Marilia Ladeira de Araujo

Associacao entre senescéncia celular e comprimento dos telémeros em
individuos infectados pelo HIV-1 com alteracoes neurocognitivas

Dissertacao apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo para obtencao do titulo de
Mestre em Ciéncias

Programa de Dermatologia

Orientador: Prof. Dr. Jorge Simao do Rosario Casseb

(Versao corrigida. Resolucao CoPGr 6018/11, de 01 de novembro de 2011.
A versao original esta disponivel na Biblioteca da FMUSP)

Sao Paulo

2016



Marilia Ladeira de Araujo

Associacao entre senescéncia celular e comprimento dos telémeros em
individuos infectados pelo HIV-1 com alteracoes neurocognitivas

Dissertacao apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo para obtencao do titulo de
Mestre em Ciéncias

Programa de Dermatologia

Orientador: Prof. Dr. Jorge Simao do Rosario Casseb

(Versao corrigida. Resolucao CoPGr 6018/11, de 01 de novembro de 2011.
A versao original esta disponivel na Biblioteca da FMUSP)

Sao Paulo

2016



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagdo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo

©reprodugdo autorizada pelo autor

Araujo, Marilia Ladeira de

Associagdo entre senescéncia celular e comprimento dos telémeros em individuos
infectados pelo HIV-1 com altera¢des neurocognitivas / Marilia Ladeira de Aradjo. --
S&o Paulo, 2016.

Dissertagdo(mestrado)--Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.
Programa de Dermatologia.

Orientador: Jorge Simdo do Rosario Casseb.

Descritores: 1.Telébmero 2.Transtornos  neurocognitivos 3.HIV-1
4.Envelhecimento celular 5.Complexo AIDS deméncia 6.Reagdo em cadeia da
polimerase em tempo real




Agradecimentos




A Deus, por estar em todos os momentos da minha vida.

A minha familia, por todo apoio e compreensao, dedicagéo e amor!!

Ao meu orientador, Prof. Dr. Jorge Casseb, por quem tenho grande admiragao e
respeito, agradeco pela oportunidade, apoio, dedicacao e orientagdo na realizagéo
deste trabalho.

A equipe de Neurociéncia do Instituto de Infectologia Emilio Ribas, pela cuidadosa
avaliacao diagndstica dos pacientes, em especial Dr. Augusto Penalva e equipe de
neuropsicélogas.

Aos colaboradores, Dr. Rodrigo Calado, Dra. Barbara Santana e Dra. Raquel Paiva do
Hospital das Clinicas de Ribeirao Preto por toda colaboracao na avaliagao dos
telébmeros.

Aos amigos Wellington Duarte e Ana Carolina Soares pela constante perseveranca e
cuidados aplicados no recrutamento de todos os pacientes da pesquisa.

Aos participantes deste estudo, que doaram seus tempos e otimismo em nome da
Ciéncia.



Esta dissertacdo esta de acordo com as seguintes normas em vigor no
momento desta publicagao.

Referéncias: Adaptado de International Committee of Medical Journals Editors
(Vancouver).

Universidade de Sao Paulo. Faculdade de Medicina. Divisao de Biblioteca e
Documentacao. Guia de apresentacdo de dissertacoes, teses e monografias.
Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi, Maria
F. Crestana, Marinalva de Souza Aragao, Suely Campos Cardoso, Valéria
Vilhena, 32 Ed. Sao Paulo: Divisao de Biblioteca e Documentagao; 2011

Abreviaturas dos titulos dos periédicos de acordo com List of Journals Indexed
in Index Medicus.




Sumario



Lista de Abreviaturas, Simbolos e Siglas
Lista de Graficos

Lista de Tabelas

Resumo
Abstract
Sumario
LN (0] 51007V OO 21
2.REVISAO DA LITERATURA ...ttt 3
2.1 HIV no Sistema Nervoso Central e Manifestagées Neuroldgicas.............. 4
2.2 Classificagao dos transtornos neuroCognitivos ..........cooccueeeeeeeeiiiineeeeenns 5
2.3 Prognosticos da HAND ......cooiiiiiiiie et 8
2.3.1 NEUIOPSICOIOGICOS ......coueeiiiieeee ettt e e e e e e e 8
2.3.2 NEUIOIMAGEIM ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e nees 9
B2 G I N (o 0 o] ¢ oo X S 9
2.83.4 Carga VIAl ......ccccooiieeeiiiieeeeeee et 10
2.3.5 Envelhecimento Celular € HAND...............cccooiiiiiiiiieiee e 11
SLOBUETIVOS ...ttt et e ettt e e e e et e et e e e e s e nnneeeee e e ennnnneeeas 14
3.1 ODJELIVO GEral ....eeeiiiiiiiiie e 15
3.2 Objetivos ESPECITICOS .....ueriiiiiiiiiiie e 15
4.CASUISTICA E METODOS ....oooiiviiiiiieiseeisesetee et 16
i I o Tor=1 e (o TN ot (T Lo 17
4.2 Periodo da coleta de dados ..........eeeeeiiiiiiiieeieieeeeeeee e 17
4.3 Recrutamento da casuistica e tipo de estudo ..........cooccveiiiiiiiiiiiiienenne 17
4.4 Critérios de INCIUSA0.......ueiiiiiiiiiiiiie et 19
4.5 Critérios de EXCIUSA0......uuiiii it 20

4.6 Coleta e Processamento das amoOStras .. cceuveeeeeeeeeeee e 20



4.7 ASPECIOS ELICOS. ....uveeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeee et e e s enn s, 22

4.8  ANALISE EStatiStiCa. . ceen e 22
B RESULT AD S ... et 24
B. DISCUS S A .o e, 31
7. CONCLUSOES ... oottt ettt ettt et e et e e et eee et et et e e e eeaeeans 38
8. AN X O S ..o 53

9. REFERENCIAS ... e 40



Lista de abreviaturas, simbolos e siglas



AIDS: Sindrome da Imunodeficiéncia adquirida
ANI: Asymptomatic Neurocognitive Impairment
Apoed4: Apolipoproteina E

ART: Terapia antirretroviral

AZT: Azidotimidina ou 3’-azido-2’,3’-dideoxythymidine ou zidovudina
BHE: Barreira hemato- encefélica

Cel: Célula

CPE: Efetividade de penetracdo dos antirretrovirais no sistema nervoso central
DNA : Acido desoxirribonucleico

DST: Doenga sexualmente transmissivel

EDTA: Acido etilenodiamino tetra-acético

FISH: Hibridagao in situ fluorescente

FLOW: Citometria de fluxo

gp120: Glicoproteina 120

HAART:Terapia antirretroviral altamente ativa
HAD: HIV associated dementia

HAND: HIV-associated neurocognitive disorders
HIV-1: Virus da imunodeficiéncia

[IER: Instituto de infectologia Emilio Ribas

IPAQ: International physical activity questionnaire
LCR,; Liquido cefalorraquidiano

MET: Metabolic equivalent

MIN: Minuto



MND: HIV-associated mild neurocognitive disorder

mL: Mililitro

NFL: Neurofilamento

PCR: Reagédo em cadeia da polimerase

gPCR: Reacao em cadeia da polimerase em tempo real
RNA: Ribonucleic acid

RNM: Ressonéancia nuclear magnética

SNC: Sistema nervoso central

TCD4+: Linfocitos T CD4+

TCD8+: Linfocitos T CD8+

T/S : Telémeros amplificados em relacdo ao gene de cépia Unica

pL: Microlitro



Lista de Graficos



Figura 1. Comparacdo do comprimento dos telémeros entre controle (HIV-) individuos
HIVE QENEIO...........eeeeeeeee e ettt ettt s ettt e e e s e a e e enneee e e 28

Figura 2a. Comparacao do comprimento dos telémeros dos grupos HIV+ e com
alteragbes NEUIOCOGINITIVAS. .........cccueeeeeeeeeeeeeee ettt a s 30

Figura 3. Comparacéo do comprimento dos telébmeros entre os grupos HIV+ sem e
COM alteragd0 NEUIOCOGNITIVA .........cc.uuui ittt e e 30



Li

T






Resumo



Aravjo ML. Associagao entre senescéncia celular e comprimento dos telémeros em
pacientes infectados pelo HIV-1 com alteragdes neurocognitivas. (Dissertacdo). Sao
Paulo: Faculdade de Medicina. Universidade de Sao Paulo; 2016.

