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RESUMO

A infeccdo pelo HIV representa um grave problema de saude publica no mundo,
contando com milhdes de pessoas infectadas e novos casos registrados
anualmente. A terapia antirretroviral (TARV) mudou completamente o cenario da
infeccédo, propiciando marcante reducédo da mortalidade das pessoas que vivem com
HIV/aids (PVHA). Apesar dos beneficios da TARYV, seu uso cronico pode resultar em
efeitos adversos, como citotoxicidade e distdrbios metabdlicos, processos que
contribuem com a persistente ativacdo imune e estado inflamatorio intenso que as
PVHA apresentam. Assim, objetivamos investigar se a propolis, produto apicola que
possui inimeras propriedades terapéuticas, seria capaz de promover beneficios a
saude de PVHA assintométicas em uso de TARV. Para isso, apos randomizacao de
40 pacientes em carater duplo-cego, os dois grupos (500 mg/dia prépolis versus
placebo) foram analisados em dois momentos: antes (MO) e 3 meses apés (M1) a
intervencdo. Resultados da carga viral plasmatica do HIV, contagem de células T
CD4*/CD8*, hemograma e o perfil bioquimico/metabdlico foram obtidos via
prontuério eletrénico. A concentracdo de citocinas plasmaticas (TNF-a, IL-6, IL-10,
IL-17, IL-2 e IL-4) e a proliferacdo de linfocitos foram determinadas por citometria de
fluxo. A producado de citocinas (IFN-y, IL-5, IL-17, IL-10, IL-18, IL-18 e IL-33) por
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foi determinada por método
imunoenzimatico (ELISA). A expressdo dos genes T-bet, GATA-3, RORyt e Foxp3
foi avaliada pela reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-
gPCR). Houve aumento na atividade de creatinofosfoquinase no grupo tratado com
propolis, embora sem significancia clinica. Observou-se, no mesmo grupo, aumento
na concentracdo de magnésio, correlacdo positiva entre IL-10 (citocina anti-
inflamatoria) e contagem de células T CD4*, correlacdo negativa entre IL-10 e IFN-y
(citocina pro-inflamatéria), além do aumento da expressdo de Foxp3 e da
proliferacdo de linfécitos T CD4*. Assim, os resultados indicam que o uso da propolis
€ seguro e pode ser uma alternativa para melhora da resposta imune e reducao da
inflamacdo nos pacientes assintomaticos, através da indugdo de células T
reguladoras. Resultados adicionais obtidos com linhagem celular de mondécitos
humanos, em projeto paralelo, indicaram que a propolis exerce atividade
antioxidante, potencialmente envolvida em sua acao anti-inflamatéria e antialérgica,

0 que também pode ser uma contribuicdo para as PVHA. No entanto, mais estudos



sao necessarios para confirmar esses achados e poder considerar a propolis uma
intervencao efetiva para as PVHA, em especial aquelas com comorbidades ou falha

terapéutica, ndo contempladas neste estudo.



ABSTRACT

HIV infection represents a serious public health problem in the world, with millions of
people infected and new cases registered annually. Antiretroviral therapy (ART) has
completely changed the infection scenario, providing a marked reduction in the
mortality of people living with HIV/AIDS (PLWHA). Despite the benefits of the ART,
its chronic use can lead to side effects such as cytotoxicity and metabolic disorders,
what contributes to persistent immune activation and inflammatory status in PLWHA.
Thus, we aimed to investigate whether propolis, a bee product presenting several
therapeutic properties, could be able to improve the health of asymptomatic PLWHA
under ART. After a double-blind randomization of 40 patients, two groups (500
mg/day propolis versus placebo) were analyzed in two moments: before (MO) and 3
months after (M1) the intervention. Plasma HIV viral load, CD4*/CD8" T cell count,
complete blood count and biochemical/metabolic profile were obtained via electronic
medical record. The concentration of plasma cytokines (TNF-a, IL-6, IL-10, IL-17, IL-
2 and IL-4) and lymphocyte proliferation were determined by flow cytometry. The
production of cytokines (IFN-y, IL-5, IL-17, IL-10, IL-18, IL-18 and IL-33) by
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) was determined by Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA). The expression of the T-bet, GATA-3, RORyt and
Foxp3 genes was evaluated by real time reverse transcription polymerase chain
reaction (RT-gPCR). There was an increase in creatinophosphokinase activity after
propolis intake, although without clinical significance. The same group also showed
increased magnesium levels, a positive correlation between IL-10 (anti-inflammatory
cytokine) and CD4* T cell count, a negative correlation between IL-10 and IFN-y
(proinflammatory cytokine), an increased Foxp3 expression and CD4* T lymphocytes
proliferation. Our findings indicate that the use of propolis is safe and may be an
alternative for improving the immune response and reducing inflammation in
asymptomatic patients, inducing regulatory T cells. Additional findings were obtained
using a human monocytic cell line in a parallel project, indicating that propolis exerted
an antioxidant activity, potentially involved in its anti-inflammatory and antiallergic
action, what can also be a contribution to PLWHA. However, more studies are
needed to confirm these findings and consider propolis an effective intervention for
PLWHA, especially those with comorbidities or therapeutic failures, who was not

included in this study.
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1. Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e aids

