 4366,2 21989,5 + 22064,3 24588,6 + 23026,2 18384,3 + 8227,9 22470,3 + 12730,5 215875 + 18056,8

mediana (P25; P75) 12980 (8936; 15470) 19400 (5855,3; 29490) 20685 (10622,5; 29985) 17775 (12130; 23407,5) 21730 (14905; 31677,5) 17750 (11030; 26490)

B-1-42 (pg/pL) 0,682
média + DP 1142,8 + 366,2 1365,2 + 837,7 1092,5 + 751,7 1232,4 + 326,6 1316,6 + 692,7 1211,2 + 667,7

mediana (P25; P75) 1214 (833; 1512) 11355 (862,1: 14055)  867,9 (612,7; 1272) 1235 (959,5; 1390) 1243,5 (745,1; 1633,8) 1131 (786,6; 1390)
Neurofilamento (pg/ml) 0,438

média + DP 2717,7 + 2091 1992,2 + 1216,9 3096,8 + 3741,9 2232,2 +1051,4 2591,5 + 4739,9
mediana (P25; P75) 1703 (1047; 4014) 1256 (1084,5; 2895)  2043,5 (1318,3; 3316,3) 2016 (1296,3; 2908,3) 1145 (1041,3; 1896,5)

2622 + 3178
1638,5 (1132,8; 2983,8)

Nem todos os pacientes tiveram todos os exames avaliados; Modelos linerares generalizados com distribui¢cdo normal e fungéo de ligagéo identidade; * Valores ajustados pela idade
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A Tabela 5 mostra que os marcadores de neurodegeneracdo foram estatisticamente iguais
entre 0s grupos.

5.6 Marcadores de Ativacdo Celular

A andlise dos marcadores de ativacdo celular, que compreendem CD14 sollvel,
citocinas e quimiocinas, esta representada na Tabela 6.
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Tabela 6. Descri¢do dos marcadores de ativacdo celular segundo grupos e resultado dos testes comparativos.

Grupo

Variavel CHV-(N=7) CHIV+ (N = 14) ANI (N = 33) MND (N = 15) HAD (N = 15) Total (N = 84) p*
IFN gamma (pg/mL) 0,002
média + DP 0,37 £ 0,12 0,32+0,14 0,18 + 0,22 0,11 + 0,18 0,07+ 0,14 0,18+0,2

mediana (P25; P75) 0,35 (0,31, 0,47) 0,35 (0,27; 0,44) 0,06 (0,03; 0,44) 0,03 (0,02; 0,1) 0,04 (0,01; 0,05) 0,06 (0,03; 0,35)

IL1 beta (pg/mL) <0,001
média + DP 0,36 + 0,03 0,38 £ 0,08 0,44 +£0,11 0,48 £ 0,14 0,52 + 0,17 0,45 +0,13

mediana (P25; P75) 0,36 (0,33; 0,37) 0,36 (0,31; 0,45) 0,41 (0,36; 0,49) 0,46 (0,41; 0,53) 0,47 (0,41; 0,64) 0,41 (0,36; 0,49)

IL 6 (pg/mL) 0,055
média + DP 0,82 + 0,54 0,97 £ 0,57 1,71 £1,95 1,18 £ 0,6 2,37 +£1,85 1,56 = 1,58

mediana (P25; P75) 0,79 (0,34; 1,15) 0,78 (0,74; 0,9) 1,13 (0,66; 1,69) 1,06 (0,7; 1,53) 1,38 (1,03; 4,09) 1,03 (0,73; 1,62)

IP 10 (pg/mL) 0,805
média + DP 459,8 + 214,6 2845,4 + 4388,2 3087,1 + 3463,6 3561,4 + 4134,3 5147,7 £ 4335 3329,2 + 3884,1

mediana (P25; P75) 4745 (306,8; 645,8) 989 (506,5; 2951,5) 2405 (851; 4161) 1586 (1071; 4734,3) 4284 (1517; 8832) 1636 (819; 4191,8)

MCP1 (pg/mL) 0,097
média + DP 998,2 + 444,9 1769,9 + 1056,9 3634,7 £ 4527,4 2428,9 + 2485,9 5793,6 £ 5302,7 3343,8 + 4060,1

mediana (P25; P75) 996 (663; 1433,8) 1288 (1129; 2248,5) 1902 (1256; 3106) 1809,5 (1172,3; 2546,5) 3491 (2051; 10788) 1855 (1143; 3106)

MIP 1 alpha (pg/mL) 0,378
média + DP 0,47+0,1 0,58 + 0,23 0,74 0,9 0,76 £ 0,82 1,41 £ 2,04 0,83+1,13

mediana (P25; P75) 0,49 (0,39; 0,55) 0,54 (0,42; 0,66) 0,5 (0,34; 0,68) 0,55 (0,3; 0,77) 0,75 (0,41; 0,98) 0,53 (0,38; 0,77)

TNF alpha (pg/mL) 0,293
média + DP 1,8+0,45 1,78+0,8 2,46 +1,31 2,31+1,61 2,77+291 2,34 +1,69

mediana (P25; P75) 1,75 (1,38; 2,16) 1,58 (1,22; 1,92) 2,25 (1,66; 3,01) 1,99 (1,08; 3,3) 2,33 (1,02; 2,84) 2,02 (1,36; 2,72)

sCD14 (pg/uL) 0,009
média £ DP 56090 * 12575 89618,2 + 23940 119475,9 + 41910,5 140602,5 + 63052,5 159288,8 + 54368 121054,4 + 53574

mediana (P25; P75) 56340 (46110; 64340) 85600 (76910; 99630) 118200 (85305; 149350) 114150 (93495; 193750) 159200 (110475; 203750) 109100 (83560; 151100)
Neopterina (pg/ml) 0,100

média = DP
mediana (P25; P75)

80,3 + 51
62,9 (38,2; 138,3)

67,8 +37,8
455 (36,7; 101,4)

98,5+51,5
82,6 (59,7; 142,4)

66,4 + 37,2
56,7 (36,1; 87)

77,1+48,5

62,2 (47,5; 83,7)

82,1+ 47,4
68 (44,4; 100,4)

Nem todos os pacientes tiveram todos os exames avaliados; Modelos linerares generalizados com distribuicdo normal e fung&o de ligag&o identidade; * Valores ajustados pela idade
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A Tabela 6 mostra que IFN gamma, IL1 beta e sSCD14 apresentaram diferenca

estatistica entre os grupos. A representacdo gréafica desses marcadores pode ser vista na

Figura 5.
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Figura 5. Boxplots da quantificacdo de IFN-y, IL-1pB e SCD14 nos grupos estudados.

A tabela 7 mostra o resultado das comparag6es multiplas de IFN-y, IL-1p e SCD14,

dentro dos grupos estudados.
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Tabela 7. Resultado das comparacdes multiplas dos marcadores de ativagédo celular que

foram estatisticamente diferentes entre os grupos.

Variavel Comparacgéo Diferenca Erro | p IC (95%)
média padrao Inferior Superior
C HIV-vs C HIV+ 0,07 0,09 1 >0,999 -0,19 0,34
C HIV-vs ANI 0,22 0,09 1 0,147 -0,03 0,47
C HIV- vs MND 0,29 0,10 1 0,031 0,01 0,57
IEN C HIV- vs HAD 0,33 0,10 1 0,014 0,04 0,62
gamma C HIV+ vs ANI 0,14 0,06 1 0,186 -0,03 0,32
(pg/mL) C HIV+ vs MND 0,22 0,07 1 0,024 0,02 0,42
C HIV+ vs HAD 0,26 0,07 1 0,006 0,05 0,47
ANI vs MND 0,07 0,06 1 >0,999 -0,09 0,23
ANI vs HAD 0,11 0,06 1 0,557 -0,05 0,28
MND vs HAD 0,04 0,07 1 >(0,999 -0,15 0,23
C HIV-vs C HIV+ -0,06 0,06 1 >0,999 -0,23 0,11
C HIV-vs ANI -0,14 0,06 1 0,159 -0,30 0,02
C HIV- vs MND -0,18 0,06 1 0,045 -0,36 0,00
C HIV-vs HAD -0,24 0,07 1 0,002 -0,43 -0,06
IL1 beta C HIV+ vs ANI -0,08 0,04 1 0,463 -0,19 0,03
(pg/mL) C HIV+ vs MND -0,12 0,05 1 0,092 -0,25 0,01
C HIV+ vs HAD -0,18 0,05 1 0,001 -0,32 -0,05
ANI vs MND -0,04 0,04 1 >0,999 -0,14 0,06
ANI vs HAD -0,11 0,04 1 0,045 -0,21 0,00
MND vs HAD -0,07 0,04 1 >(0,999 -0,19 0,06
C HIV-vs C HIV+ -20275,96  21658,87 1 >0,999 -81073,15 40521,22
C HIV-vs ANI -44900,57 20488,27 1 0,284 -102411,84 12610,71
C HIV- vs MND -63665,19  23130,62 1 0,059 -128593,61 1263,22
C HIV-vs HAD -72531,71  23871,29 1 0,024 -139539,23 -5524,18
sCD14 C HIV+ vs ANI -24624,60  15203,59 1 >0,999 -67301,60 18052,40
(pg/uL) C HIV+ vs MND -43389,23  18089,17 1 0,165 -94166,13 7387,68
C HIV+ vs HAD -52255,74  18030,69 1 0,038 -102868,49 -1643,00
ANI vs MND -18764,63 14526,11 1 >0,999 -59539,91 22010,65
ANI vs HAD -27631,14  13939,66 1 0,475 -66760,25 11497,96
MND vs HAD -8866,51 16516,81 1 >0,999 -55229,75 37496,72