HIV associado a desordens neurocognitivas (HAND) continua a ser um grave problema
atualmente devido a alta prevaléncia de suas formas mais brandas. Individuos HIV+
possuem o comprimento dos telémeros significativamente mais curtos nas células
mononucleares do sangue periférico e células T CD8+, quando comparados aos
individuos HIV negativos. Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a
associacao do comprimento dos telomeros de leucécitos em individuos infectados pelo
HIV com deficiéncias cognitivas, pois ainda € um assunto bastante controverso.
Métodos: Um total de 73 pacientes infectados pelo HIV-1 de ambos os sexos, com
idades entre 20 a 60 anos, participaram deste estudo. Entre 19 individuos HIV(+) sem
comprometimento cognitivo e 54 individuos HIV(+) com disturbios neurocognitivos: 29
alteragdo neurocognitiva assintomatico (ANI), 15 comprometimento neurocognitivo leve
a moderado (MND) e, 10 deméncia associada ao HIV (HAD); 118 individuos HIV
negativos formaram o grupo controle. Todos os participantes foram submetidos a uma
série de testes neuropsicologicos previamente validados. Determinou-se a carga viral
de HIV-1 nas células do liquido cefalorraquidiano (LCR) e em PBMC. Utilizou-se DNA
a partir de leucécitos periféricos para calcular o comprimento de teléomeros por PCR em
tempo real. Resultados: O comprimento dos teldomeros nao foi associado com géneros
e diminuiu com a idade, independentemente do status de HIV. Individuos infectados
pelo HIV-1icom formas mais leves de deficiéncia neurocognitiva apresentaram um
comprimento dos telémeros reduzida em comparagdo com pacientes HIV+ sem
comprometimento neurocognitivo. Nao houve correlacdo entre a carga viral plasmatica
e o tamanho dos teldbmeros. Conclusdes: Nossos resultados sugerem que o
comprimento dos teldmeros pode ser considerado um marcador de senescéncia celular
em individuos com alteracdes neurocognitivas.

Descritores: Envelhecimento celular, Transtornos neurocognitivos, reagdo em cadeia
da polimerase em tempo real, complexo de deméncia da Aids.



Abstract



Aradjo ML. Association between cellular senescence and telomere length in patients
infected with HIV-1 neurocognitive changes. (Dissertation). Sao Paulo: School of
Medicine. University of Sao Paulo; 2016.

HIV associated neurocognitive disorders (HAND) remains a serious problem today
because of the high prevalence of its milder forms. HIV + individuals have the length
substantially shorter telomeres in peripheral blood mononuclear cells and CD8 + T cells
compared to HIV negative individuals. Given the above, the objective of this study was
to evaluate the association of telomere length of leukocyte (LTL) in HIV-infected
individuals with cognitive disabilities because it is still a very controversial subject.
Methods: A total of 73 patients infected with HIV-1 of both sexes, aged 20 to 60 years
participated in this study. Among 19 HIV patients (+) without cognitive impairment and
54 HIV patients (+) with neurocognitive disorders: 29 asymptomatic neurocognitive
disorder (ANI), 15 mild neurocognitive disorder to moderate (MND) and 10 HIV-
associated dementia (HAD); 118 HIV-negative individuals formed the control group. All
participants underwent a series of previously validated neuropsychological tests.
Determined if the viral load of HIV-1 in cerebrospinal fluid cells (CSF) and in PBMC. We
used DNA from peripheral leukocytes to calculate the length of telomeres by real time
PCR. Results: The telomere length was not associated with genres and decreased with
age, irrespective of HIV status. HIV-1-infected individuals with milder forms of
neurocognitive impairment had a significantly length of telomeres reduced compared to
HIV + patients without neurocognitive impairment. There was no correlation between
plasma viral load and the size of telomeres. Conclusions: Our results suggest that
telomere length can be considered a marker of cellular senescence in individuals with
neurocognitive abnormalities.

Key words: Cell aging, Neurocognitive Disorders. Real-time polymerase chain reaction,
AIDS dementia complex.



1. Introducao



O virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) continua a ser um
importante problema de saude publica (1). De acordo com dados da Organizacao
Mundial de saude, havia aproximadamente 36,7 milhdes de pessoas vivendo com o
HIV no final de 2015 no mundo, as quais ainda apresentam alta prevaléncia de
comprometimento cognitivo, mesmo em individuos que estdo fazendo uso da terapia
antirretroviral combinada altamente ativa (HAART) (2,3).

De acordo com dados do Unaids Brasil, foi registrado um patamar anual de
610 mil a um milhdo de individuos infectados no Brasil, sendo que novas infec¢des por
HIV estao atingindo de 31 mil a 57 mil individuos, chegando a 9.9mil - 23 mil mortes
relacionadas a Aids (4). Dessa forma, ficou evidente o comprometimento imunolégico
progressivo em pacientes infectados pelo HIV. Esta condicdo acabava tornando-os
susceptiveis a neoplasias e infeccdes, as quais sempre trouxeram elevada morbi-
mortalidade para os individuos infectados pelo HIV-1(5).

O mecanismo da neuropatogénese se da pela entrada viral no sistema nervoso
central (SNC) cedo durante o curso da infecgdo por rompimento da barreira hemato-
encefalica (BHE), seguido por uma série de eventos que giram em torno da atividade
neurotdxica de proteinas HIV-1 como gp120, Tat e Vpr, e provavelmente outras,
juntamente com alteragcbes na homeostase do SNC que envolvem a integridade
metabdlica da BHE e no metabolismo dos astrécitos, macrofagos perivasculares e
células microgliais residente (6,7). Este cenario pode dar origem as alteragdes de
ordem cognitiva.

O termo HIV-associated neurocognitive disorders (HAND) é uma denominagao

genérica que engloba as trés categorias de comprometimento cognitivo: assintomatico



(ANI- Asymptomatic Neurocognitive Impairment) e alteragdo cognitiva leve/moderada
(MND- HIV-associated mild neurocognitive disorder) que correspondem as formas
leves e intermediarias; e, por fim, deméncia associada ao HIV (HAD- HIV associated
dementia), sendo classificada como a forma mais grave. Um aumento expressivo da
incidéncia de alteragbes cognitivas em pacientes com AIDS/HIV vem ocorrendo (8).
Muitos pesquisadores continuam a explorar os diversos fatores de risco
existentes que possam acelerar o declinio cognitivo relacionado com a idade em
pessoas vivendo com HIV. O envelhecimento celular é marcado pelo encurtamento do
comprimento dos telémeros, e tem sido utilizado como um biomarcador de
envelhecimento, podendo refletir a variagao individual em pessoas com HIV (9).
Estudos apontam um menor comprimento dos teldmeros em leucécitos em
individuos com sorologia positiva para HIV-1, o que sugere um envelhecimento
biolégico acelerado em individuos infectados pelo HIV-1 (10,11). Alguns
pesquisadores apontam estudos nos quais o teldmero encurtado aumenta a
deficiéncia cognitiva e risco de deméncia em populagdes com sorologia negativa para
HIV-1 (12,13). De acordo com estudo prévio, (14) existe uma associacao de telémero
encurtado em leucécitos, tais como a doenca de Alzheimer, ou seja, teldbmero
encurtado é considerado um provavel marcador para prever o risco de doencas
relacionadas com a idade, como a doenca de Alzheimer, e mortalidade. Com isso,
nosso estudo busca encontrar uma possivel associacdo entre o comprimento
telomérico em individuos HIV+ com diversos graus de comprometimentos
neurocognitivos, a fim de aferir se o telémero pode atuar como um eficiente marcador

de envelhecimento celular nesta populagéo.



2. Revisao da Literatura



2.1 HIV no Sistema Nervoso Central e Manifestacoes Neuroldgicas

A infeccdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1) no sistema nervoso
central (SNC) ocorre através da migracdo das células mieldides e linféides e
estabelece infeccao de macréfagos perivasculares e microglia (15), que atravessam a
BHE, resultando na liberagdo de citocinas e produtos virais, afetando vias neuronais.
Independente da supressdo da viremia no sangue periférico, a replicagdo do virus
pode persistir e compartimentar em diversas areas do SNC, ocasionado uma
desestabilizacao das vias neuronais (16,17,18,19).

Os efeitos imunoldgicos e a possibilidade de desenvolvimento das alteracoes
neurocognitivas devido a infeccdo pelo HIV nao estdo descartadas, apesar da
supressao de HIV-RNA no sangue e liquido cefalorraquidiano (LCR) (20). Em alguns
pacientes, o HIV-1 pode ser encontrado em concentracdes mais elevadas no LCR do
que no sangue, o que potencialmente resulta da ma distribuicao de drogas
antirretrovirais para o SNC. A distribuigdo dos medicamentos antirretrovirais e a
toxicidade no SNC podem afetar a tomada de decisao clinica, apesar de este topico
ser ainda bastante debatido (21).

De acordo com Letendre et al., 2008, a efetividade combinada dos
antirretrovirais se da através do escore da efetividade de penetracdo dos
antirretrovirais no SNC (CPE, CNS Penetration Effectiveness), esse mecanismo se
baseia nas propriedades quimicas dos medicamentos que influenciam sua
penetracdo pela BHE (por exemplo, baixa ligacao protéica, baixo peso molecular,
proteina de ligacdo, maior solubilidade lipidica) (22) nas propriedades

farmacocinéticas e farmacodindmicas, quando disponiveis. Dessa forma, propde-se



estruturar esquemas com CPE=8. Adicionalmente, a composi¢cédo do esquema deveria
contemplar pelo menos dois medicamentos com elevada penetracao no SNC (escore
trés ou quatro), sendo validas tanto para pacientes sob tratamento, quanto para os
que nao estao (23).

Segundo estudo de Cysique LA et al., 2011, as drogas antirretrovirais, com alto
nivel de penetracao no SNC poderdao melhorar a fungcéao cognitiva e a diminuicao das
concentragées de RNA do HIV no LCR, porém, ainda se faz necessario uma maior

investigacao nesse assunto (24).