1.1. Aspectos gerais e historia natural da doenca

A infeccdo pelo HIV representa um dos maiores problemas de salde
publica no mundo, com 38 milh6es de pessoas infectadas, sendo 1,7 milhdo
somente em 2019 (UNAIDS, 2020). Apesar dos intensos avancos tecnoldgicos e das
pesquisas relacionadas ao seu diagndstico precoce e tratamento eficaz, a infeccédo
pelo HIV ainda € emergente, em funcdo do elevado nimero de novos casos a cada
ano e de sua gravidade (Brasil, 2020).

O HIV comecou a propagar-se, de forma silenciosa, na década de 70
(Gallo, 2006; Montagnier, 2010). Em 1980, ocorreu o primeiro caso da doenga no
Brasil (Brasil, 2008) e, em 1981, foi identificada e denominada “sindrome da
imunodeficiéncia adquirida”, conhecida pela sigla AIDS (Gallo, 2006; Montagnier,
2010). Em 1982, foram identificados os modos de transmissado do virus: via sangue,
relacdo sexual e da mae para o filho (Galvdo, 2002). No mesmo ano, foram
identificados os entdo chamados grupos de risco, denominados de "5 H's™
homossexuais, usuarios de heroina, haitianos, hemofilicos e hookers (do inglés,
“prostitutas”) (Gallo, 2006). Em 1983, o HIV foi finalmente isolado e, no ano de 1984,
foi confirmado como agente causal da aids (Montagnier, 2010).

O entendimento inicial da patogénese do HIV e o rapido avanco na
pesquisa levaram a expectativa de que a aids pudesse ser prontamente resolvida,
porém, com experiéncia em retrovirus, os cientistas sabiam que esse seria um longo
caminho e, até mesmo, uma infeccdo permanente (Gallo, 2006).

Os anos seguintes caracterizaram um periodo de mobilizagéo global, com
campanhas de educagdo quanto a prevencdo da infecgcdo, um grande avango
pratico que continua até os dias atuais, mas com resultados que variam a nivel local
e temporal (Gallo, 2006).
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O HIV pertence ao género Lentivirus e a familia Retroviridae. E um virus
de RNA, de estrutura esférica, com tamanho médio de 100 a 120 nm, encapsulado
por um nucleocapsideo, um capsideo e um envelope externo com bicamada
fosfolipidica (ICTV, 2017; Brasil, 2018a). Seu genoma inclui, principalmente, os
genes gag, pol e env, que codificam proteinas estruturais e enzimas virais, além de
outros genes regulatérios e acessorios (Miller, 2010).

A entrada do virus na célula do hospedeiro é mediada, inicialmente, pela
glicoproteina (gp) 120, presente no envelope viral, que se liga ao receptor CD4
presente nas células do hospedeiro, como linfécitos T CD4*, células dendriticas
(DCs) e macréfagos. Essa ligacdo desestabiliza a gpl120 e expde sua alca V3, que
interage com o co-receptor CCR5 ou CXCR4. Em seguida, ocorre a ativagao da
gp41l e a fusdo do envelope viral com a membrana celular, permitindo a entrada do
virus na célula do hospedeiro (Kwong et al., 1998; Goodsell, 2015). Apds liberacéo
do material genético viral na célula do hospedeiro, O RNA é convertido em DNA pela
acdo da enzima viral transcriptase reversa, e, posteriormente, o DNA viral € inserido
no DNA do hospedeiro com auxilio da enzima viral integrase. A partir desse
momento e pela acdo da protease viral, a célula hospedeira produz RNA e proteinas
virais para formacdo de novos virus, que sdo entdo liberados da célula por
brotamento e, apds sofrer maturacdo, sdo capazes de infectar outras células
(Goodsell, 2015).

ApOs o contato inicial com o HIV, macréfagos, DCs e células T residentes
no local de entrada sdo as primeiras células a serem infectadas (Espindola et al.,
2016). A resposta imune inata € desencadeada no foco da infeccdo, com posterior
atracdo de células T, levando ao aumento da replicacdo e disseminacdo do virus
(McMichael et al.,, 2010). No decorrer da infecgdo, o HIV é disseminado para os
reservatorios virais, principalmente nos tecidos linfoides (Trigo & Costa, 2016).