Comparagdes mdltiplas de Bonferroni

Essa anélise comparativa mostra que o IFN-y foi menor nos grupos MND e HAD
do que nos grupos CHIV- e CHIV+ (p < 0,05). O IL1 beta foi estatisticamente maior no
grupo MND e HAD que no grupo CHIV- (p = 0,045 e p = 0,002 respectivamente) e o
grupo HAD foi em média estatisticamente maior que os grupos CHIV+ e ANI (p = 0,001
e p = 0,045 respectivamente). E, por fim, o0 sSCD14 apresentou em média estatisticamente
maior valor no grupo HAD que nos grupos CHIV- e CHIV+ (p = 0,024 e p = 0,038

respectivamente).
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5.7 ApoE

5.7.1 Quantificacdo da ApoE

Os resultados das anélises da quantificacdo de ApoE nos grupos esta representada na Tabela 8.

Tabela 8. Descricdo da ApoE segundo grupos e resultado dos testes comparativos.

., Grupo _ .
Variavel CHV-(N=7) CHIV+ (N = 14) ANI (N = 33) MND (N = 15) HAD (N = 15) Total (N = 84) P
APOE (ng/mL) 0,002
média + DP 46,8+ 17,8 102,1+415 653+ 35 65,2 + 23,1 69,3 + 28,2 70,3 + 34,6

mediana (P25; P75) 44,6 (38; 54,3) 92,1 (74,7; 130,5) 59,2 (42,7; 76,1) 56 (48,7; 89) 63,8 (50,9; 90,7) 61,4 (46; 89)
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A Tabela 8 mostra que ApoE apresenta diferenca estatistica entre os grupos, quando
ajustados pela idade dos individuos (p < 0,05). A representacdo grafica desse marcador

pode ser vista na Figura 6.
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Figura 6. Boxplot da quantificacdo da ApoE nos grupos estudados.

A tabela 9 mostra o resultado das comparacdes multiplas da ApoE dentro dos

grupos estudados.

Tabela 9. Resultado das comparacGes multiplas da ApoE entre os grupos.

Variavel Comparacédo Diferenca Erro gl p IC (95%)
média padréo Inferior  Superior
C HIV-vs C HIV+ -56,18 16,51 1 0,007 -102,52 -9,85
C HIV- vs ANI -19,69 15,85 1 >0,999 -64,17 24,79
C HIV- vs MND -19,82 17,48 1 >0,999 -68,90 29,26
C HIV-vs HAD -22,63 18,39 1 >0,999 -74,27 29,00
APOE C HIV+ vs ANI 36,49 10,83 1 0,008 6,09 66,88
(ng/mL) C HIV+ vs MND 36,36 12,68 1 0,041 0,76 71,96
C HIV+ vs HAD 33,55 13,22 1 0,112 -3,57 70,67
ANI vs MND -0,13 10,10 1 >0,999 -28,47 28,22
ANI vs HAD -2,94 10,41 1 >0,999 -32,17 26,29
MND vs HAD -2,82 11,92 1 >0,999 -36,27 30,63

63



RESULTADOS

Observamos que a ApoE foi util na discriminacdo das formas assintomaética e
leve/moderada das HAND quando comparada ao controle HIV+. Olhando isoladamente,
ApOE parece ser um marcador promissor, visto que € o Unico que ja se mostra alterado
nas fases iniciais da HAND. Porém, como a proposta inicial desse estudo ndo foi
determinar um marcador isolado, mas sim um perfil, foram feitas trés analises
discriminantes: marcadores neurodegenerativos em conjunto; marcadores inflamatorios
+ ApoE em conjunto; todos os marcadores em conjunto. Os resultados dessa analise estdo

apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Resultado das func¢des discriminantes entre 0s grupos para 0s marcadores

neurodegenerativos, de ativacdo celular e ApoE, ajustando a idade.

Marcadores Variavel Grupo
C HIV- C HIV+ ANI MND HAD
Neurodegenerativos Idade (anos) 0,285 0,420 0,478 0,516 0,560
Constante -5,601 -10,257 -12,809 -14,679 -17,010
Idade (anos) 0,387 0,561 0,622 0,649 0,718
Inflamatérios APOE (ng/Ml) 0,090 0,159 0,125 0,126 0,135
IL1 beta (pg/ml) 40,063 51,093 53,894 55,989 62,370
Constante -16,244  -31,754 -32,686 -35,011 -42,407

Anélise discriminante com método de selecdo Stepwise menor Wilks' Lambda; Funcdes de classificac&o de Fisher

A Tabela 10 mostra que a analise dos marcadores neurodegenerativos em conjunto
ndo foi capaz de discriminar os grupos. Ja para os demais marcadores, além da idade, a
ApOE e a IL1 beta auxiliaram estatisticamente na discriminacao dos grupos. As funcgdes
discriminantes, com todos os marcadores juntos, resultaram em funcdes exatamente
iguais as funcdes vistas apenas com os marcadores de ativagdo celular + ApoE, ou seja,
apenas estes foram estatisticamente capazes de discriminar os grupos, ajustado pela idade

dos individuos.
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5.7.2 Genotipagem da ApoE

Dos oitenta e quatro individuos do estudo, sessenta em quatro tinham amostras
validas e em volume suficiente para a realizagdo da genotipagem de ApoE. Os trés

gendtipos existentes foram encontrados e a distribuicdo dos mesmos esta representada na

Figura 7
Distribuicao dos gendtipos da ApoE
53%
27%
13%
— |
e2/e3 e2/ed e3/e3 e3/ed ed /el

Figura 7 — Grafico da distribuicdo dos genotipos na populacéo estudada.

Vinte individuos (31%) apresentaram gendtipo €4 (heterozigotos e homozigotos).

A distribuicdo dos gendtipos nos grupos estudados esta apresentada na Figura 8.
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Genotipos de ApoE por grupos
mel e3oue2
70%
59% 30% 80% 59%
41% 41%
]
C HIV- CHIV+ ANI MND HAD

Figura 8 — Gréfico da distribuicdo do gen6tipo €4 nos grupos estudados.

O gendtipo €4 foi encontrado em 59% dos controles HIV+, 30% dos
assintomaticos, 20% dos leves a moderados e 41% dos demenciados. N&o houve nenhum
controle HIV- com esse gen6tipo. Considerando somente os individuos HIV
POSITIVOS, a prevaléncia do gendtipo €4 é de 31% nos individuos com HAND e de

59% nos controles.
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6. DISCUSSAO

As complicagdes neurocognitivas associadas ao HIV continuam prevalentes
apesar da disponibilidade do tratamento antirretroviral. Até o presente momento, a Gnica
maneira de confirmar o diagndstico e classificar a HAND é por meio de uma avaliacéo
neuropsicoldgica formal, utilizando os critérios de Frascati 2007 #. Entretanto, ainda ha
debate sobre certos pontos, como a neuropatogénese (e heterogeneidade associada) de
formas mais moderadas de HAND, sobre impacto que o inicio da HAART tém em reduzir
a prevaléncia dessa comorbidade, e ainda sobre o quanto as comorbidades e o
envelhecimento patoldgico podem influenciar esse processo.