2.2 Classificacoes dos transtornos neurocognitivos

Os danos do HIV no SNC poderao desencadear disturbios neurocognitivos,
afetando dessa forma habilidades como atengdo, meméria, fungdo executiva,
linguagem e habilidades de percepcdo. Os disturbios neurocognitivos foram
classificados de acordo com os critérios da Academia Americana de Neurologia,
conhecido também como critérios de Frascati, 2007. Os individuos séo classificados
de acordo com o aumento da severidade das alteragbes cognitivas:
Alteracado neurocognitiva assintomatica (ANI, asymptomatic neurocognitive
impairment): ha alteragdes de = dois dominios cognitivos, em pelo menos um desvio
padrao abaixo da média na avaliagcdo neuropsicolégica com testes padronizados e
pontuagdes apropriadas para idade e escolaridade. A avaliacdo deve incluir as
funcbes: visual, linguagem, atencdo, memdria, abstracdo, funcdo executiva,
velocidade de processamento das informagdes, habilidades motoras. Nao pode haver
comprometimento funcional nas atividades de vida diaria e critérios para delirio e

deméncia, bem como, evidéncias de outras causas pré-existentes para o déficit.



Comprometimento neurocognitivo leve/moderado (MND, mild neurocognitive
disorder): ha alteracdes de = 2 dominios cognitivos em pelo menos um desvio padrao
abaixo da média na avaliacdo neuropsicolégica com testes padronizados e
pontuacbes apropriadas para idade e escolaridade. A avaliagdo deve incluir as
funcbes: visual, linguagem, atencdo, memdria, abstracdo, funcdo executiva,
velocidade de processamento das informacgdes, habilidades motoras. A diferenca
desta classificagcdo para a anterior a presenca do comprometimento funcional leve a
moderado nas atividades da vida diaria. Também, ndo podem existir critérios para
delirio e deméncia, bem como, evidéncias de outras causas pré-existentes para o
déficit.

Deméncia associada ao HIV (HAD, HIV-associated dementia): ha alteragdes
graves de = 2 dominios cognitivos, geralmente o disturbio € encontrado em multiplos
dominios, especialmente no aprendizado de novas informagdes, vagaroso no
processamento de novas informagdes e déficit em atengédo 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
delirio ou evidéncia de outras causas pré-existentes para o déficit como: infeccées no
SNC, acidente vascular cerebral, doencgas neuroldgicas pré-existentes, uso de drogas
ilicita (25).

Devido a introducao da terapia antirretroviral altamente ativa (HAART), muitos
individuos infectados pelo HIV podem ter uma sobrevida maior. Embora ocorra em
muitos casos a supressao viral plasmatica, as taxas de declinio neurocognitivo estao

aumentando, principalmente quanto as formas mais leves de neurocognigao.



Deteccao de decliniona fungdo cognitiva pode ser particularmente importante
clinicamente, uma vez que sugere um processo ativo, potencialmente reversivel que
requer uma investigacdo mais aprofundada e talvez mudancas na gestao (26).

O perfil das manifestacbes neurocognitivas mudou drasticamente,
caracterizando-se por uma incidéncia reduzida de HAD e aumento de MND e ANI
(27,28). Atualmente, estimam-se prevaléncias de 15-30% para ANI, 20-50% para
MND e 2-8% para HAD (27,28,29,30). O cenario imunologico também se tornou mais
complexo, pois todas as categorias da HAND podem ser observadas com niveis
moderados ou inclusive muito discretos de imunodepresséo (31).

Existem muitos fatores que podem contribuir para um progndstico de prejuizos
neurocognitivos em pacientes infectados pelo HIV. Comorbidades, como por
exemplo, a infec¢do pela hepatite C estd amplamente associada com disfungcéo
cognitiva (32), uso de drogas psicoativas (33), tendo efeitos deletérios sobre a
cognicao, fatores de risco cardiovascular, além disso, alguns fatores genéticos estao
associados com a deméncia, por exemplo, o APOE4 (Apolipoproteina E),
caracterizada como uma proteina envolvida na doenca de Alzheimer) (34,35),
transtorno de humor podendo mascarar o comprometimento cognitivo (36) e
depressdo. Segundo Nightingale et al 2014, varias condicbes devem ser
considerados na avaliacdo de pacientes com infeccéo pelo HIV e comprometimento
cognitivo, e uma avaliagao clinica cuidadosa é essencial (37).

Os fatores genéticos que estdo associados com a deméncia, por exemplo, o
APQOE4 ainda possui uma associagao inconsistente com comprometimento leve (38,

39). Alteracdes cognitivas relacionadas ao envelhecimento (40) podem ser agravadas



pela infeccao pelo HIV, além do baixo nivel de escolaridade, o que pode contribuir
para uma deficiente fungédo cognitiva (41,42). Os transtornos de humor (43) podem ser
mascarados, ou ser causado por comprometimento cognitivo (44). A medida que cada
fator contribui para a prevaléncia de déficits cognitivos em varias populagdes nao esta

claramente descrita.

2.3 Prognosticos da HAND

2.3.1 Neuropsicoldgicos

A partir da identificagdo de indicios da presenca do complexo cognitivo
associado ao HIV-1, os testes de avaliacdo neuropsicoldgica, podem prestar uma
contribuicao estratégica a deteccao precoce de lesdes causadas no SNC. Os
resultados destas avaliagcdes neuropsicologicas poderao estar associados a estudos
de imagens, valores bioquimicos do LCR, procedimentos neuroinvasivos e a outros
métodos de neuroinvestigagcdo, 0 que garante maior precisdo prognostica e
estabelecimento da conduta terapéutica mais adequada (45).

A avaliacao neuropsicolégica tem um papel fundamental na identificacdo e
diagnostico de transtornos neurocognitivos associados ao HIV, sendo utilizados para
quantificar alteracdes em processos cognitivos associados ao tratamento. Estes testes
sao sensiveis para detectar transtornos cognitivos na infeccdo pelo HIV-1 e devem
incluir os seguintes dominios: atengédo/concentracéo; rapidez do processamento da
informacao; funcdo executiva; raciocinio; abstracdo; meméria/aprendizado; habilidade
visuoespacial; e funcionamento motor. Deverdo ser considerados como fatores de

confusdo como, por exemplo, o uso de alcool, drogas ilicitas e determinadas drogas



terapéuticas, antecedentes de doencas neuroldgicas ou psiquiatricas (Anexo um)

(46).

2.3.2 Neuroimagem

Diversos estudos envolvendo técnicas de imagens tém sugerido importantes
correlagdes entre os testes neuropsicoldgicos, validando clinicamente as alteragoes
encontradas. Investigagdbes com métodos de imagens ja foram conduzidas em
algumas amostras de pacientes com HIV/Aids. Estas técnicas buscam encontrar
alteracdes morfoldgicas ou funcionais em pacientes que apresentam ressonancia
nuclear magnética (RNM) convencional sem alteracdes significativas. O uso da RNM
auxilia na investigacdo do declinio neurolégico promovendo tratamento adequado
(47,48). O HIV também tem efeitos diretos e indiretos sobre a estrutura e fungcéo do
cérebro, apesar de encontrarmos anomalias de neurocimagem mais significativas nos
casos de infecgao oportunista do cérebro. Existem dados de que pessoas com HIV
mostram reducao da substancia cinzenta e desgaste cortical (49, 50, 51, 52). Devido a
utiizacdo de métodos de neuroimagem, tem-se observado muitos avangos na
compreensdo das alteragées neurolégicas em pacientes com HIV-1. Dessa forma,
existe a necessidade de um diagnoéstico mais preciso cedo e caracteristicas
especificas de neuroimagem podem, no futuro, serem incorporadas na classificagao

da HAND (53).

2.3.3 Liquoricos

A presenga de neurofilamento (NFL) no LCR é considerada um marcador de

lesdo axonal no SNC no curso da infeccao por HIV. Os NFLs correspondem os
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principais constituintes do citoesqueleto das células neuronais, importantes para a
manutengdo da integridade estrutural e calibre dos ax6nios e dendritos e estao
envolvidos na influéncia da velocidade na conducdo dos impulsos de correntes
nervosas. De acordo com a literatura, doencas neurodegenerativas relacionadas a
desmielinizacao e/ ou degeneracao axonal, tais como a HAD, apresentam elevados

indices de NFL no LCR (54).

2.3.4 Carga viral

Durante a constante ativacao do sistema imunolégico, diversos estudos sugerem
que o0s niveis de citocinas inflamatérias se correlacionam com a progressao da
infeccdo pelo HIV (55, 56, 57). As quimiocinas sdo citocinas quimiotaticas que
influenciam na neuropatogénese do HIV, sendo multifuncionais e imunomoduladoras.
De acordo com estudos, as quimiocinas podem modificar a replicacdo do HIV e a
progressao da doencga, pois o HIV utiliza os seus receptores para entrar nas células,
podendo afetar a ativacdo de macréfagos (58, 59). As quimiocinas podem afetar a
sinalizagdo neuronal e reparacao no cérebro, levando a aberra¢des nas células da glia
e funcdes neuronais.