Desde a entrada do virus no organismo até a viremia inicial, decorrem
cerca de 4 a 11 dias (Trigo & Costa, 2016), com pico em torno de 21 a 28 dias apos
a exposicao (McMichael et al., 2010).

Essa primeira fase da infec¢do, denominada de fase aguda, geralmente &
sintomética, com duracdo de algumas semanas. As queixas e sinais clinicos mais

observados nesse momento sdo febre, adenopatia, astenia, faringite, exantema,
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mialgia e cefaleia. Nessa fase, sdo observados valores elevados de carga viral
plasmatica do HIV, maior nimero de células infectadas e queda no numero de
células T CD4* (McMichael et al., 2010; Espindola et al., 2016; Brasil, 2018a).

Durante a disseminagdo sistémica viral, a resposta imune especifica é
desencadeada para controlar a infeccdo (Langford et al., 2007). Essa resposta conta
com a acao de linfécitos T citotoxicos especificos contra o HIV e producdo de
anticorpos neutralizantes, levando a diminuicdo da viremia até o nivel de set point
viral e o estabelecimento de uma infeccdo latente (Ascher & Sheppard, 1988; Trigo
& Costa, 2016). Assim, € estabelecida uma fase cronica que perdura por muitos
anos. O exame clinico nessa etapa costuma ser normal, com excecdo da
linfadenopatia que pode ser persistente, e alguns achados laboratoriais como
anemia e leucopenia leves (Brasil, 2018b).

No entanto, a resposta imune desencadeada € tardia e insuficiente para
evitar a progressdo e erradicacdo da infeccdo (McMichael et al.,, 2010). Com a
progresséo da infecgéo, ocorre a evolucdo para aids, caracterizada pela contagem
de linfécitos T CD4* inferior a 200 células/mm3, presenca de infecGes oportunistas e
neoplasias (Trigo & Costa, 2016). Assim, o principal dano causado pelo HIV é a
deterioracdo progressiva do sistema imunolégico, especialmente das células T
CD4*, acarretando grave imunodepressdo, o que torna o individuo mais suscetivel
as doencas oportunistas e determinadas neoplasias (Gallo, 2006; Brasil, 2014).

O curso da infeccdo depende dos fatores virologicos e também do
hospedeiro (Okulicz et al., 2009). Estima-se que o tempo entre 0 contato inicial com
o0 virus e surgimento da aids, em individuos néo tratados, seja de aproximadamente
10 anos (Brasil, 2013). Esse quadro acontece com os chamados “progressores
tipicos”, no entanto, cerca de 5% dos infectados permanecem sem sintomas ou
evidéncia clinicas da infeccdo por um periodo superior, sendo denominados de
“progressores lentos” (Kumar, 2013). Ha, ainda, um grupo mais raro (< 1% dos
infectados), os chamados “controladores de elite”, que mesmo sem tratamento
apresentam carga viral indetectavel (Poropatich & Sullivan, 2011). No entanto, desde
a recomendacgao do tratamento antirretroviral imediato para todas as pessoas que
vivem com HIV/aids (PVHA), tornou-se mais escassa a identificacdo desses grupos
(Brasil, 2018b).

15



Como as células T CD4* sédo essenciais para o desenvolvimento da
resposta imune adaptativa, sua deplecdo resulta em significativa reducdo na
capacidade de elaboracéo da resposta imune especifica do hospedeiro (Langford et
al., 2007; Said et al., 2010). Melhores respostas linfoproliferativas a antigenos
especificos do HIV sdo observadas em individuos que apresentam progressdo mais
lenta da doenca, em comparacdo aos individuos que demonstram rapida
progressdo. Dessa forma, a contagem de células T CD4* consiste em um importante
marcador para acompanhar o desenvolvimento da doenca, sendo que baixas
contagens estdo relacionadas com maiores chance de progressao (Langford et al.,
2007). Além de reduzir a quantidade dessas células, a infeccdo viral também

ocasiona menor fungéo efetora das mesmas (Said et al., 2010).

1.2. Ativacao imune e inflamacao no HIV/aids

A infeccdo pelo HIV induz intensa desregulacdo do sistema imunoldgico,
gerando perda da funcdo celular e inflamacédo crénica. A exaustdo imunolégica
observada nas PVHA é caracterizada pelo aumento do fenétipo ativado das células
T e B, porém diminuicdo da capacidade proliferativa e perda da capacidade efetora
das células do sistema imune (Gutiérrez et al., 2019).