Além disso, os dados disponiveis na literatura sdo inconstantes e muito variaveis.
Em virtude do impacto negativo dessas questdes sob o0 avanco da pesquisa nesse campo,
especialistas da area se reuniram no encontro de neuroHIV em Washington DC em
outubro de 2017 para revisar os critérios definidores de HAND e levantar 0os proximos
passos a serem dados nos proximos anos. Um dos assuntos em pauta foi a necessidade de
inclusdo de biomarcadores laboratoriais que possam auxiliar no diagnostico, bem como
na avaliacdo dos efeitos do tratamento e compreensao da evolucdo dessa comorbidade, o
que reforca a importancia do presente trabalho.

Diante da imprecisdo do reconhecimento fenotipico da doenca, somado aos
frequentes fatores de confusdo, esse trabalho buscou identificar possiveis marcadores
bioldgicos que pudessem auxiliar na distingdo do perfil de pacientes diagnosticados com
alteracbes neurocognitivas do perfil de individuos saudaveis com e sem HIV. Serdo
discutidos a seguir os resultados dos marcadores de ativacdo celular, de
neurodegeneracéo, genéticos e virologicos.

O meio inflamatdrio, como colaborador potencial para o aparecimento da HAND,
esta bem estabelecido na literatura *241%, E cada vez mais reconhecido que a infeccio
latente, bem como o envelhecimento, pode levar a uma ativacdo e inflamagéo imunes
cronicas 127128, A Inflamagc&o sustentada do SNC pode ser devido a infecgdo latente no
compartimento liquérico meningeo e possivelmente no cérebro (escape viral), ativagdo
de microglia e macréfagos devido a produtos circulantes translocados a partir do intestino
e possivel toxicidade relacionada a antirretrovirais 2/-1%,

A secrecdo de citocinas e quimiocinas inflamatorias por monacitos infectados

causa uma cascata que leva a um estado de inflamacéo crénico e consequente injdria
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neuronal. Dentre os marcadores de ativacdo celular estudados, sCD14, um receptor
solivel de lipopolisacarideos de mondcitos, e IL-1p, uma citocina pré-inflamatdria
responsavel pela producdo de células Th2, mostraram-se aumentados no grupo HAND.
Estudos mostram que sCD14 apresenta niveis mais elevados na infeccdo pelo HIV,

131 ‘e também

mesmo em individuos tratados, em comparacédo a controles HIV negativos
que esse marcador correlaciona-se com a gravidade da HAND !321% Esses dados
corroboram nossos achados, visto que o sCD14 apresentou-se aumentado no grupo
HAND e foi estatisticamente capaz de diferenciar a forma demencial das alteracGes
neurocognitivas mais brandas. A citocina pro-inflamatdria IL-1B também se apresentou
elevada nos individuos com HAND, e em especial no grupo deméncia, onde foi
estatisticamente maior que o grupo controle HIV+ e o grupo ANI

Por outro lado, os niveis de IFN-y apresentaram-se diminuidos no grupo HAND.
Uma possivel explicacdo envolve o processo de compartimentalizacdo viral. Mondcitos
e macrofagos, tanto no SNC como na periferia, sdo infectados no inicio da doenca, vivem
muito tempo, ndo morrem como consequéncia da infeccdo pelo HIV, e, portanto, podem
se tornar reservatorios virais para HIV 13413 Uma provavel infeccdo cerebral latente em
macrofagos, astrocitos, e outras células gliais, foi demonstrada em mdltiplos estudos
neuropatoldgicos e in vitro 114 porém, com excecdo dos macrofagos, o virus em tais
células ndo demonstrou ser competente para a replicacdo 47.Sendo assim, podemos
assumir que o virus compartimentalizado tem tropismo monomacrofagico, e ndo pelo
linfocito T, o que consequentemente levaria a uma diminuicdo da produgéo do IFN-y, ja
que este esta relacionado a resposta do linfécito T a presenca de virus. Em outras palavras,
ndo havendo replicacdo ativa, refletida pela auséncia de virus no liquor (que seré discutida
mais adiante), ndo ha razdo para um aumento no influxo de célula T, havendo, portanto,
queda na producdo de IFN-y. Essa explicag@o, porém, ndo se aplica ao grupo controle
HIV+, que apresenta niveis de IFN-y semelhantes aos do grupo controle HIV-. Essa
auséncia de diferenca entre esses dois grupos foi observada por Griffin e colaboradores,
gue encontraram niveis muito parecidos desse marcador em individuos HIV positivos
tratados quando comparados ao grupo controle HIV negativo 4. Contudo, 0 mecanismo
que diferencia a atividade do IFN-y no grupo HAND em relagdo aos demais grupos nao

foi elucidado e necessita de mais investigagoes.

Em relacdo aos marcadores de neurodegeneragdo, os dados encontrados na

literatura s&o bem inconstantes. Alguns estudos observaram menores concentragdes de -
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amildide 42 no LCR de individuos com HAND, em niveis semelhantes aos observados
na doenca de Alzheimer %11 e um deles ainda observou a relagdo do IFN-y em
conjunto com a IL-1B, dois marcadores discutidos anteriormente, no aumento da
producio de peptideos AP %2, Outros estudos, porém nao observaram diferencas entre a

producdo de AP nos grupos HAND em relagdo aos controles 153154

e, por fim, também ha
trabalho demonstrando aumento desse marcador em individuos com HAND *°.

O mesmo cenario pode ser observado em relagdo a proteina Tau e sua versdo
fosforilada p-Tau. Ha trabalhos demonstrando aumento de Tau e nenhuma diferenca de
p-Tau ¢, nenhuma diferenca nos niveis das duas proteinas **°, e ainda queda de Tau e p-
Tau em grupos HAND 7.

A cadeia leve de neurofilamento (NFL), um marcador de lesdo axonal que é
preditivo de gravidade e sobrevivéncia em vérias doencas neurocognitivas, por sua vez,
tem resultados mais constantes, mostrando-se um marcador bastante estudado. Muitos
trabalhos o apontam como um biomarcador em potencial 8161 inclusive
correlacionando os niveis de NFL no liquor com os do sangue, o que torna esse marcador
ainda mais atrativo para o futuro uso na pratica clinica 6.

Em nosso estudo nenhum dos marcadores de neurodegeneracdo apresentou
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos estudados, refor¢cando ainda mais
a idéia de que ndo ha consenso em relacdo ao beneficio do uso de marcadores
neurodegenerativos utilizados em Alzheimer, no entendimento da HAND.

A apolipoproteina E (ApoE) esta envolvida principalmente no catabolismo de
triglicerideos, mas também medeia resposta imune inata, incluindo a de macréfagos 62,
O alelo €4 de ApoE tem sido estudado hd muito tempo na patogénese da doenca de
Alzheimer, e mais recentemente tornou-se de interesse na patogénese de HAND 164176,
Estudos recentes usando grupo controle com individuos soronegativos, sugerem efeitos
deletérios sinérgicos do alelo €4 e do HIV na cognigio 1641,

Estudos mostram que a isoforma €4 da ApoE € ineficaz na mediacdo de processos
de reparacéo celular 17"-7° portanto a sintese de quantidades significativas de ApoE pelos
neurdnios, parece fazer parte de um processo compensatério para conter a
neurodegeneragio do SNC 180182,

Analisando os dados desse estudo com base nessas afirmacgdes, podemos observar
que a ApoE liguorica aumentada no grupo controle HIVV+ poderia indicar um aumento na
regulacdo que favorece a reparacdo neuronal. Seguindo essa logica, 0s grupos que

apresentam declinio cognitivo tém uma menor producdo dessa apolipoproteina, o que
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favorece o aparecimento de sintomas. Em outras palavras, os individuos que tem
capacidade de aumentar a producdo de ApoE conseguem contrabalancear o dano com o
reparo neuronal, atrasando assim o aparecimento dos sintomas.

A analise das diferentes isoformas mostra que 0 grupo que mais tem ApoE é o
mesmo grupo que tem uma maior porcentagem de €4. Por ser uma ApoE “defeituosa”, a
producdo aumentada pode indicar uma tentativa de compensacao de reparacao neuronal.
Nos grupos ANI e MILD a porcentagem de €4 em relagdo aos demais genotipos € bem
inferior. J4 no grupo HAD, a proporcao de gendtipos €4 € mais equilibrada (41% de €4).
Esses achados podem ser explicados, de forma especulatéria, da seguinte maneira: 0s
baixos niveis de ApoE impactam todos os grupos com HAND , mas dentre eles o grupo
mais afetado é o HAD, pois além de ter uma baixa producdo, possui quase 50% de ApoE
defeituosa. Em virtude disso, algum mecanismo compensatorio pode estar ativando a
producdo de ApoE nesse grupo, o que pode de fato ser observado com o aumento da
ApoE no grupo HAD a niveis que continuam sendo mais baixos, mas que nao diferem
estatisticamente dos niveis do grupo controle HIV+.