O HIV migra para o cérebro logo ap6s a infec¢do, e continua a ser um
reservatorio para o HIV, mesmo entre pacientes que recebem ART (terapia
antirretroviral) (60). Alguns aspectos virolégicos podem estar implicados na
patogénese da HAND, onde se destaca a carga viral. Os Individuos que interrompem
a ART caracterizam-se por terem uma melhor evidéncia clinica para a existéncia de
um reservatério para o HIV. Em geral, individuos que apresentam a alteracdes

neurocognitivas possuem niveis elevados de HIV-1 no LCR. A persisténcia do HIV
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durante a ART é a razao pela qual as terapias atuais ndo sdo curativas e tem sido
objeto de intensa pesquisa durante os ultimos 15 anos desde que foi implementada a
ART (61).

A supressao continua do virus HIV-1 para atingir niveis indetectaveis no plasma
e, retardar a progressao da doenca e prolongar a sobrevida é o principal objetivo da
ART (62, 63), fazendo com que possa suprimir 0os niveis virais no plasma e LCR além
de melhorar os resultados neurolégicos em pacientes com HIV (64). Com a
monitorizacdo da carga viral (a cada 3-6 meses), consegue-se detectar possiveis
falhas do tratamento precoce (65). Como resultado, a incidéncia de HAD diminuiu
substancialmente ao longo das ultimas duas décadas (66).

Uma pesquisa realizada por Canestri et al, 2010, aponta um grupo de
individuos com sintomas neuroldgicos atribuidos a infecgao pelo HIV-1 com carga viral
detectavel no LCR, apesar da supressao da viremia no plasma. Dessa forma, acredita-
se que existe uma necessidade especifica de uma melhor compreensao da dinamica
de replicacao viral no compartimento do SNC e seus efeitos sobre os potenciais de

disfungdes neuroldgicas (67).

2.3.5 Envelhecimento Celular e HAND

O teldmero ou porgédo final do cromossomo € um complexo nucleoprotéico
composto de DNA, de fita simples e duplas, permeados por proteinas (68, 69) que se
interagem mantendo a estrutura estavel (70) cuja principal fungdo € proteger o
material genético de possiveis degradacdes, garantindo a manutencao e integridade

do genoma (71).
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O DNA telomérico da maioria dos eucariontes consiste de repeti¢cdes curtas ricas
em guanina (G) na fita que contém o final 3", referida como fita G. A fita
complementar, contendo o final 5°é rica em citosina (C) denominada de fita (C). A fita
G ocorre na direcdo 5°-3'do cromossomo € é mais longa do que a sua fita
complementar C, devido & saliéncia no final 3'da fita simples. Durante a replicacao do
DNA, as fitas antiparalelas ndo sao replicadas de forma homogénea. Isto ocorre
devido alteragdo na replicacao da fita descontinua do DNA, apds acdo da DNA ligase
unindo os Fragmentos de Okasaky, restando o fragmento do telébmero para ser
reconhecido pela DNA polimerase, a qual ndo consegue finalizar sua extensao na
regiao telomérica (72).

Os telébmeros encurtam-se por aproximadamente 20-200 pares de bases em
cada divisdo celular mitética, enquanto que a enzima telomerase adiciona o0 DNA
telomérico para os cromossomos, impedindo dessa forma o encurtamento excessivo
dos teldmeros (73, 74). A atividade da telomerase esta presente nas células-tronco,
tecidos embrionarios e placenta, mas esta ausente na maioria das células somaticas
humanas, ou seja, em quaisquer células responsaveis pela formacédo de tecidos e
6rgaos em organismos multicelulares (75).

Estudos sugerem que individuos infectados pelo HIV-1 possuem o comprimento
dos telémeros significativamente mais curtos em células TCD8+ em relacdo aos
individuos com sorologia negativa para HIV-1. Dessa forma, tem-se a hipétese de que
a infeccao pelo HIV-1 resulta em esgotamento do sistema imunolégico favorecendo ao
encurtamento dos telébmeros (76, 77). Além disso, estudos apontam que teldmeros

encurtados aumentam a deficiéncia cognitiva e o risco de deméncia em populacdes
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com sorologia negativa para HIV-1, podendo representar um marcador para o declinio
cognitivo estando relacionado com a idade atipica (78, 79, 80, 81).

Algumas evidéncias relatam que a diminuicdo da atividade da telomerase esta
associada com estresse fisiologico e psicolégico, resultando em teldbmeros mais curtos
(82). Diversos fatores podem afetar no comprimento dos teldmeros, tais como
medicamentos antiinflamatérios (83), obesidade (84), exercicios fisicos (85),
tabagismo (86), idade do pai no momento do nascimento do filho (87), géneros
(masculino/feminino) (88) e raca (89). Dessa forma, tendo em vista o envelhecimento
populacional em individuos com sorologia positiva para HIV-1 acredita- se ser de
grande importéncia clinica a avaliagdo do comprimento dos teldmeros em leucécitos
nesses individuos e,verificar a possibilidade de ser caracterizado como um marcador
de envelhecimento celular eficiente em individuos com HIV-1 com alteracdes

neurocognitivas.
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3.1 Objetivo Geral

Avaliar associacao entre neurocognicao e comprimento dos telémeros em

leucécitos totais nos individuos infectados pelo HIV-1.

3.2 Objetivos Especificos

e Verificar e comparar o comprimento dos telébmeros entre individuos
portadores do virus HIV e com alteracbes neurocognitivas.

e Analisar o comprimento dos teldomeros entre homens e mulheres com e sem
HIV+.

e Associar o comprimento dos teldbmeros com outras variaveis
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4. Casuistica e Metodos
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4.1 Local do Estudo

Pacientes provenientes do Instituto de Infectologia Emilio Ribas (IIER), sendo
executadas parte das analises no Instituto de Medicina Tropical (IMT Il) da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sdo Paulo e outra parte no Hospital das Clinicas de
Ribeirdo Preto- Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o

Paulo.

4.2 Periodo da coleta de dados

A coleta de amostras e de dados deste estudo foi realizada entre marco de

2015 a margo de 2016.

4.3 Recrutamento da casuistica e tipo de estudo

Este foi um estudo transversal, onde a coorte deste projeto de pesquisa faz
parte de um grande projeto desenvolvido no Instituto de Infectologia Emilio Ribas
(IER)- Projeto n° 09/13, onde 575 voluntdrios se submeteram a avaliacdo
neuropsicolégica com uma equipe de neuropsicélogas no IIER no periodo de 05/2013
até 03/2015, sob a coordenacéo do Prof. Dr. Augusto César Penalva de Oliveira. A
coleta de dados dos pacientes incluidos neste estudo compreendeu cinco segdes: 1)
inquérito sociodemografico; 2) histérico médico e levantamento do estado funcional;
3) questionario de sintomas neurolégicos subjetivos; 4) avaliacao neuroldgica
completa; 5) teste de rastreio neuropsicolégico (International HIV Dementia Scale)
seguido por bateria de testes neuropsicoldgicos.

Para avaliacdo do uso de substancias psicoativas foi utilizado o ASSIST

(Alcohol, Smoking and Substance Involvement Screening Test) (90, 91) para
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avaliacao das atividades de vida diaria foi utilizada a Escala de Lawton (92). A
presenca de depresséao foi avaliada pelo Inventario Beck de Depressao (93). O perfil
neuropsicolégico dos pacientes foi determinado através de avaliagao
neuropsicologica ampla (94, 95, 96, 97, 98, 99). Além de estabelecer o peffil
neuropsicoldgico dos pacientes, avaliou-se o nivel de atividade fisica com o auxilio do
Questionario Internacional de Atividade Fisica ( International Physical Activity
Questionnaire -IPAC), versao abreviada, desenvolvida pela Organizagcdo Mundial da
Saude (OMS, 1998).

Classificagdo das desordens neurocognitivas foi utilizado os critérios da
Academia Americana de Neurologia de 2007: alteracdo neurocognitiva assintomatica
(asymptomatic neurocognitive impairment (ANI), comprometimento neurocognitivo
leve/moderado (mild neurocognitive disorder (MND) e Deméncia associada ao HIV
(HIV-associated dementia (HAD) (25). A bateria de testes neuropsicolégicos avaliou os
seguintes dominios: atengdo/concentracao; rapidez do processamento da informagéao;
funcdo executiva; raciocinio; abstracdo; memoria/aprendizado; habilidade visuo-
espacial; e funcionamento motor.

A triagem dos grupos controle (HIV-) e do grupo HIV+ com e sem alteracéo
neurocognitiva foi realizada da seguinte forma: os pacientes que apresentaram
resultado negativo para investigacdo de Treponema pallidum, HIV, toxoplasmose,
Hepatite B e C foram convidados a participar da pesquisa e pertenceram ao grupo
controle, e aqueles que apresentaram resultado positivo para HIV pertenceram os

mesmos resultados do grupo controle, com excessédo do teste com sorologia positiva
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para HIV, classificaram-se como os demais grupos. Em seguida, os grupos foram
submetidos aos testes neuropsicol6gicos.

Uma detalhada investigagdo das condicbes de co-morbidade foram
consideradas, inclusive as 1. “condi¢des secundarias": aquelas que provavelmente
tiveram pouco ou nenhum impacto sobre o desempenho neurocognitivo e/ou
limitacbes funcionais; 2. "condi¢cdes contribuiting (contribuintes)": condicdes que
provavelmente tiveram alguma contribuicdo significativa ao desempenho cognitivo
observado e/ou limitagbes funcionais e 3. "condicbes de confusdo": que séao
consideradas tao importantes que se opdem a qualquer atribuicdo confiante no
desempenho neurocognitivo observado e/ou limitagdes funcionais. As avaliagcdes
neurolégicas dos pacientes incluidos neste estudo foram conduzidas por um
neuropsicélogo responsavel pelo acompanhamento clinico no IIER.