Dentre as respostas imunes adaptativas existentes, as subpopulacdes
celulares mais estudadas sdo os linfécitos T helper (Th) 1, Th2, Thl7 e T regulador
(Treg). Nunnari et al. (2016) descreveram que a progressdo para a aids deve-se
provavelmente ao grande desbalanco que ocorre entre esses diferentes perfis de
resposta.

Clereci & Shearer (1993) revelaram que o desequilibrio das respostas Thl
e Th2 estd associado com resisténcia a infecgdo pelo HIV ou progresséo para aids.
Os autores descreveram que a exposicao ao HIV desencadeia forte resposta Thl
contra o virus, enquanto a progressao para aids esta relacionada com a perda da
producéo de IL-2 e IFN-y e aumento de producgao de IL-4 e IL-10 (Clereci & Shearer,
1993). Orsilles et al. (2006) observaram que pacientes HIV* sem uso da terapia
antirretroviral (TARV) e com contagem de CD4 = 200 células/mm? apresentavam

maior concentracdo de IL-2, ao passo que aqueles com contagem de CD4 < 200
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céls/mm?® apresentavam maior producdo de IL-10, comparados ao controle. No
entanto, ndo foram observadas diferencas significativas desses valores em
pacientes sob uso de TARV, demonstrando que a desregulacdo das citocinas pode
ser revertida pela terapia (Orsilles et al., 2006).

De fato, o HIV é capaz de modular a secrecdo de diversas citocinas
durante a progressdo da infeccdo, mas a influéncia dessas moléculas na
patogénese do virus é diversa e ndo completamente entendida (Chinen & Shearer,
2002). Roberts et al. (2010) observaram elevacao de diversas citocinas inflamatérias
na infeccdo aguda pelo HIV, como IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a. Os autores
também descreveram que as citocinas IL-12 e IFN-y estdo associadas com baixa
carga viral, enquanto IL-7 e IL-15 estédo associadas com carga viral elevada (Roberts
et al., 2010). Nunnari et al. (2016) identificaram que individuos HIV* sem tratamento,
com alta viremia ou controladores de elite, apresentaram maior expressao de
citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, INF-y, IL-18) e quimiocinas (CCL3, CCR6, CCL5,
CCR7, CXCL16 e CXCR4) do que individuos saudaveis. Também as moléculas de
HLA | e Il, CD3, CD4, CD28, CD69, CTLA4 e LAG3 estavam positivamente
reguladas nas PVHA (Nunnari et al., 2016), demonstrando o estado de ativacao
imune na infeccdo pelo HIV.

A principal caracteristica da infeccdo pelo HIV é a secrecdo de citocinas
pré-inflamatérias, as quais podem favorecer a replicacdo do virus, a apoptose das
células T (Decrion et al., 2005) e contribuir com o desenvolvimento de comorbidades
nao-associadas a aids (Tasca et al, 2012). Além das citocinas, outros
biomarcadores associados a processos inflamatorios encontram-se elevados nas
PVHA, como a alfa-1-glicoproteina acida (Cordialli et al., 1992), proteina C reativa
(PCR) e creatinofosfoquinase (CPK) (Monteiro et al., 2013; Neuhaus et al., 2010).
Além disso, PCR e CPK sdo fatores também associados ao risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, corroborando o fato de que as PVHA
frequentemente apresentam maior estado inflamatorio e danos cardiovasculares em
relacdo a populacdo nédo infectada (Deeks, 2011). Tien e colaboradores (2010)
sugeriram que, mesmo em PVHA com contagens de CD4 > 500 células/mm?3
relativamente preservadas, a inflamacéo ainda é um importante fator de risco para

mortalidade dessa populacéo.
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Além dos marcadores inflamatérios, também a proteina de morte celular
programada 1 (PD-1) apresenta-se superregulada em pacientes HIV* sem uso de
TARYV (Said et al., 2010). Outros marcadores associados a coagulacédo (D-dimero) e
funcédo renal (cistatina C), encontram-se elevados na infecgao pelo HIV, mesmo
apos adesdo a TARV e supressao da carga viral (Neuhaus et al., 2010).

O HIV também induz ativacdo do inflamassoma, um complexo
citoplasmatico multiproteico que contribui com o processo inflamatorio (Hernandez et
al., 2014). A ativacao do inflamassoma induz a maturacao das citocinas IL-13, IL-18
e IL-33 em suas formas biologicamente ativas, as quais sdo entdo liberadas das
células e desempenham papel crucial na inflamacdo. A ativacdo do inflamassoma
parece ter participacdo em uma variedade de doengas inflamatérias, como
aterosclerose, gota e diabetes do tipo 2 (Yang et al., 2012). Na infeccao pelo HIV,
observa-se alta expressdo de IL-1B, IL-18 e caspase-1 tanto no tecido linfoide
associado ao intestino (GALT) quanto nas células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) (Feria et al., 2018).