Por fim, a carga viral liqudrica foi avaliada como marcador virolégico. Dentre 0s
individuos estudados, 95,8% nao possuiam carga viral liquérica detectavel. Para melhor
entender esse achado, utilizamos o escore CPE para avaliamos o uso drogas com
diferentes niveis de penetragdo no SNC.

O escore CPE tem sido apoiado em alguns estudos, nos quais 0s regimes de
tratamento com maior pontuacdo CPE geralmente apresentam taxas mais baixas de RNA
viral no liquor**®® No entanto, a questido da utilidade da pontuacio CPE continua
controversa. De fato, o escore CPE ¢ limitado por sua pontuacdo categérica, ponderagdo
pouco clara de cada critério (farmacocinética, propriedades quimicas, etc.) e falta de
consideracao de efeitos toxicos ou interacdes medicamentosas. Além disso, o escore CPE
depende de concentracdes de farmaco no liquor, que podem ndo refletir a farmacocinética
do parénquima cerebral 8. Em nosso estudo, apenas 22% dos individuos faziam uso de
esquemas com CPE>8, apesar disso menos de 6% dos individuos no total apresentaram
carga viral detectavel. E importante destacar que dos quatro individuos com carga viral
detectavel, trés utilizavam esquema de alta penetracdo. Esse resultado mostra que nessa
populacéo o escore CPE nédo pode ser considerado um fator de destaque no controle da
viremia no SNC.

As guias brasileira e européia de manejo clinico da infec¢do pelo HIV em adultos

utilizam atualmente o conceito de drogas potencialmente neuroativas, em detrimento ao
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escore CPE. A recomendacdo é que, no tratamento das formas sintomaticas das HAND e
no escape liqudrico do HIV, a TARV contenha pelo menos dois ARV potencialmente
neuroativos 18418 Porém, atualmente, o beneficio de esquemas com melhor penetragéo
no SNC s&o controversos e as recomendacdes sdo conflitante %1858 ¢ n3o ha nenhuma
comprovacao cientifica consistente em relacdo ao beneficio do uso dessas estratégias na
prética clinica, indicando a necessidade de mais estudos.

Outro ponto importante em relagdo a TARV é o uso de Efavirenz, ainda utilizado
como terapia de primeira linha em paises em desenvolvimento. E sabido que esta droga
comumente causa toxicidade neuropsiquiatrica e que o impacto dessa toxicidade a longo
prazo pode ter como desfecho o comprometimento neurocognitivo °. Foi avaliado o uso
de Efavirenz nos individuos desse estudo, porém, em contraste com esse achado da
literatura, ndo foi observada associacao entre o uso desse artirretroviral e a HAND.

Importante destacar que, apesar de 95,8% dos individuos avaliados ndo possuirem
carga viral liqudrica detectavel, encontramos IL-1p e sSCD14 aumentados nos individuos
com HAND, como ja foi discutido. Em outras palavras, liquor com perfil inflamatorio
mesmo sem presenca de virus. Uma explicacdo para o achado é a possivel presenca,
mesmo em baixas quantidades, de proteinas virais produzidas a partir de células
infectadas, como Vpr, Tat, Nef e gp120, que ativam ainda mais as vias inflamatorias,
levando diretamente a toxicidade neural 871% No entanto, a inflamagdo crénica na
infeccdo latente do HIV, sem a presenca viral no compartimento liquérico, também pode
ocorrer. Foi proposto recentemente em um encontro internacional de neuro HIV, em
Pollenzo (NEUROHIV 2017), um novo conceito de “escape do sistema nervoso central
com liquor avirémico” que baseia-se no fato de que o compartimento liquérico representa
a injuria causada pela presencga do virus no SNC, mas que ndo necessariamente apresenta
uma infeccdo ativa local. Isso sugere que a HAND com supresséo viral pode ser
conduzida por componentes virais presentes em momento anterior, ou somente no SNC,
ou pela ativacao “indireta” de cascatas inflamatoérias, enquanto a HAND sem supressao
viral pode ser alimentada por virus inteiros.

Por fim, o aspecto genético do virus também ndo mostrou qualquer correlacdo
com HAND. Resultado de certa forma esperado, visto que 86% dos individuos avaliados

possuiam virus do mesmo subtipo (B).

Em linhas gerais, esse trabalho buscou estudar diferentes classes de
biomarcadores que pudessem auxiliar a identificagdo e diferenciacdo do perfil de
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individuos com HAND em relagéo aos grupos controle HIV+ e HIV-. O entendimento
das alteragdes neurocognitivas associadas ao HIV ainda é uma ciéncia em construcéo e
os dados disponiveis na literatura sdo muitas vezes inconstantes e controversos, o que
dificulta uma anélise profunda e o entendimento das associa¢fes dos achados. Como
comentado no inicio dessa sessao, a busca por biomarcadores € um assunto vigente na
comunidade cientifica. Portanto, ainda que alguns dados aqui apresentados tenham sido
discutidos de forma especulatéria, em virtude da auséncia de material bibliografico
consistente, sem duvidas nossos achados podem contribuir com pesquisas futuras nessa
linha. Finalmente, é importante ressaltar que os marcadores aqui identificados com
capacidade discriminatoria entre os grupos devem ser melhor estudados também em
outras populacbes, como recém infectados, co-infectados e sintomaticos, com o intuito

de melhor entender os mecanismos que regem a HAND.
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CONCLUSAO

7. CONCLUSAO

o Os resultados reforcam o conceito de que a elevacdo da regulacéo das citocinas
pré-inflamatorias, como sCD14 e IL-1beta, pode desempenhar um papel na patogénese
da HAND, mesmo nos pacientes com supressao viral. Ambas citocinas encontram-se
elevadas nos individuos com alteragdes neurocognitivas, indicando que a ativacao celular

pode estar relacionada a essa comorbidade.

o Em contrapartida, nenhum marcador de neurodegeneracdo apresentou diferenca

estatistica entre 0s grupos.

o Os resultados mostraram um aumento de ApoE nos controles HIV + e uma
diminuicdo nos pacientes com HAND. Da mesma forma, o alelo €4, que apresenta uma
deficiente capacidade de reparacdo neuronal, esta mais presente no grupo controle HIV+,
quando comparado com o grupo HAND. E possivel que esse achado indique algum
mecanismo compensatorio, que poderia resultar em um fator protetor contra HAND,

portanto deve ser melhor estudado;

o Todos os individuos HIV positivos estavam sob uso de TARV e 95,8% deles
apresentaram carga viral plasmatica e liquérica indetectavel. O uso de drogas com maior
neuropenetracdo ndo correlacionou-se com esse achado;

o O uso de Efavirenz néo correlaciona-se com a presenca de HAND;

o N&o houve correlacao entre os subtipos de HIV e a presenca de HAND.
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g2quinies exparimenios: 1. Quantificagdo de carga wiral do HIV no lquor, 2.Quaniificagdo de
lipopolissacaridecs [LPS) no plasma; 3.0uantifcagio de chocinas no liquor, 4. Determinago e HERV-K no
liguar; S.Cuanificagdo de neuroflamenos no llguor.

Criteria de InclusSo: Individuos com sorologla posiiva para HIV-1; ambos of sexos; Idade entre 18 & 60
anos; Acompanhamento regular no ambulatoro; Dentro de um dos seguintes perfls: 1. Sorologla negativa
para HIV e sem alteracdes neurocognitivas, 2. Sorologla posliiva para HIV e sem alteragles
neurocognitivas, 3. Sorclogla positiva para HIV & com ANI, 4. Sorologla positva para HIV e com MND e 5.

Sorologla positiva para HIV & com HAD.
Critério e Exclus3o: Padentes com dados cinicos 2 laboratorials Incompletos; Gastantes; Pacientes com

comortidades como: sMlis, hepatites B & C, HTLY, toxoplasmose &/ou oulras patoioglas que possam ter
COMO COMESQUEncla algum tipo de aleragdo newnisgica; Padentes s5em HAART.