A partir de estudo prévio que contou com 575 individuos infectados pelo HIV,
191 voluntarios de ambos os sexos foram convidados a participar dessa pesquisa.
Foram divididos entre os seguintes grupos: 118 individuos com sorologia negativa
para HIV-1 (controle), 19 individuos infectados pelo HIV-1 sem Alteracdo
neurocognitiva, 29 individuos ANI (Asymptomatic Neurocognitive Impairment), 15
Individuos MND (HIV-associated mild neurocognitive disorder), e por fim 10 individuos

HAD (HIV associated dementia), estando todos em acompanhamento clinico no IIER.

4.4 Critérios de inclusao

Foram considerados critérios de inclusao, individuos correspondentes a faixa

etaria 20 a 60 anos de ambos os géneros, com sorologia negativa para HIV
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(correspondentes ao grupo controle) e individuos HIV+ sob terapia anti-retroviral e que
preencheram os critérios de comprometimento neurocognitivo de acordo com a bateria

de testes neurolo6gicos.

4.5 Critérios de exclusao

Foram considerados critérios de exclusao individuos que fazem uso de drogas
abusivas e psicotropicas, pacientes com dados clinicos e laboratoriais incompletos,
gestantes e individuos que apresentam co-morbidades tais como toxoplasmose, sifilis,
hepatite B e C e outras patologias que possam ter como consequiéncia algum tipo de

alteragao neurolégica.

4.6 Coleta e Processamento das amostras

Foram coletados cerca de 20 mL de sangue periférico de cada individuo
participante do estudo, em tubo estéril contendo EDTA como anticoagulante. Parte
deste material foi utilizado para a quantificagdo da carga viral plasmatica e, o restante
foi utilizado para analise do comprimento dos telémeros. Para andlise da carga viral
liqudrica, foram coletados cerca de trés ml de LCR em tubo de 1.5ml e posteriomente
armazenados em freezer -80°C. A execucao da andlise da carga viral foi realizada no
Laboratério de Investigacdo Médica em Dermatologia e Imunodeficiéncias (LIM56),
seguindo o protocolo da Abbott Real Time (Des Plaines, IL 60018, EUA).

Para efetuar a medicdo do comprimento do telémero, o DNA genbmico foi

extraido a partir de leucécitos totais, utilizando o kit illustragenomic Prep Mini Kit (GE
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Healthcare, Buckinghamshire, UK) seguindo todas as recomendagdes do fabricante e
posteriormente armazenado em tubos de 1.5 ml a -20 ° C. Antes do experimento
foram feitas diluicdes de 50 ng / uL e subsequentemente congelado. A integridade do
DNA genbmico foi avaliada em brometo de etidio em gel de agarose a 0.8% colorido a
80 V durante 45 min.

O comprimento dos telémeros foi determinado por PCR em tempo real (13), em
triplicata, para assegurar uma maior precisdao. Reacgdes incluiram: DNA genbmico
(1.6ng), 2x Rotor-Gene SYBR Green, PCR Master Mix (Qiagen, Hilden, Alemanha),

RNase agua livre (Qiagen), primer Tel Forward (300 nM)

(CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT) e Tel reverso (300 nM )
(GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT) ou primer gene Unico
para a frente (36B4 F-300 nM) (CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC) e reverso unico
gene (36B4 R-500 nM) (CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA), numa reacéo final de
24 mL.

Todas as reagcbes de gPCR foram preparadas numa QIAgility pipetador
automatico (Qiagen, Califérnia, EUA) e a amplificagado foi realizada no rotor-Gene Q
(Qiagen) em tempo real ciclizador PCR como se segue: 5 min a 95 ° C, 25 ciclos (da
reacao do telébmero ) e 35 ciclos (reacao de gene Unico) de sete segundos a 98 °C e
10 segundos a 60 °C (de telomeros) ou 10 seg a 58 ° C (um Unico gene).

O comprimento dos teldbmeros de cada amostra foi determinada utilizando o
teldmero a relacdo do gene de copia unica (T razdao / S) pelo célculo do ACt [Ct
(telébmeros) / CT (gene unico)]. A razao T/S para cada amostra (x) foi normalizada

para a razao T / S média da amostra de referéncia [2- (ACtx-ACtr) = 2-AACt], que



22

também foi utilizado para a curva padrdo, tanto como uma referéncia e amostra como
uma amostra de validagdo. Em cada corrida, duas amostras de referéncia foram
incluidas para validar cada reagédo. O experimento foi considerado aceitavel se razao
da amostra de controle T / S variou dentro do intervalo de variacao de 95% (0,95-

1.05).

4.7 Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo Cientifica, Comité de Etica em
pesquisa e Diretoria Técnica do Instituto n? 034/11, parecer C.C 130/11. Foram

obtidos os consentimentos informados de todos os participantes do estudo.
4.8 Analise Estatistica

Os dados foram tratados por meio de estatistica descritiva, com calculos de
percentuais, frequéncias. Testes paramétricos (teste T) foram utilizados quando a
distribuicdo das variaveis foi considerada segundo os parametros estatisticos normais.
No caso de ndo distribuicdo normal foram utilizados testes ndo paramétricos (prova U
de Man-Whitney para a comparagéo e o p de Spearman com o propésito de descobrir
se ha relacionamento entre as variaveis). Para confec¢cdo de graficos, o software
GraphPad Software 5.0 (La Jolla, CA), utilizando o teste Anova para comparar 0s
grupos. Foram consideradas diferencas estatisticamente significantes quando p <
0.05. O teste de Mann- Whitney foi utilizado na comparagdo do comprimento dos
telémeros entre os grupos controle (HIV-) e individuos HIV+ e géneros. Para a andlise

da comparacao dos grupos HIV+ com e sem alteracbes neurocognitivas também foi
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adotado este teste. E, por fim, na verificacdo das variaveis dos grupos de estudo, foi
aplicado o teste Kruskal-Wallis. Para correlacdo do comprimento dos telémeros com

outras variaveis utilizou-se Pearson r test.
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5. Resultados
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Conforme descrito no item 4.1, realizamos o recrutamento da casuistica e
separamos os individuos de acordo com grau de alteracdo neurocognitiva, sendo eles
classificados em HIV+ sem alteracdo, ANI, MND e HAD. Os dados das caracteristicas
gerais dos grupos dos pacientes estdo descritos nas tabelas 1 e 2.

Os controles foram pareados segundo género e idade. A média de idade dos
individuos do sexo feminino foi 39.51+ 9.747 e a média de idade do sexo masculino foi

de 41.10 £ 9.234.

Tabela 1- Dados demograficos dos grupos portadores do virus HIV

Variaveis Total Sem alteragao ANI MND HAD

neurocognitiva

Idade (anos) 43.32 42.11 47.17 50.80 52.40
(9.705) (11.11) (8.636) (9.829) (4.274)
Géneros
Masculino 72.60% 84.21% 72.41% 73.33% 50%
Feminino 27.40% 15.79% 27.59% 26.67% 50%
Escolaridade(anos) 12.27 15.26 11.79 11.47 9.200
(3.994) (4.817) (2.944) (2.722) (3.393)
Tempo de infecgdo 11.21 11.0 10.59 9.933 14.80
(5.740) (7.379) (6.327) (4.301) (3.084)
(anos)

Nota: Grupos classificados como: HIV + sem alteracdo neurocognitiva, ANI: alteracao
neurocognitiva assintomatica, MND: Comprometimento neurocognitivo leve a
moderado, HAD: deméncia associada HIV. Dados representados em média e desvio
padréo.
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As amostras dos participantes e os demais dados desta pesquisa foram
coletadas em até um ano apds efetuada a avaliagdo neuropsicoldgica, garantindo
dessa forma o resultado da bateria neurolégica. O histérico de cada individuo foi
minuciosamente coletado, como por exemplo, a presenca ou auséncia da pratica de
atividade fisica, tempo de infeccao, tabagistas, contagem linfécitos T CD4+ e nadir de
linfécitos T CD4+. Os dados demograficos estao descritos na tabela 1.

Na tabela 1 pode-se observar que quanto maior o tempo de infeccdo e maior a
idade média referente a cada grupo estudado, maior o grau de comprometimento
neurocognitivo. Em relagcdo ao tempo de escolaridade é inversamente proporcional
aos graus de neurocognicao.