Para o0 controle de resposta imunolégica exacerbada, diversos
mecanismos sdo acionados, como a diferenciacdo celular para o perfil de células
Tregs (Raphael et al., 2015). Os linfocitos Treg secretam citocinas anti-inflamatorias
e suprimem respostas inflamatorias em diversos contextos biolégicos, sendo
considerados um fator vital de regulacdo negativa da inflamacao, inclusive em
processos infecciosos cronicos (Plitas & Rudensky, 2016). No entanto, na infec¢ao
pelo HIV é observado um estado de hiperativacdo imune, com reducdo no nimero e
funcdo das Tregs (Eggena et al., 2005; Prendergast et al., 2010), sendo a contagem
dessas células ainda menor na auséncia da TARV (Gutiérrez et al., 2019).

As PVHA também apresentam diminuicdo do perfil Thl7 - resposta
importante para manutencdo da homeostase no GALT. Essa resposta previne a
inflamacé&o e evita alteracdes na estrutura da mucosa intestinal, diminuindo o risco
de ruptura da barreira epitelial, dificultando a translocacdo microbiana do limen
intestinal para a corrente sanguinea (Wacleche et al., 2017). A presenca de produtos
microbianos circulantes nas PVHA, principalmente o lipopolissacarideo (LPS), esta
diretamente correlacionado com aumento da ativagdo da resposta imune inata e

adaptativa, e com aumento da producéo de citocinas pré-inflamatérias (Klatt et al.,
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2013). Assim, na falha de uma resposta protetora no GALT, todos estes processos
sao intensificados, comprometendo ainda mais o status clinico das PVHA (Brenchley
et al., 2006; Hsu et al., 2013).

A translocagdo microbiana, bem como os danos gen6micos e estresse
oxidativo podem contribuir para senescéncia celular acelerada na infeccéo pelo HIV.
Muitas das anormalidades do sistema imune, geralmente relacionadas com aumento
da idade, sdo observadas mais cedo e mais frequentemente nas PVHA, como a
reducdo do numero e fungdo das células-tronco hematopoiéticas, disfuncdo timica,
repertério de células T reduzido, potencial proliferativo limitado, capacidade de
resposta reduzida as vacinas, concentracfes aumentadas de citocinas proé-
inflamatdrias, e propor¢gdes CD4/CD8 diminuidas, conforme revisado por Deeks
(2011).

A ativacdo das células T CD8* especificas para o controle da infeccao,
apesar de suprimir a replicacdo viral, contribui também para o aumento da ativacéo
imune crbnica e seus marcadores, tais como a expressao de CD38 e HLA-DR.
Durante a progressao da infeccdo, essas células adquirem um fendtipo
caracteristico de imunosenescéncia, com capacidade proliferativa e funcional
limitadas, o que pode ser observado mesmo nos individuos sob uso de TARV
(Warren et al., 2019).

Assim, a ativagdo do sistema imune e o processo inflamatorio séo
persistentes durante todo o curso da infecao, sendo decorrentes, provavelmente, de
varios fatores, incluindo efeitos diretos das proteinas virais, a propria resposta imune
ao virus, translocacao microbiana, producdo desregulada de citocinas e quimiocinas,
replicacdo residual do HIV, estimulo provocado por outros patdgenos, perda de
células regulatérias, fibrose do timo e linfonodo (Hunt, 2012; Kamat et al., 2012;
Brasil, 2013; Hsu et al., 2013; Zicari et al., 2019), além de efeitos adversos da
propria TARV, como citotoxicidade, promogdo de estresse oxidativo e distarbios
metabdlicos.

As persistentes ativacdo imune e inflamacdo observadas nas PVHA
merecem atencdo, pois séo fatores potencialmente determinantes de morbidade e

mortalidade ndo associadas a aids, mesmo nos individuos sob TARV e que
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apresentam supressao viral adequada (French et al., 2009; Deeks, 2011; Aberg,
2012; Hunt et al., 2013; Zicari et al., 2019).

1.3. Terapia antirretroviral (TARV)

A TARYV foi considerada o maior avan¢co da pesquisa na area HIV/aids
(Gallo, 2006), diminuindo consideravelmente a morbidade e mortalidade das PVHA
(Brasil, 2013), além de impactar na economia do sistema publico de saude, evitando
gastos com internacgdes e tratamento de infec¢des oportunistas (Galvao, 2002).