Z-Anexar o questionano dos sinfomas neuriogicos subjethves, teste e rastrelo neuntpsicologico @ testes
NEUropsicoingicos: Anexados 0 questionanos 2 tesles que serdo reallzaces (Anexnos 1-T)

3-Rever o projeln & 05 TCLES para que considens a coleta de LOR como procedimentio do estdo. Inciulbo
30 longo do texio [p3g 13, Bam 4.4) uma senienca explicliEnto 3 coleta de liguor como procedimento do
estudo. Da mesma fioma, Inclulmics nos TCLES os defalhes da necessidade 43 coleta e LCR para a
realzagdo 02 SKames & cOomo Wiizarsmos esse matanal no presents projeto, medants autonzagdo dos
MEsMos. Sendo 35Em, 0 5c0s & desconfonos possiveiments decoment=s da coleta foram claraments
Informados. Alnda, menclonamos agul que um TCLE s2parado serd anicalo para 0F pacienies 3 seram
Inciuldos nos dierentes grupos, sendo 3 TCLES distintos — encaminhiados para aprediaglo - [Um para oS
Individuos Grupo 1, 2 & 3 com HIV-1 & aigum grau de desorsem neurmcogniiva, Um para o Individucs do
Gnpo 4 — HIV-1 sem desordens neurpcogrithvas & um pard o Gripo 5 - sem HIV-1 & sem desondens

neurocognitivas).

Ercleregr:  dweroa D0 Errakin 185

Bk Cofguedia il CEP: o 2us i

UF: BP Munkdpia: S50 PALLG

Telefone |11 a80e 1408 Fax: 1158081408 E-mail. cunrisetemg e e g e
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ER INSTITUTO DE INFECTOLOGIA
)\‘?i;\ EMILIO RIBAS - IIER
I.mlﬂlﬂ

Confmengic 42 Pesear 1 07 2M

Is50 52 faz necessano para diminuir o numeno de Infonmagso 3 57 desciia 5e 10552 UM nico TCLE, o que
podena levar o padente a confusSo soore o entendimento do estudo 2 o Seu papsl dentro do mesmo.

4-inciur no TCLE o nome & contaln do responsavel pela pesguisa no IIER: Adicionado nos TCLES o nome,
talefone & emall do Dr Augusto Penalva de Ollvelra, responsavel palo estuto no IER. Uma santenga esta
I:gnnulnhﬂanCLEmaeurm'Eeem & o 1exto do Terma, oferecemos esses dados, alem do

talefone pessoal do D ALGUSLD.

Hnciur o 2o de anuendca do Diretor do IIER: Fol incluido e seque ambam 3 cana sollciada como pare
oo material emiado para apreciagio.

Objetivo da Peaquisa:
Dbjetivo Primario: Estabelecer um painel de marcagores relacionados 35 desOrdens NEUrniogicas
associadas a0 HIV-1.

Dbjetihvo Secundano: Defermingr, araves da analise dos Marcadores estudados, Imites que possam
diseriminar os dferentes graus o2 0eEOMOSNS NEUrtiogicas associadas 30 HIV-1.

Avallagao dos Riscos & Bensficloa:
Rllscns: Ma coleta de Sangue podera Naver Um pequend hemEinma que GSsaparscerd 2m pouco tempo. Ma
colsta de liquor podera haver dor de cabaga e, em casos MulD rares, hemomagla ou infecgo, porem a
cobsta desse matenal @ Indicada pako medico responsavel pelo paclenia @ faz parie do acompanhamento
clinico 4o Mesma, ou 5|3, Nao Navera necessidads d2 UME puUNca0 SXira para 3 pesguisa.

Baneficos: Mo ha bensficios dinstos 305 sUjeitns de pesquisa al&m dos resuliados dos testes realizados.

Comentarios & Conslderagtes sobre 3 Peaquisa:
ver corciusfes 2 pendéncias.

Conslderaghen sobre 08 Termes oa apressntagao obrigataria:
ver corciusies @ pendénclas.

Enderegn: Aeeinda 0. Srmakdn 185

Babire  Coodgued s Ol CEP: o 28 i

LiF: &P Munksdpla: S50 PALLG

Tebefone |11 5801408 Fax: 1155081408 E-mail.  urnleeteoet e et wp e e
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s indan N,
EWILHFRISAS

a

G

Conimasgie 42 Pemcar: 1 07228

RECOMBenEagias;

ver corciusies @ pendénclas.

Concluses ou Pendénclas & Lista de Inadequagtes:

Pedido e emeanda 0o projedo supraciiaco, ref. solictag®o do CEF do IIER, conforme parecer 545,137
atendido a5 soilcitages.

Conslteragias Finals a critério do CEP:

Eatepumml HaDorans basaddo nog dosumenios abalxo relacionanos:

Tipo Documento Amuivo Postagem Aufor Siuacan
5| PE_ T ORMALCES BAGICAS 31T 120 ACET0 |
do Projetn E1.paf 15716
AR Jusinzata 14052014 A
emenda CEPFMUSP 2014.pdr 105136

e EruErciapd 14052014 A
InsTiulca0 & 1ST13
I ura
TCLE] Tenmee 02 | TCLE G5 CN_acs0.oock 14052014 A
Assentimenta f 104352
Justfcativa ge
Ausineia
TCLE  Tenmee 02 | TCLE G4 cTN_acsn.ooc 14052014 A
Assentimenta f 104542
Justfcativa ge
Ausancia
TCLE] Tenmee 02 | TCLE_G1,.2,3_Ci_acs0.doc 14052014 A
Azzentimento f 1043t
Justfcativa oe
FHE S ek
Frojein Delahaco ! | Frojeio 14052014 Ao
Erochura Dieme; nola_CER omr_acsn oocy 1043
[ Basoas| PE_INFORMALLES BASICAS 00 P | D120 Al
dao P ROJETD 212975, 16:35002
[ Eascs|FE IEDH#" BASICAS DO P | Doi020is
do P ROIETD 21275, 14:01:58
[ Bascas Pﬁ_lwnﬁmgﬁ_ﬂmlm_mj DSTa2013
dao P ROJETO 212975, pofl 1515342
Foiha de Fosin Platarommano pdt FIE203

130544

Situagan do Parscer:
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Badte  Coafguedin Dl
iF: &P
Telefone

CEP: o 245000

Bunssipka: SAD PALLD
111 R 1408
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ANEXO C. Termo de consentimento livre e esclarecido para os grupo 1,2 e 3
(HAND).

“INSTITUTO DE INFECTOLOGIA EMILIO RIBAS”
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL
LNOME: ..o
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..ot SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: ........ [.... ...
ENDERECO ....oooiiiiii e N APTO...........
BAIRRO: ... CIDADE........cccevieienn.
CEP: TELEFONE: DDD (............ ) IFTRTTRTRR

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....ooooovooeoeeeeeeeeeeoeeeeeeeee SEXO: Mo Fo

DATA NASCIMENTO.: .....lovvooo].....

TN D =1 e LI
APTO: ..........

BAIRRO: .v..oooeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeesesseesesesssssssesssssssssssssssssssesennnees CIDADE:

CEP: covvoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseeseenenenees TELEFONE: DDD
v Y eeeeeeeeeeee oo oo oo e oo eeeeeeeee oo

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “Determinacéo de um perfil de marcadores
associados as desordens neurocognitivas em individuos portadores de HIV-1”
-PESQUISADOR  EXECUTANTE: Ana Carolina Soares de  Oliveira
(anacarolina.soares@usp.br)

-PESQUISADORA RESPONSAVEL : Dra. Camila Malta Romano (cmromano@usp.br)
-PESQUISADOR CO-RESPONSAVEL: Dr. Augusto Cesar Penalva de Oliveira
(rdcassia@uol.com.br)

2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO o RISCO MEDIO 0
RISCO BAIXO x RISCO MAIOR O
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3. DURACAO DA PESQUISA: 24 meses

INSTITUTO DE INFECTOLOGIA “EMILIO RIBAS”

TITULO DO PROJETO DE PESQUISA: “Determinacdo de um perfil de
marcadores associados as desordens neurocognitivas em individuos portadores de
HIV-1”

O (a) senhor (a) esta sendo convidado a participar de um estudo que consiste em procurar
indicadores de lesdes (machucados) no cérebro causadas pelo HIV. Nés procuraremos
esses indicadores no seu sangue e no seu liquor (liquido da espinha).

Os individuos que aceitarem participar do estudo serdo divididos em 5 grupos diferentes,
de acordo com os resultados dos exames neuropsicologicos realizados por um
neuropiscologo do Emilio Ribas:

Grupo 1 — Pacientes portadores do virus HIV com Alteracdo Neurocognitiva
Assintomatica (ANI)

Grupo 2 — Pacientes portadores do virus HIV com Desordem Neurocognitiva
leve/moderada (MND)

Grupo 3 — Pacientes portadores do virus HIVV com Deméncia associada ao HIV (HAD)
Grupo 4 — Pacientes portadores do virus HIV sem qualquer alteracdo neurocognitiva
(grupo controle 1)

Grupo 5 — Pacientes ndo portadores do virus HIV sem qualquer alteracdo
neurocognitiva (grupo controle 2)

No momento da entrevista nés Ihe informaremos a qual grupo o (a) senhor(a) pertence.