Em nosso estudo, a contagem de células T CD4+ foi realizada apos coleta da
amostra, caracterizando como valores atuais do participante no estudo em questéo.
No contexto da adeséo a habitos nocivos para a saude, como por exemplo, o tabaco,
este podera influenciar o processo de senescéncia celular, levando a uma diminuigao
precoce da regido telomérica. Em nosso estudo, realizamos o levantamento dos
individuos com tais caracteristicas, entretanto, nao foi um fator de impacto relevante

quando correlacionado com o comprimento dos telémeros (p=0.93).
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Tabela 2- Dados clinicos dos grupos estudados

Variaveis  Sem alteragao ANI MND HAD p-Valor
neurocognitiva
Fumantes 25% 4.54% 16.66% 0 .30
Atividade 2073 2556 2292 1656 .46
Fisica (2157) (3261) (2436) (1496)
CPE Rank 5200 6.857 5300 7000 .19
(3.256) (2.699) (1947) (1265)
Carga viral 23.08% 17.65% 0 16.67% .43
plasma
Carga viral 10% 0 10% 16.67% .37
LCR
TCD4+ atual 698 628.1 819.8 512.6 .17
(264.1) (320.3) (375.5) (179.2)
Nadir TCD4+ 350.7 337.9 388.4 338.0 .88
(175.0) (215.0) (155.5) (241.7)
Comprimento 0.59 0.47 0.47 0.51 .13
Telébmero (0.21) (0.16) (0.21) (0.12)
(T/S)

Nota: Grupos classificados como: HIV + sem alteracdo neurocognitiva, ANI: alteracao
neurocognitiva assintomatica, MND: Comprometimento neurocognitivo leve a
moderados, HAD: deméncia associada HIV. Dados representados em média e desvio
padrdo. Escore de atividade fisica foi classificada de acordo com o0s seguintes
critérios: inativo: 0 a 500 MET-min/semana; moderadamente ativo: 600 MET de 2999
MET-min/semana; Ativo: pelo menos 3000 MET-min/ semana. Classificagdo CPE:
pontuacao eficacia dos medicamentos antirretrovirais penetragdo no sistema nervoso
central.

Outras variaveis, tais como carga viral plasmatica ndo evidenciou associagao no
comprimento do telémero (p=0.66). Nao foi realizada analise estatistica da carga viral

liquérica entre os grupos HIV+, sendo representada apenas por trés individuos com

carga viral positiva no LCR. Tempo de infecgdo e contagem de linfécitos TCD4+
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também nao foram fatores relevantes de impacto no comprimento telomérico (p= 0.9,
p=0.85).

A infecgdo pelo HIV causa fendbmenos inflamatérios que levam a diversos
distarbios, bem como a ativacao imunitaria crénica e a proliferacao de algumas células
do sangue, reduzindo ainda mais o comprimento do teldmero, potencializando a
imunossenescéncia (100, 101). Com o intuito de verificarmos os efeitos da infeccao
pelo HIV-1 sobre a imunossenescéncia, foi comparado o comprimento dos teldmeros
entre os géneros (controle) e entre os grupos controle e HIV+ (independente do grau
de alteragdo neurocognitiva (Figura 1). Alguns autores atribuem o fato de o
comprimento do telémero dos leucécitos serem maiores em mulheres do que nos
homens se dé pela acao do estrogénio, estando presente na transcriptase reversa da
telomerase. Este horménio pode estimular a enzima telomerase a adicionar repeticées

teloméricas nas extremidades do cromossomo (102, 103, 104).
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Figura 1. Comparagdo do comprimento dos teldmeros entre controle (HIV-) e
individuos HIV+ e género.*p=0.0010, **p=<0.0001, a p=0.0007 e B p=<0.0001.
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O comprimento do teldmero e a sua razdo de encurtamento variam entre 0s
cromossomos, tecidos, individuos e principalmente idade. Nos vertebrados, o
comprimento do teldmero durante o desenvolvimento embrionario € similar nas células
da maioria dos tecidos, mas, apds 0 nascimento, estes encurtam progressivamente
nas células somaticas proliferativas (105).

Alguns autores reportam que telémeros encurtados podem estar associados
com o aumento da deficiéncia cognitiva e deméncia de risco em populagdes nao-HIV
(106, 107) e, como tal, este pardmetro pode ser um marcador para o declinio
relacionado com a idade atipica cognitiva (108, 109). Desta forma, teldbmero encurtado
para além do esperado para uma determinada idade, pode prever funcionamento
neurocognitivo em pessoas com HIV e, finalmente, sugerir envelhecimento acelerado
neurocognitivo.

Na Figura 2a podemos comparar a classificagcdo entre os grupos e observamos
diferenca estatistica entre HIV+ sem alteracdo neurocognitiva e MND (p=0.039). Na
figura 2b, a comparacdo entre os grupos HIV+ com e sem alteracdo cognitiva

apresentou mais evidenciada (p=0.0369).
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Figura 2a- Comparagdo do comprimento dos teldmeros dos
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6. Discussao
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Nossos resultados demonstraram que ha diferenga significativa no comprimento
dos teldbmeros em leucécitos entre individuos HIV+ em comparagcdao MND. Este fato
esta de acordo o estudo desenvolvido por Palmer et al., 1997 (110), o qual visou
estudar o comprimento dos telémeros em subpopulacées de linfocitos T. Até o
momento, este é o terceiro estudo (depois de Chantebrecht et al.,2014 e Malan Muller
et al.,2013), que avaliou o comprimento dos teldbmeros em leucécitos totais de
individuos com alteracdes neurocognitivas infectados pelo HIV-1.

Neste estudo, os teldmeros das células T CD8+* de individuos HIV+ foram
consideradas mais curtas do que em doadores HIV negativos, evidenciando o impacto
da infeccdo viral sobre a senescéncia, neste compartimento celular, apesar das
células T CD4+ demonstrarem resultado oposto. Neste contexto, os autores sugeriram
que a infeccdo por HIV estava associada as alteragdes na dindmica de ambas as
subpopulagées de linfocitos T, entretanto ndo fornecerem evidéncias para a exaustao
clonal ou senescéncia replicativa como um mecanismo subjacente ao declinio nas
células T CD4+ infectadas pelo HIV (111). Alguns autores ainda sugerem que a
infeccdo por HIV em si pode causar inflamacdo, bem como a ativagdo imunitaria
cronica e a proliferacdo de algumas células do sangue, reduzindo ainda mais o
comprimento do telémero, levando a imunossenescéncia (100, 101).

Entretanto, ainda existem algumas divergéncias na literatura quanto a estes
achados. Um estudo realizado com mulheres soropositivas para HIV-1 sugere que o
comprimento dos telémeros de leucécitos nao difere significativamente entre HIV+ e
HIV- (112), ressaltando que pode haver também uma variagdo individual em

processos celulares em individuos infectados pelo HIV-1, contradizendo com outros
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estudos (113, 114) os quais relataram significancia. Curiosamente, muitos autores
sugerem que os inibidores da transcriptase reversa, como Azidotimidina (AZT), podem
inibir a atividade da telomerase in vitro (115, 116) e, como consequéncia, induzir a
senescéncia celular através do encurtamento dos telémeros (117, 118, 119, 120).

Outro fator que podera influenciar no comprimento dos teldmeros seria quanto
ao género. Em nosso estudo, foram avaliados 122 homens e 69 mulheres (com e sem
HIV) e nao foi verificada diferenca significativa entre os géneros, possivelmente pela
heterogeneidade de nimero entre eles. Estes achados condizem com outros estudos
(121), os quais ndo encontraram diferenca no tamanho dos teldbmeros entre os
géneros, dentre as idades 19 até 37 anos, porém foram encontrados telémeros
maiores em mulheres em relacao aos homens entre 30 a 93 anos de idade.

De acordo com Gartner et al., 2014 (122), a avaliagdo do tamanho telomérico
pode variar de acordo com a metodologia utilizada. Segundo estudo de Gutierrez-
Rodrigues 2014, a técnica de PCR quantitativa € mais suscetivel a variacdes menores
em condi¢cées de amostra e integridade do DNA. A coleta de sangue e purificacdo de
DNA também podem contribuir para a variabilidade da gPCR. Devido a fisiopatologia
de algumas doencas, a escassez de células em amostras dos pacientes pode interferir
no estudo do telémero, isto é, na purificacao de DNA, e afetar diretamente a qualidade
do DNA genbmico. Pequenas variacdes na qualidade da amostra, bem como
diferencas de doadores individuais podem ser amplificados por qPCR, em dultima
andlise, levando a baixa precisdo observada em medidas de comprimento dos
teldmeros dos pacientes, assim como verificado na técnica de Southern Blot. Com

isso, foi demonstrada que a metodologia de Flow-FISH é a mais exata, precisa e
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reprodutivel quando comparada com as técnicas de Southern Blot e gPCR, apesar do
alto custo metodolégico. Isto sugere um fator limitante em nossa pesquisa, uma vez
gue empregamos a técnica de gPCR (123).

A associacado entre os sexos e o0 comprimento dos teldbmeros € também
bastante controversa, uma vez que estudos sugerem que o tamanho dos telédmeros
em leucécitos das mulheres € maior do que dos homens (103,104). Tal hip6tese se da
pela acao do estrogénio, estimulando a enzima telomerase, a qual adiciona repeticoes
de teldmeros nas extremidades dos cromossomos.