O tratamento antirretroviral no Brasil teve inicio no ano de 1989, com a
zidovudina (AZT), a qual passou a ser distribuida em 1991 de forma gratuita pelo
Sistema Unico de Salde (SUS). No ano de 1996, foi instituida a lei brasileira que
garantia as PVHA o acesso universal e gratuito aos medicamentos antirretrovirais.
Desde entdo, terapias mais eficazes e refinadas foram surgindo no pais (Brasil,
2008). Estima-se que, apés um ano de tratamento, pelo menos 80% das PVHA
apresentam carga viral inferior a 50 cOpias/mL, supressao viral que se mantém no
decorrer do tempo (Brasil, 2018b).

De acordo com o Programa Conjunto das Na¢des Unidas sobre HIV/AIDS
(UNAIDS), até o fim de 2019, aproximadamente 25,4 milhbes de PVHA tinham
acesso a TARV, o que é considerado um grande aumento comparado aos 7,7
milhdes em 2010. Além disso, desde 2010, a mortalidade relacionada a aids
diminuiu consideravelmente devido a esta terapia (UNAIDS, 2020). De acordo com o
Boletim Epidemiolégico HIV/Aids do Ministério da Saude (2020), a taxa de
mortalidade sofreu decréscimo de 28,1% entre 2014 e 2019, possivelmente, em
consequéncia da recomendagado do “tratamento para todos” e da ampliagdo do
diagndstico precoce da infec¢do pelo HIV (Brasil, 2020).

A TARYV engloba varios tipos de farmacos, que atuam em diferentes fases
do ciclo viral. As classes utilizadas para o tratamento da infeccdo pelo HIV incluem
os inibidores de transcriptase reversa analogos de nucleosideos (ITRN), inibidores
de transcriptase reversa nao analogos de nucleosideos (ITRNN), inibidores de
protease (IP), de fuséo, de integrase e antagonistas do correceptor CCR5. Tais

classes séo utilizadas em associacdo, compondo diferentes esquemas terapéuticos,
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cuja prescricdo depende de diversos fatores, como presenca de comorbidades,
intolerancia medicamentosa, uso de outros medicamentos, presenca de co-
infecgdes, risco cardiovascular elevado, ocorréncia de falha virologica, entre outros
(Brasil, 2018Db).

Considerando os beneficios da TARV, como supressao viral, melhora da
funcdo imunoldgica e reducdo da transmissdo do HIV, a Organizacdo Mundial da
Saude passou a recomendar o inicio imediato da terapia a todos pessoas
diagnosticadas com a infeccdo, independente do estagio clinico ou imunoldgico
(Ford et al., 2018).

Assim, a adesdo a TARV tem promovido maior sobrevida e mais
beneficios as PVHA, levando a reducdo do reservatério viral e protecdo da
imunidade inata e adquirida (Saez-Cirion et al.,, 2013). Valdez et al. (2002)
descreveram que a maioria das mudancas na restauracdo imunolégica das PVHA
ocorre ja durante o primeiro ano do uso da TARV.

Apesar dos beneficios promovidos pela TARYV, o inicio terapéutico tem
ocorrido cada vez mais cedo, ocasionando surgimento precoce de eventos adversos
causados pelos antirretrovirais, como disturbios metabdlicos, doencas
cardiovasculares, toxicidade Ossea, desenvolvimento de hepatopatias, alteracbes
renais e pancreaticas (Rose et al., 2006; Aberg, 2012; Hsu et al., 2013; Pinto Neto et
al., 2013; Deeks et al., 2015; Ngala et al., 2015; Vos et al., 2018). Além disso,
mesmo sob terapia, a inflamacdo e ativacdo imune ainda estdo presentes nas
PVHA, quando comparado aos individuos néo infectados (Deeks, 2011; Kamat et al.,
2012).

Entre as alteracbes metabdlicas oriundas da TARV, a dislipidemia,
caracterizada pelo aumento dos niveis séricos de triglicérides, colesterol total, LDL-
colesterol, e reducdo do HDL-colesterol, € mais prevalente em PVHA do que na
populacao de ndo-infectados (Rose et al., 2006). Uma vez iniciada a TARV, observa-
se que 33% a 82% dos pacientes desenvolvem hipercolesterolemia e 43% a 66%
hipertrigliceridemia (Yu et al., 2005), alteracbes estas que contribuem para o
aparecimento de doencas cardiovasculares nesses pacientes (Venkataramana,
2013).
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As alteracbes do perfil metabdlico estdo associadas também com o
desenvolvimento da resisténcia a insulina, que, por sua vez, pode contribuir com o
desenvolvimento de hipertensdo arterial sistémica. Essas alteracbes provocadas
pela TARV, somadas as alteragbes no perfil lipidico e inflamatério, resultam em
aumento no risco de doencgas cardiovasculares em PVHA (Brasil 2013, 2018b).