Para participar deste estudo, serdo solicitadas algumas informacdes de identificacdo
pessoal (nome, sobrenome, data de nascimento, local de nascimento, endereco e outros).
Estas informaces serdo mantidas em sigilo, ou seja, 0 seu nome néo sera divulgado e as
amostras receberdo um codigo para a identificacao.

Nesse estudo participardo 150 pacientes em acompanhamento clinico no Instituto de
Infectologia “Emilio Ribas”, divididos nos 5 grupos mencionados a cima (serdo em média
30 pacientes em cada grupo).

Para participar desse estudo é necessario coleta de sangue e do liquido da espinha.
* Coleta do liquido da espinha:

A coleta do liquido da espinha sera indicada pelo seu médico e faz parte da rotina de
acompanhamento no ambulatério, sendo assim sera necessaria apenas 1 coleta. O
procedimento sera realizado pela Dra. Thereza Mattos, médica especializada em coleta
de liquor, de acordo com todas as normas internacionais. Durante o procedimento o (a)
senhor (a) sera orientado a se deitar de lado, em posicéao fetal (como um bebé na barriga
da mae). Em seguida a doutora ira desinfetar a pele e introduzir uma agulha descartavel
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que vai passar pelo espaco entre duas vértebras da sua coluna até chegar ao reservatorio
onde se acumula o liquido. A dor é semelhante a da coleta de sangue. O (a) senhor (a)
podera sentir dor de cabeca algumas horas ap0s a coleta, para evitar que isso aconteca, a0
chegar em casa devera permanecer deitado e em repouso por 24 horas e tomar bastante
liquido. Em casos muito raros podera ocorrer hemorragia ou infeccdo, porém lembramos
que esse procedimento é feito rotineiramente e por uma profissional altamente
qualificada. Serdo coletados aproximadamente 7mL do liquido da sua espinha (1 colher
de sopa e meia), 4mL ser&o utilizados para seus exames e 3mL serdo utilizados em nossa
pesquisa

* Coleta de sangue:

A coleta do sangue, 10mL aproximadamente (2 colheres de sopa), sera feita com uma
agulha esterilizada, limpa, ligada a um tubo de vidro contendo anticoagulante e sera
colocada em uma veia do seu antebraco, puxando o sangue para dentro do tubo por um
processo a vacuo. Esse procedimento pode causar um pequeno sangramento, uma mancha
roxa ou vermelha (hematoma) na pele (que desaparecera em pouco tempo), e em casos
muito extremos, desmaio. Mas lembramos que esta coleta seré realizada por uma equipe
treinada que faz parte do Laboratorio do “Instituto de Infectologia Emilio Ribas™.

O (a) senhor (a) ndo recebera beneficio direto por fazer parte deste estudo. As informacdes
obtidas poder&o ajudar a outras pessoas que tenham HIV.

O (a) senhor (a) também tem o direito de optar por ndo participar deste estudo. Caso o (a)
senhor (a) decida ndo participar, isto ndo afetara em nada quanto ao seu direito em receber
tratamento no ambulatoério.

Os documentos contendo as suas informacdes serdo guardados em local seguro e somente
0s pesquisadores responsaveis e 0 executante terdo acesso.

N&do ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também ndo ha compensacdo financeira relacionada a sua
participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da
pesquisa.

No caso do participante apresentar alguma consequéncia grave em decorréncia da coleta
de sangue, que o imobilize dos seus afazeres diarios (desde que seja devidamente
comprovado), este devera acionar o coordenador do estudo e/ou o0 pesquisador executante
para que seja providenciada total assisténcia e tratamento médico na instituig&o.

Todos os dados e 0 material coletado serdo utilizados somente para esta pesquisa.
Os resultados desse estudo serdo informados ao (a) senhor (a) ao término do mesmo.

Caso o (a) senhor (a) tenha alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de InfectologiaEmilio
Ribas através do telefone (11) 3896-1406 ou pelo e-mail: comitedeeticaiier@ig.com.br
e/ou com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sédo Paulo através do telefone (11) 3061-8004 ou e-mail: cep.fm@usp.br. O (a) senhor (a)
pode entrar em contato com a pesquisadora executante Msc. Ana Carolina S. de Oliveira
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a qualqguer momento no telefone: 3061-8699 ou através do e-mail:
anacarolina.soares@usp.br, com a pesquisadora responsdvel Dra. Camila Romano
através do e-mail cmromano@usp.br e/ou com o pesquisador co-responsavel Dr. Augusto
Penalva através do e-mail: rdcassia@uol.com.br ou pelo telefone (11) 99933-2917. O (a)
senhor (a) recebera uma cépia deste termo.

Desde ja agradecemos!

Reforcamos que participar deste estudo é um ato inteiramente voluntario. O (a) senhor
(a) pode preferir ndo participar deste estudo ou abandoné-lo em qualquer momento. O (a)
senhor (a) sera tratado (a) da mesma forma, independente da sua decisdo nos prestaremos
todos os servicos clinicos e profissionais de diagndstico e de laboratoério que fizerem parte
deste estudo, sem que isso ocorra em custo algum.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Acredito ter sido suficiente informado a respeito das informacdes que li, ou que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo “DETERMINACAO DE UM PERFIL DE
MARCADORES ASSOCIADOS AS DESORDENS NEUROCOGNITIVAS EM
INDIVIDUOS PORTADORES DE HIV-1”.

Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos deste estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus possiveis desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo é isenta de
despesas e que tenho a garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ser adquirido, ou no meu
atendimento neste servico.

Dados do Paciente/Representante legal

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacao neste estudo

Dados do Responsavel que obteve o TCLE

N O . et e e
ASSINATULA: . ..ottt

ANEXO D. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para o Grupo 4 (controle
HIV positivo).

100



ANEXOS

“INSTITUTO DE INFECTOLOGIA EMILIO RIBAS”
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL
LNOME: ..o
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N : ...cooiiiiiiinieienicneeicnene SEXO: .MoFo
DATA NASCIMENTO: ........ [ l.....
ENDERECO ... N, APTO...........
BAIRRO: .. CIDADE........c.cceivennn.
CEP i, TELEFONE: DDD (............ ) IP TR

DOCUMENTO DE IDENTIDADE ..o SEXO: M oFg

DATA NASCIMENTO.: .o...lovvvor]....

TN D =1 = L LI
APTO: ..........

BAIRRO: ....ooeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseseeseesssessssseseesssessssssssssssssssseenees CIDADE:

CEP: covveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeseneeees TELEFONE: DDD
v Yoo eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA : “Determinacio de um perfil de marcadores
associados as desordens neurocognitivas em individuos portadores de HIV-1”
-PESQUISADOR ~ EXECUTANTE: Ana Carolina  Soares de  Oliveira
(anacarolina.soares@usp.br)

-PESQUISADORA RESPONSAVEL : Dra. Camila Malta Romano (cmromano@usp.br)
-PESQUISADOR CO-RESPONSAVEL: Dr. Augusto Cesar Penalva de Oliveira
(rdcassia@uol.com.br)

2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO © RISCO MEDIO 0
RISCO BAIXO x RISCO MAIOR O

3. DURACAO DA PESQUISA: 24 meses

INSTITUTO DE INFECTOLOGIA “EMILIO RIBAS”
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TITULO DO PROJETO DE PESQUISA: “Determinacdo de um perfil de marcadores
associados as desordens neurocognitivas em individuos portadores de HIV-1”

O (a) senhor (a) esta sendo convidado a participar de um estudo que consiste em procurar
indicadores de les6es (machucados) no cérebro causadas pelo HIV. NOs procuraremos
esses indicadores no seu sangue e no seu liquor (liquido da espinha).