Muitos estudos reportam que o estilo de vida de um individuo pode influenciar
nao apenas suas caracteristicas fenotipicas, mas também genotipicas representadas
aqui pelo comprimento dos telébmeros. Estes sdo complexos nucleoprotéicos
localizados nas extremidades dos cromossomos, em que 0s componentes sao trechos
de DNA repetidos centenas a milhares de vezes, rico em guanina (TTAGGG) (122)
com a finalidade de proteger esta regido cromossdmica da degradagcdo enzimatica
(124), mantendo a estabilidade cromossO6mica (125). O DNA telomérico da maioria dos
eucariontes consiste em repeti¢cdes curtas e ricas em guanina (G) na fita que contém o
final 3’ referida como fita G. A fita complementar contendo o final 5’ é rica em citocina
(C) e denominada de fita C. A fita G ocorre na direcao 5’-3° do cromossomo, mais
longa que sua fita complementar C, devido a saliéncia no final 3’ da fita simples (126).
Os telédmeros tendem a encurtar progressivamente em cada divisdo, apesar de ser
regulado pela enzima telomerase (127, 128).

Segundo Steward & Weinberg, 2006 muitos estudos correlacionam o

comprimento dos teldmeros com o envelhecimento humano (129). Estes, por sua vez,



35

sugerem que o envelhecimento resulta de um lento acimulo de danos que conduzem
a deterioracao celular e tecidual. Deste modo, orientado pelo mecanismo de morte
celular programada ou ‘“relégio biolégico”, e regido pelo comprimento do telémero.
Entretanto, existem estudos que suportam este papel, porém muitos ainda sao
contraditérios e inconclusivos (130, 131, 132).

De fato, sabe-se que os teldbmeros sao sensiveis aos danos oxidativos, por
conter sequéncias ricas em Guaninas (G). Em regides do DNA nao codificantes, o
reparo do dano ocasionado pelo corte deste nucleotideo é pouco eficaz e o
mecanismo de reparo por combinacdo homodloga € dificultado pela natureza de
sequéncias repetitivas dos mesmos. Dessa forma, o encurtamento dos teldmeros,
dependente da idade pode ser significativamente acelerado por danos ao DNA, erros
de replicacao e falta de reparo (133).

Em nosso estudo, como esperado, encontramos uma associagdo entre a
progressdo da idade e a diminuigdo do comprimento telomérico. Houve uma
correlagdo inversa entre o tamanho do telébmero e idade dos participantes,
independente do status de HIV+, em conformidade com outros estudos (134,135).
Dessa forma, o encurtamento do telémero seria o "relégio molecular" que sinalizaria a
eventual entrada no processo de senescéncia replicativa, observada em células
humanas.

Até o momento, nosso estudo € o terceiro a avaliar associacdao entre
comprimento dos teldbmeros e diferentes graus de neurocognicdo em ambos 0s

géneros, em portadores de HIV-1.
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Existem estudos que relatam o agravamento do declinio cognitivo relacionado a
idade, por consequéncia da infeccao pelo HIV-1. Muitas pessoas infectadas pelo HIV
de meia-idade estdao experimentando declinio cognitivo semelhante aquela encontrada
entre os adultos mais velhos (136). De acordo com Seider e colaboradores, o HIV esta
associado com o envelhecimento cognitivo acelerado de modo a que as pessoas com
HIV, na faixa de 50 e 60 anos estdo com um funcionamento cognitivo similar ao das
pessoas de 70 e 80 anos de idade. Ha evidéncias crescentes de que o HIV e
envelhecimento podem interagir para afetar negativamente as fungdes cerebrais e
cognitivas (137).

Em nosso estudo, o comprimento dos telémeros atuou como um marcador de
envelhecimento entre as formas mais leves de neurocognicdo: MND, apresentando
diferenca estatistica, ao contrario da forma mais severa (HAD), talvez pelo fato do
nuamero de individuos limitado. Este dado pode ser reforgcado a partir da figura 2b,
onde fica evidente que o comprimento dos teldbmeros entre os grupos, independente
da infecgao pelo HIV, e com as alteragdes neurocognitivas.

Uma das limitagbes de nosso estudo é a pequena quantidade de voluntarios
formados principalmente pelo grupo HAD, o que condiz com a literatura sobre a
limitacdo da existéncia desse grupo atualmente. Um estudo anterior ao nosso avaliou
o comprimento dos telémeros em mulheres infectadas pelo HIV-1 no contexto de
trauma de infancia (113). Os autores sugerem que os telébmeros podem atuar como
um fator de susceptibilidade no aumento do declinio neurocognitivo em individuos
infectados pelo HIV-1. Em contraste a estes achados, Giesbrecht et al., 2014 nao

encontraram relagao significativa entre telémeros e niveis de neurocognicao (112).
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Nossa coorte de estudo foi formada por ambos os géneros, diferentemente de
outros estudos que avaliaram em uma populagcao do sexo feminino apenas, onde
identificamos niveis de atividade fisica, das quais tem apresentado destaque cientifico,
uma vez que estudos reportam efeitos benéficos em individuos que realizam
exercicios fisicos moderados e intensos sobre o comprimento dos telémeros (134).
Em nosso estudo nao foi possivel encontrar uma associagcdo entre tabagismo e
comprimento dos telémeros. Da mesma forma, a atividade fisica também nao foi
associada com o comprimento dos teldmeros, contrariamente aos publicados
anteriormente (134).

Diante desses achados, podemos sugerir que o comprimento dos telémeros foi
associado com alteragdes neurocognitivas em individuos portadores do virus HIV, em
suas formas de comprometimento leve, o que reforgca nossa hipoétese inicial onde
acreditamos que através do comprimento dos teldbmeros podemos identificar
envelhecimento cognitivo nesse grupo de individuos, sendo uma ferramenta

extremamente importante para a clinica médica.
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o O comprimento dos teldbmeros nao difere entre os géneros (independente da

infeccao pelo HIV-1);

o Menor comprimento dos telémeros com a progressao da idade;

o Individuos com alteragbes cognitivas, incluindo as formas mais leves,

apresentaram menor tamanho de telémero.

o De acordo com nossos achados, sugerimos que os telébmeros podem ser
considerados importantes biomarcadores em individuos com alteragbes
neurocognitivas associadas ao HIV-1, por apresentarem diminuicdo telomérica

evidente em relagdo ao grupo HIV+, independente da gravidade da neurocognigao.

o Nao ha associacdo do comprimento dos teldomeros com outras variaveis, tais
como: tabagismo, atividade fisica, TCD4+,tempo de infecgdo pelo HIV, carga viral

plasmatica.
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Funcao

Teste

Autores

Funcao cognitiva e
Inteligéncia

Memoéria Operacional e
de Trabalho

Memoria Episodica
Auditiva

Memoéria Visual

Atencao Sustentada e
Dividida

WAIS IIl Escala de
Inteligéncia Weschsler para
Adultos

WAIS IIl Escala de
Inteligéncia Weschsler para
Adultos

Subteste: Digitos

Rey Auditory Verbal Learning

Figuras Complexas de Rey

Teste de Trilhas Coloridas —
Formas 1 e 2

Autor: David Weschler

Adaptacéo Brasileira:
Elizabeth Nascimento,
2004

Casa do Psicélogo
Autor: David Weschler

Adaptacgao Brasileira:
Elizabeth Nascimento,
2004

Casa do Psicélogo

Rey Auditory Verbal
Learning — Normative
data for the Brazilian
population and analysis
of the influence of
demographic variables

Psychological &
Neuroscience, 2010

Sabrina S. Magalhdes,
Amer C. Hamdan

Autor: André Rey

Adaptacgao Brasileira:
Margareth da Silva
Oliveira e Maisa dos
Santos Rigoni, 2010

Casa do Psicélogo

Autores: Lous F.D’Elia,
Paul Staz, Craig Lyons
Uchiyama e Travis White

Adapatacao Brasileira:
lvan Sant’Ana Rabelo,




Atencao Sustentada e
Alternada

Trail Making Ae B

A Compendium of
Neuropsychological test-
Esther Straus, Elisabeth
M.S. and Otfried Spreen
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Funcao Teste Autores
Velocidade de WAIS Ill Escala de Autor: David Weschler
Processamento Inteligéncia . oo
das Informacoes Weschsler para A Brasnelra. E izl
Adultos Nascimento, 2004

Subteste: Codigos

Visuoconstrucao Figuras Complexas

de Rey
Fluéncia Verbal FAS
Fonética
Fluéncia Verbal Animais
Categorica
Escala de Lawton
Atividade de Vida
Diaria
Escala de Rastreio International HIV
IDHS Dementia Scale

Casa do Psicélogo

Autor: André Rey

Adaptacao Brasileira: Margareth da
Silva Oliveira e Maisa dos Santos
Rigoni, 2010

Casa do Psicélogo

A Compendium of Neuropsychological
test- Esther Straus, Elisabeth M.S. and
Otfried Spreen

Brucki SMD, Malheiros SFM, Okamoto
IH, Bertolucci PHF. Dados normativos
para o teste de fluéncia verbal
categoria animais em nosso meio. Arg.
Neuropsiquiatria; 55(1):56-61, 1997

Lawton MP.; Brody EM Assessment of
older people: self-maintaining and
instrumental activities of daily living.
Gerontologist, v. 9, p. 179-186, 1969

Sacktor, N.C.; Wong, M.; Nakasuijja.;
N, et al. The international HIV-1
Dementia Scale: a new rapid
screening test for HIV-1 dementia.
AIDS, 19:1367-74, 2005. Recuperado
em 13 de julho de
2012.www.journals.lww.com/aidsonline
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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

..........................................................................................................................