Outro evento adverso provavelmente associado a TARV é o
desenvolvimento da lipodistrofia - desordem do tecido adiposo caracterizada por
niveis alterados de gordura em diferentes partes do corpo (Araudjo-Vilar & Santini,
2019). Além dos fatores intrinsecos do individuo, da prépria infeccdo e da TARV, a
concentracdo elevada de proteinas inflamatérias também estd associada ao seu
desenvolvimento (Caron-Debarle et al., 2010). Como exemplo, a citocina TNF-q,
cuja expressao estd aumentada no tecido lipoatréfico das PVHA, é responsavel pela
inducdo da apoptose das células de gordura. A lipodistrofia € um fator impactante na
vida das PVHA, causando problemas psicolégicos, sociais, diminuindo adesédo a
terapia e aumento da morbimortalidade nesses individuos (Brasil, 2013).

Alteracbes renais podem ser decorrentes da nefrotoxicidade causada
pelos antirretrovirais ou das alteracbes metabdlicas relacionadas a estas
medicacfes (Brasil, 2013). A doenca renal cronica apresenta alta prevaléncia em
PVHA sob TARV, com indices que s6 sdo observados na populacdo geral com mais
de 60 anos de idade (Menezes et al., 2011). PVHA também apresentam maior risco
de desenvolver injdria renal aguda do que individuos néo infectados (Wyatt, 2014).

A hepatotoxicidade grave acomete até 10% das PVHA sob TARV (Brasil,
2013), pois tanto os antirretrovirais quanto o virus desencadeiam aumento da
atividade de aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)
(Mgogwe et al., 2012; Venkataramana et al., 2013). Além disso, o0 aumento desses
marcadores esta associado a maior risco de mortalidade em PVHA (Viana et al.,
2011).

As alteracdes pancreaticas também sao frequentes nas PVHA (Chehter et
al., 2000), sendo consideradas umas das principais causas de morbidade nessa
populacdo (Raza et al., 2013) e também podem estar associadas ao uso dos

antirretrovirais (Oliveira et al., 2014).
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A prevaléncia de osteopenia e osteoporose € pelo menos trés vezes
maior em pessoas infectadas pelo HIV do que em néo infectadas e, da mesma
forma, as fraturas também s&o mais comuns nessa populacdo (Deeks, 2011). A
propria infeccdo pelo HIV pode causar disturbios de mineralizacdo 6ssea, atraves da
acao direta do virus nas células osteogénicas, e também pela presenca persistente
de citocinas pré-inflamatérias e alteracdes no metabolismo da vitamina D (Brasil,
2013). Além disso, a TARV também contribui nesse cenario, em decorréncia da
toxicidade dos medicamentos e da persistente inflamacéo sistémica (Deeks, 2011).
Os antirretrovirais podem interferir no metabolismo do fosforo e da vitamina D
(Brasil, 2018b), inibir a formacéo 6ssea ou influenciar na diferenciacao e funcédo dos
osteoclastos (Brasil, 2013). Estima-se que, nos primeiros dois anos da terapia, a
densidade Ossea sofre uma reducdo de 2 a 6%, com posterior estabilizagdo (Brasil,
2018b).

Também as neoplasias passaram a ser responsaveis por um ndamero
maior de 6bitos nas PVHA apés a implementacao da TARV, associada ao aumento
da média de idade das PVHA, presenca de co-infeccbes, exposi¢cdo prolongada a
fatores ambientais de risco e estilo de vida. Entre os tipos de canceres mais comuns
nessa populacdo estdo os de pele, pulmao, colorretal/anal, carcinoma hepatocelular,
e linfoma de Hodgkin’s, conforme revisado por Brugnaro et al. (2015).

Ha que se considerar, também, outros fatores que podem contribuir com o
surgimento ou agravamento dessas comorbidades, como tabagismo, etilismo,
sedentarismo, alimentacdo desbalanceada, estresse, co-infeccdes com virus da
hepatite B e C, doencas pré-existentes, uso de outros medicamentos, fatores
geneéticos, entre outros (Deeks, 2011; Brasil, 2018b).

Assim, atualmente as principais causas de Obito em PVHA estao
associadas as comorbidades néo-aids, diferentemente da era pré-TARV, em que as
causas de Obito eram associadas principalmente com a profunda imunossupressao
e desencadeamento de infecgcbes oportunistas. As principais comorbidades
atualmente presentes nas PVHA sdo doencas tipicas do envelhecimento, como
doenca cardiaca isquémica, acidente vascular encefalico e outras alteracdes do
sistema nervoso central, dislipidemias, hepatopatias, doenca renal cronica, diabetes

mellitus, alteracGes 6sseas, canceres nao relacionados a aids, entre outras (Crum-
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Cianflone et al., 2010; Deeks, 2011; Guaraldi et al., 2011; Venkataramana, 2013;
Ramana, 2014; Ngala et al., 2015). Estas comorbidades s&do frequentes em
individuos infectados pelo HIV (Hsu et al., 2013; Maciel et al., 2018), e aparecem
cerca de 15 anos mais cedo nas PVHA do que na populagdo em geral,
caracterizando o “envelhecimento precoce” (Guaraldi et al.,, 2011). Além disso, o
processo inflamatério cronico apresentado pelas PVHA também é um importante
mecanismo desencadeador do envelhecimento mais acelerado (Wing, 2016).