Os individuos que aceitarem participar do estudo serdo divididos em 5 grupos diferentes,
de acordo com os resultados dos exames neuropsicologicos realizados por um
neuropiscologo do Emilio Ribas:

Grupo 1 — Pacientes portadores do virus HIV com Alteracdo Neurocognitiva
Assintomética (ANI)
Grupo 2 — Pacientes portadores do virus HIV com Desordem Neurocognitiva

leve/moderada (MND)
Grupo 3 — Pacientes portadores do virus HIV com Deméncia associada ao HIV
(HAD)

Grupo 4 — Pacientes portadores do virus HIV sem qualquer alteracdo neurocognitiva
(grupo controlel)

Grupo 5 — Pacientes ndo portadores do virus HIV sem qualquer alteracdo
neurocognitiva (grupo controle 2)

Para participar deste estudo, serdo solicitadas algumas informacdes de identificacdo
pessoal (nome, sobrenome, data de nascimento, local de nascimento, endereco e outros).
Estas informac6es serdo mantidas em sigilo, ou seja, 0 seu nome ndo sera divulgado e as
amostras receberdo um codigo para a identificacao.

Nesse estudo participardo 150 pacientes em acompanhamento clinico no Instituto de
Infectologia “Emilio Ribas”, divididos nos 5 grupos mencionados a cima (serdo em média
30 pacientes em cada grupo).

Para participar desse estudo é necessario coleta do liquido da espinha, de sangue e alguns
testes neuropiscoldgicos.

* Coleta do liquido da espinha:

O procedimento é realizado pela Dra. Thereza Mattos, médica especializada em coleta de
liquor, de acordo com todas as normas internacionais. Durante o procedimento o (a)
senhor (a) sera orientado a se deitar de lado, em posicao fetal (como um bebé na barriga
da mée). Em seguida a doutora ira desinfetar a pele e introduzir uma agulha descartavel
que vai passar pelo espaco entre duas vértebras da sua coluna até chegar ao reservatério
onde se acumula o liquido. A dor é semelhante a da coleta de sangue.

O (a) senhor (a) podera sentir dor de cabega algumas horas apés a coleta, para evitar que
iSSO aconteca, ao chegar em casa devera permanecer deitado e em repouso por 24 horas e
tomar bastante liquido. Em casos muito raros podera ocorrer hemorragia ou infeccao,
porém lembramos que esse procedimento € feito rotineiramente e por uma profissional
altamente qualificada.. No seu caso, o0 senhor esta sendo convidado a participar desse
estudo para sua inclusdo no grupo 4 (individuos com HIV sem qualquer alteracédo
neurocognitiva, grupo controle 1). Portanto, a coleta do liquido da espinha ja foi feita pelo
(a) senhor (a), por indicagdo do seu medico, para a realizagdo de alguns exames. Foram
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coletados aproximadamente 7mL do liquido da sua espinha (1 colher de sopa e meia),
uma parte desse material foi utilizada para seus exames, a outra parte seriajogada fora.
Solicitamosportanto a sua autorizacéo para utilizar a parte que seria descartada.

* Coleta de sangue:

A coleta do sangue, 10mL aproximadamente (2 colheres de sopa), sera feita com uma
agulha esterilizada, limpa, ligada a um tubo de vidro contendo anticoagulante e sera
colocada em uma veia do seu antebraco, puxando o sangue para dentro do tubo por um
processo a vacuo. Esse procedimento pode causar um pequeno sangramento, uma mancha
roxa ou vermelha (hematoma) na pele (que desaparecera em pouco tempo), e em casos
muito extremos, desmaio. Mas lembramos que esta coleta seré realizada por uma equipe
treinada que faz parte do Laboratorio do “Instituto de Infectologia Emilio Ribas”. Este
procedimento sera feito nos cinco grupos de pacientes dessa pesquisa.

* Testes neuropisicologicos:

O (a) senhor (a) passara por alguns testes, feitos por uma pisicéloga, que confirmardo que
o0 (a) senhor (a) ndo possui nenhuma alteracdo neuropisicologica. Esses testes vao avaliar
diversos dominios cognitivos como memoria, audicéo, visdo e fala.

Os testes serdo aplicados na sala de Neurociéncias e a duracdo da avaliacdo é de no
méaximo duas horas. Caso seja detectado algum grau de alteracdo cognitiva, o Sr.(a) sera
encaminhado para avaliagdo no ambulatério de Neurologia do nosso servico.

O (a) senhor (a) ndo recebera beneficio direto por fazer parte deste estudo. As informagdes
obtidas poderdo ajudar a outras pessoas que tenham HIV.

O (a) senhor (a) também tem o direito de optar por ndo participar deste estudo. Caso o (a)
senhor (a) decida ndo participar, isto ndo afetard em nada quanto ao seu direito em receber
tratamento no ambulatdrio.

Os documentos contendo as suas informacdes serdo guardados em local seguro e somente
0s pesquisadores responsaveis e 0 executante terdo acesso.

N&o ha despesas pessoais para 0 participante em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também ndo hd compensagdo financeira relacionada a sua
participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgcamento da
pesquisa.

No caso do participante apresentar alguma consequéncia grave em decorréncia da coleta
de sangue, que o imobilize dos seus afazeres diarios (desde que seja devidamente
comprovado), este devera acionar o coordenador do estudo e/ou o0 pesquisador executante
para que seja providenciada total assisténcia e tratamento médico na instituicao.

Todos os dados e o0 material coletado serdo utilizados somente para esta pesquisa.

Os resultados desse estudo serdo informados ao (a) senhor (a) ao término do mesmo.
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Caso o (a) senhor (a) tenha alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Infectologia Emilio
Ribas atraves do telefone (11) 3896-1406 ou pelo e-mail: comitedeeticaiier@ig.com.br
e/ou com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de
Séo Paulo através do telefone (11) 3061-8004 ou e-mail: cep.fm@usp.br. O (a) senhor (a)
pode entrar em contato com a pesquisadora executante Msc. Ana Carolina S. de Oliveira
a qualqguer momento no telefone: 3061-8699 ou através do e-mail:
anacarolina.soares@usp.br, com a pesquisadora responsdvel Dra. Camila Romano
através do e-mail cmromano@usp.br e/ou com o pesquisador co-responsavel Dr. Augusto
Penalva através do e-mail: rdcassia@uol.com.br ou pelo telefone (11) 99933-2917. O (a)
senhor (a) recebera uma cépia deste termo.

Desde ja agradecemos!

Reforcamos que participar deste estudo é um ato inteiramente voluntario. O (a) senhor
(a) pode preferir ndo participar deste estudo ou abandona-lo em qualquer momento. O (a)
senhor (a) sera tratado (a) da mesma forma, independente da sua decisdo nos prestaremos
todos os servicos clinicos e profissionais de diagndstico e de laboratorio que fizerem parte
deste estudo, sem que isso ocorra em custo algum.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Acredito ter sido suficiente informado a respeito das informacdes que li, ou que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo “DETERMINACAO DE UM PERFIL DE
MARCADORES ASSOCIADOS AS DESORDENS NEUROCOGNITIVAS EM
INDIVIDUOS PORTADORES DE HIV-1”.

Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos deste estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus possiveis desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo é isenta de
despesas e que tenho a garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.

Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ser adquirido, ou no meu
atendimento neste Servico.

Dados do Paciente/Representante legal

(N[0 1 0 TSP TTT T T TTTTTTR
A ST NIAEUN Gl e e s e s e s s e e s e e e nnnnnnnnnnnnnnn
Data.......... T | .

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para a participacao neste estudo

Dados do Responsavel que obteve o TCLE

JAV1) 11 ROt
P17 11 B:111 ) o E SRR SRUUUURRR
Data:......... [oveeuunnnn [eeeeeaaannns

104



ANEXOS

ANEXO E. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para o Grupo 5
(controle HIV negativo).
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“INSTITUTO DE INFECTOLOGIA EMILIO RIBAS”
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL
A N0 )Y =S
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: .....ccovoimvvvecesnenereeecrreen SEXO: .MoFo
DATA NASCIMENTO: .......fuec.d......
ENDERECO w...oomvveeoeeeeeeeeseeeeeseeeeeeeeeseesee e N APTO...........
L1 F Y CIDADE........occommeer,
(O T TELEFONE: DDD (........... ) S

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......oooooeeeeeeeceessseee, SEXO: M oFo

DATA NASCIMENTO. .....fevcoif .

I ]) =i 2=l e LA NCI——
APTO: ..........