Natureza (grau de parentesco, tUtOT € €1C).......eeerrrrireeeeriurieeeriiieeeeeriireeeeereeeees
Documento de identidade n°...........ccccovvveeeeeeniciiiieennnn. ). (0 O

Data nascimento............ [ooeua... [.......

CEP:.eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e Telefone:

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “Avaliagio da carga viral liquorica,
plasmdtica em pacientes infectados pelo HIV-1 com alteracdes neurocognitivas”.
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-PESQUISADOR EXECUTANTE: Marilia Ladeira de Araujo
-PESQUISADOR RESPONSAVEL NO IIER: Augusto Penalva de Oliveira
-PESQUISADOR NA FMUSP: Jorge Simdo do Roséario Casseb

2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO [ | RISCO MEDIO [ |
RISCO BAIXO X RISCO MAIOR[_|

. DURACAO DA PESQUISA: 24meses
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Instituto de Infectologia Emilio Ribas

Titulo do projeto de pesquisa: “Avaliagdao da carga viral liquérica, plasmatica em
pacientes infectados pelo HIV-1 com alteracbes neurocognitivas”

Protocolo n°34/11

O (a) senhor (a) que ja faz parte do estudo do Dr. Augusto Penalva de Oliveira (que
fica no Instituto de infectologia Emilio ribas- protocolo n° 08/11, tendo como titulo da
pesquisa: “Estudo da prevaléncia de neuropatia periférica e deméncia associada ao
HIV em Séo Paulo), também estd sendo convidado a participar desse estudo sobre a
avaliacdo da quantidade do virus HIV (chamado de virus da imunodeficiéncia
humana) que estd no seu sangue, e também a quantidade de uma proteina fica no
liguido da espinha (ou liquor). Essa proteina se chama neurofilamento e ela indica se
0 seu cérebro possui alguma lesao causada pelo HIV.

Este estudo tera dois grupos: o primeiro chamado de grupo controle, compostos por
individuos infectados pelo HIV-1 e, o segundo grupo sera composto por individuos
HIV e com deméncia. No momento da entrevista nés lhe informaremos em qual grupo
o senhor pertence.

Para participar deste estudo, serdo solicitadas algumas informagdes de identificacao
pessoal (nome, sobrenome, data de nascimento, local, enderego entre outros). Estas
informagdes serdo mantidas em sigilo, ou seja, 0 seu nome nao sera divulgado e as
amostras receberdo um cédigo de identificagéo.

Nesse estudo irdo participar 120 pacientes em acompanhamento clinico no Instituto
de infectologia Emilio ribas, das quais 60 pacientes que tenham a deméncia
associadas ao HIV e 60 pacientes infectados pelo HIV, sem deméncia, que sera
Nosso grupo controle desta pesquisa.

No instituto de infectologia Emilio ribas foi feitos uma série de testes
neuropsicologicos, das quais apresentaram resultados normais, sem deméncia.
Dessa forma eles serdo usados como controle desta pesquisa.

Para fazer parte deste estudo € necessaria a coleta do liquido da espinha. Esta etapa
da pesquisa ja foi feita pela equipe do Dr. Augusto Penalva, deste modo sera feita
somente a coleta de sangue. A coleta de sangue (10 ml) aproximadamente dois
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. Isso raramente
causa um pequeno sangramento na pele que desaparecerd em pouco tempo. Este
procedimento sera feito nos dois grupos de pacientes dessa pesquisa.

O (a) senhor (a) ndo recebera nenhum tipo de beneficio direto por fazer parte deste
estudo. As informagdes obtidas poderao ajudar outras pessoas que tenham HIV.
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O (a) senhor (a) também tera o direito de optar por ndo participar deste estudo. Caso
0 senhor decida ndo participar, isso ndo afetara em nada quanto ao seu direito em
receber tratamento na rede publica de saude.

As informacgdes obtidas serdo analisadas em conjunto com as informacdes de outros
pacientes, ndo sendo divulgada a informacao de nenhum paciente. Os documentos
contendo as suas informagdes serdo guardados em local seguro e, somente o
pesquisador responsavel e o executante terdo acesso.

Nés lhe comunicaremos sobre novas informagdes deste ou de outros estudos,
incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensagéao financeira relacionada
a sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional ela sera adicionada no
orcamento da pesquisa.

No caso do participante apresentar alguma conseqiiéncia grave em decorréncia da
coleta, que o imobilize de seus afazeres domésticos (desde que seja devidamente
comprovado), este devera acionar ao coordenador do estudo e/ou pesquisador
executante, assim como receberd total assisténcia a tratamento médica na Instituigao.

Ao final deste estudo todas as amostras dos pacientes que foram coletados, assim
como o0s questionarios preenchidos serdo destruidos, evitando esta forma serem
identificado por terceiros.

Caso o (a) senhor (a) tiver alguma consideragao ou duvida sobre ética da pesquisa,
entre em contato com o comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Infectologia
Emilio Ribas atravées do telefone: (11) 3896-1406 ou pelo e-mail
comitedeeticaiier@ig.com.br. O senhor também recebera uma copia deste termo,
tendo alguma duvida sobre a pesquisa pode ligar para a pesquisadora executante
Marilia Ladeira e/ou pesquisador responsavel Jorge Casseb através do telefone
(11)3061-7194, ou através do e-mail; jorgecasseb@yahoo.com.br ou
ladeira.araujo@gmail.com. Podendo tirar suas duavidas agora ou a qualquer
momento. Desde ja agradecemos sua participacao!

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Acredito ter sido suficiente informado a respeito das informagdes que foram lidas pra
mim, descrevendo o estudo “AVALIACAO DA CARGA VIRAL LIQUORICA,
PLASMATICA EM PACIENTES INFECTADOS PELO HIV-1 COM ALTERACOES
NEUROCOGNITIVAS”.

Ficaram claros pra mim quais foram os propdsitos 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
participagdo é isenta de despesas e que tenho a garantia de acesso a tratamento
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hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento antes ou durante mesmo,
sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ser
adquirido, ou no meu atendimento neste servigo.

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

DADOS DO PACIENTE/REPRESENTANTE LEGAL
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v

QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FiSICA —

VERSAO CURTA -
Nome:
Data: / / Idade: Sexo: F () M ()

No6s estamos interessados em saber que tipos de atividade fisica as pessoas

Fazem como parte do seu dia a dia. Este projeto faz parte de um grande estudo

que esta sendo feito em diferentes paises ao redor do mundo. Suas respostas nos
ajudarao a entender que tao ativos n6s somos em relacao as pessoas de outros
paises. As perguntas estéo relacionadas ao tempo que vocé gasta fazendo

atividade fisica na ULTIMA semana. As perguntas incluem as atividades que vocé

faz no trabalho, para ir de um lugar a outro, por lazer, por esporte, por exercicio ou
como parte das suas atividades em casa ou no jardim. Suas respostas sdo MUITAS
importantes. Por favor responda cada questdo mesmo que considere que nao seja
ativo. Obrigado pela sua participagao !

Para responder as questdes lembre que:

"1 atividades fisicas VIGOROSAS sao aquelas que precisam de um grande
esforcgo fisico e que fazem respirar MUITO mais forte que o normal

"1 atividades fisicas MODERADAS sao aquelas que precisam de algum esforco
fisico e que fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé realiza por
pelo menos 10 minutos continuos de cada vez.

1a Em quantos dias da ultima semana vocé CAMINHOU por pelo menos 10
minutos continuos em casa ou no trabalho, como forma de transporte para ir de um
lugar para outro, por lazer, por prazer ou como forma de exercicio?

dias por SEMANA () Nenhum

1b Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos quanto
tempo no total vocé gastou caminhando por dia?
horas: Minutos:

2a. Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades MODERADAS por
pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta,
nadar, dancar, fazer ginastica aerdbica leve, jogar vélei recreativo, carregar pesos
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leves, fazer servigos domésticos na casa, no quintal ou no jardim como varrer,

aspirar, cuidar do jardim, ou qualquer atividade que fez aumentar moderadamente
sua respiracao ou batimentos do coracao (POR FAVOR NAO

INCLUA CAMINHADA)

dias por SEMANA () Nenhum

2b. Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas por pelo menos 10
minutos continuos, quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades
por dia?

horas: Minutos:

3a Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades VIGOROSAS por
pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo correr, fazer ginastica
aerobica, jogar futebol, pedalar rapido na bicicleta, jogar basquete, fazer servicos
domésticos pesados em casa, no quintal ou cavoucar no jardim, carregar pesos
elevados ou qualquer atividade que fez aumentar MUITO sua respiragdo ou
batimentos do coragéo.

dias por SEMANA () Nenhum

3b Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10
minutos continuos quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades
por dia?

horas: Minutos:

Estas ultimas questdes sdo sobre o tempo que vocé permanece sentado todo dia,
no trabalho, na escola ou faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto inclui
o tempo sentado estudando, sentado enquanto descansa, fazendo licdo de casa
visitando um amigo, lendo, sentado ou deitado assistindo TV. N&o inclua o tempo
gasto sentando durante o transporte em énibus, trem, metré ou carro.

4a. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana?
horas minutos

4b. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de final de
semana?
horas minutos