Y21 Y CIDADE:

CEP: woooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseseeeenes TELEFONE: DDD
(v Y

DADOS SOBRE A PESQUISA
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1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA : “Determinac&o de um perfil de marcadores
associados as desordens neurocognitivas em individuos portadores de HIV-1”

PESQUISADOR  EXECUTANTE: Ana Carolina  Soares de  Oliveira
(anacarolina.soares@usp.br)

PESQUISADORA RESPONSAVEL : Dra. Camila Malta Romano (cmromano@usp.br)
PESQUISADOR CO-RESPONSAVEL: Dr. Augusto Cesar Penalva de Oliveira
(rdcassia@uol.com.br)

2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO o RISCO MEDIO 0
RISCO BAIXO x RISCO MAIOR O

3. DURACAO DA PESQUISA: 24 meses

INSTITUTO DE INFECTOLOGIA “EMILIO RIBAS”

TITULO DO PROJETO DE PESQUISA: “Determinacio de um perfil de marcadores
associados as desordens neurocognitivas em individuos portadores de HIV-1”

O (a) senhor (a) esta sendo convidado a participar de um estudo que consiste em procurar
indicadores de lesdes (machucados) no cérebro causadas pelo HIV. Nés procuraremos
esses indicadores no seu sangue e no seu liquor (liquido da espinha).

Os individuos que aceitarem participar do estudo serdo divididos em 5 grupos diferentes,
de acordo com os resultados dos exames neuropsicoldgicos realizados por um
neuropiscélogo do Emilio Ribas:

Grupo 1 — Pacientes portadores do virus HIV com Alteracdo Neurocognitiva
Assintomatica (ANI)

Grupo 2 — Pacientes portadores do virus HIV com Desordem Neurocognitiva
leve/moderada (MND)

Grupo 3 — Pacientes portadores do virus HIV com Deméncia associada ao HIV
(HAD)

Grupo 4 — Pacientes portadores do virus HIV sem qualquer alteracdo neurocognitiva
(grupo controle 1)

Grupo 5 — Pacientes ndo portadores do virus HIV sem qualquer alteracdo
neurocognitiva (grupo controle 2)

Para participar deste estudo, serdo solicitadas algumas informacdes de identificacdo
pessoal (nome, sobrenome, data de nascimento, local de nascimento, endereco e outros).
Estas informacdes serdo mantidas em sigilo, ou seja, 0 seu nome ndo sera divulgado e as
amostras receberdo um codigo para a identificagéo.
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Nesse estudo participardo 150 pacientes em acompanhamento clinico no Instituto de
Infectologia “Emilio Ribas”, divididos nos 5 grupos mencionados a cima (serdo em média
30 pacientes em cada grupo).

Para participar desse estudo é necessario coleta do liquido da espinha, de sangue e alguns
testes neuropiscoldgicos.

* Coleta do liquido da espinha:

O procedimento é realizado pela Dra. Thereza Mattos, médica especializada em coleta de
liquor, de acordo com todas as normas internacionais. Durante o procedimento o (a)
senhor (a) sera orientado a se deitar de lado, em posicéao fetal (como um bebé na barriga
da mée). Em seguida a doutora ir4 desinfetar a pele e introduzir uma agulha descartavel
que vai passar pelo espaco entre duas vértebras da sua coluna até chegar ao reservatério
onde se acumula o liquido. A dor é semelhante a da coleta de sangue. O (a) senhor (a)
podera sentir dor de cabeca algumas horas ap0s a coleta, para evitar que isso aconteca, a0
chegar em casa deverad permanecer deitado e em repouso por 24 horas e tomar bastante
liquido. Em casos muito raros podera ocorrer hemorragia ou infecgcdo, porém lembramos
que esse procedimento € feito rotineiramente e por uma profissional altamente
qualificada.No seu caso, o senhor esta sendo convidado a participar desse estudo para sua
inclusdo no grupo 5 (individuos sem o virus HIV, grupo controle 2). Portanto, a coleta do
liguido da espinha ja foi feita pelo (a) senhor (a), por indicacdo do seu médico, para a
realizacdo de alguns exames. Foram coletados aproximadamente7mL do liquido da sua
espinha (1 colher de sopa e meia), uma parte desse material foi utilizada para seus exames,
a outra parte seria jogada fora. Solicitamos assim, sua autorizacdo para utilizar a parte
gue seria descartada.

* Coleta de sangue:

A coleta do sangue, 10mL aproximadamente (2 colheres de sopa), sera feita com uma
agulha esterilizada, limpa, ligada a um tubo de vidro contendo anticoagulante e sera
colocada em uma veia do seu antebraco, puxando o sangue para dentro do tubo por um
processo a vacuo. Esse procedimento pode causar um pequeno sangramento, uma mancha
roxa ou vermelha (hematoma) na pele (que desaparecera em pouco tempo), e em casos
muito extremos, desmaio. Mas lembramos que esta coleta sera realizada por uma equipe
treinada que faz parte do Laboratorio do “Instituto de Infectologia Emilio Ribas”. Este
procedimento sera feito nos cinco grupos de pacientes dessa pesquisa.

* Testes neuropisicologicos:
O (a) senhor (a) passara por alguns testes, feitos por uma pisicéloga, que confirmarao que

0 (a) senhor (a) ndo possui nenhuma alteracdo neuropisicoldgica. Esses testes vao avaliar
diversos dominios cognitivos como memoria, audicdo, visdo e fala.
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Os testes serdo aplicados na sala de Neurociéncias e a duracdo da avaliacdo é de no
maximo duas horas. Caso seja detectado algum grau de alteracdo cognitiva, o Sr.(a) serd
encaminhado para avaliacdo no ambulatério de Neurologia do nosso servico.

O (a) senhor (a) ndo recebera beneficio direto por fazer parte deste estudo. As informagdes
obtidas poderdo ajudar a outras pessoas que tenham HIV.

O (a) senhor (a) também tem o direito de optar por ndo participar deste estudo. Caso o (a)
senhor (a) decida nao participar, isto ndo afetara em nada quanto ao seu direito em receber
tratamento no ambulatorio.

Os documentos contendo as suas informacdes serdo guardados em local seguro e somente
0s pesquisadores responsaveis e 0 executante terdo acesso.

N&o ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também ndo hd compensacdo financeira relacionada a sua
participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da
pesquisa.

No caso do participante apresentar alguma consequéncia grave em decorréncia da coleta
de sangue, que o imobilize dos seus afazeres diarios (desde que seja devidamente
comprovado), este devera acionar o coordenador do estudo e/ou o0 pesquisador executante
para que seja providenciada total assisténcia e tratamento médico na instituicao.

Todos os dados e o material coletado serdo utilizados somente para esta pesquisa.
Os resultados desse estudo serdo informados ao (a) senhor (a) ao término do mesmo.

Caso o (a) senhor (a) tenha alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de InfectologiaEmilio
Ribas através do telefone (11) 3896-1406 ou pelo e-mail: comitedeeticaiier@ig.com.br
e/ou com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sédo Paulo através do telefone (11) 3061-8004 ou e-mail: cep.fm@usp.br. O (a) senhor (a)
pode entrar em contato com a pesquisadora executante Msc. Ana Carolina S. de Oliveira
a qualqguer momento no telefone: 3061-8699 ou atravées do e-mail:
anacarolina.soares@usp.br, com a pesquisadora responsavel Dra. Camila Romano
através do e-mail cmromano@usp.br e/ou com o pesquisador co-responsavel Dr. Augusto
Penalva através do e-mail: rdcassia@uol.com.br ou pelo telefone (11) 99933-2917. O (a)
senhor (a) recebera uma cépia deste termo.

Desde ja agradecemos!

Reforcamos que participar deste estudo é um ato inteiramente voluntario. O (a) senhor
(@) pode preferir ndo participar deste estudo ou abandona-lo em qualquer momento. O (a)
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senhor (a) sera tratado (a) da mesma forma, independente da sua decisdo nos prestaremos
todos os servicos clinicos e profissionais de diagnostico e de laboratorio que fizerem parte
deste estudo, sem que isso ocorra em custo algum.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Acredito ter sido suficiente informado a respeito das informacdes que li, ou que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo “DETERMINACAO DE UM PERFIL DE
MARCADORES ASSOCIADOS AS DESORDENS NEUROCOGNITIVAS EM
INDIVIDUOS PORTADORES DE HIV-1”.

Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos deste estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus possiveis desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo € isenta de
despesas e que tenho a garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.

Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ser adquirido, ou no meu
atendimento neste Servico.

Dados do Paciente/Representante legal

(N[0 1 01T
ASSINATUI AL ..ot e e ettt e e e e e e e ettt e e e et e e e e e e e e e e e ————
Data.:......... | |

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para a participacao neste estudo

Dados do Responsavel que obteve o TCLE

I\ 1) 1 T PP
P17 11F:1 11 ) o U PUUUU
Datas.......... [oveeeeenns feeeiiinnans
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