Portanto, muitas das comorbidades encontradas nas PVHA podem ser
consequéncia do dano direto do virus bem como da inflamacéo persistente e da
toxicidade da terapia antirretroviral (Anthony et al., 2006; Brasil, 2013; Zicari et al.,
2019).

Diante deste cenario, pode-se observar que ainda ha necessidade de
encontrar novas alternativas quanto a melhoria da saude das PVHA, visando
atenuar o impacto da prépria infeccdo e dos efeitos adversos da TARV nestes
individuos. Assim, tivemos a iniciativa de investigar um produto apicola — a propolis,
a qual apresenta inUmeras propriedades terapéuticas, na promocao de beneficios a
saude das PVHA sob TARV.

2. Prépolis

2.1. Aspectos gerais

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a
propolis é classificada como um produto opoterapico, coletada a partir de espécies
vegetais e que sofre adicdo de secre¢Bes da abelha (Brasil, 2011). A propolis €
elaborada pelas abelhas a partir de material coletado de diferentes partes das
plantas, como brotos, ramos, cascas de arvores, exsudatos resinosos e botbes
florais, ao qual as abelhas adicionam enzimas salivares, cera e poélen (Bankova,
2005). Dessa forma, a propolis caracteriza-se como um material lipofilico, resinoso,
balsamico (Fokt et al., 2010) e de matriz complexa (Braakhuis, 2019).

Em relacdo as suas caracteristicas organolépticas, a propolis apresenta

aspecto duro e quebradico em baixas temperaturas, e apresenta-se como material
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Glossary:

BCA, bicinchoninic acid, CD, cluster of  differentiation; DNFB,
1-fluoro-2,4-dinitrobenzene; DPPH, 2,2-Diphenyl-1-picrylnydrazyl; EC, effective
concentration; FBS, fetal bovine serum; FITC, fluorescein isothiocyanate conjugate;
GC-MS, gas chromatography—mass spectrometry; HCI, hydrochloric acid; HEPES, 2-
[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid; HMOX-1, heme oxygenase-1,;
HPLC-PDA-ESI/MS", high performance liquid chromatography coupled to
photodiode-array detector and interfaced with a electrospray ionization mass
spectrometer; ICAM-1, intercellular adhesion molecule-1; IL, interleukin; IFN-y,
interferon gamma; LPS, lipopolysaccharide; NaCL, sodium chloride; Nrf2, nuclear
factor-erythroid-2—-related factor 2; PBS, phosphate buffered saline; PVDF,
polyvinylidene fluoride; ROS, reactive oxygen species; RPMI, Roswell Park Memorial
Institute; SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis;
SOD, superoxide dismutase; TNF-a, tumor necrosis factor alpha; WST-1, [2-(4-

lodophenyl)- 3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2Htetrazolium.
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Conclusoes

O consumo de propolis durante 3 meses (500 mg/dia) por PVHA

assintomaticas sob TARV promoveu:

= Aumento na atividade de CPK, considerado uma alteragdo sem
importancia clinica relevante. Visto que o0s pacientes ndo apresentaram
mioglobindria e sinais clinicos de rabdomiolise, a administracdo da prépolis pode ser

considerada segura e sem efeitos adversos;

= Aumento na concentracdo de magnésio, indicando que a propolis pode
contribuir para a manutencédo da homeostase do organismo, uma vez que esse ion
estd envolvido em varias reacdes metabdlicas e € um importante regulador

fisiolégico e hormonal,

= Associacdo entre imunidade adequada (alta contagem de células T
CD4*) e menor estado inflamatério (altos niveis de IL-10), o que foi refor¢cado pela

correlagdo inversa entre as citocinas anti-inflamatoéria IL-10 e a pro-inflamatoria IFN-

Ys

= Aumento na expressao de Foxp3, fator de transcricdo caracteristico de
células T reguladoras, indicando que o consumo de prépolis modula a resposta

imune das PVHA, favorecendo um perfil anti-inflamatorio;

= Aumento na proliferacédo de linfécitos T CD4*, indicando que o consumo

de propolis pode melhorar a resposta imunolégica das PVHA sob TARV.
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Considerando a importancia da utilizacdo da TARV e o inicio da terapia
cada vez mais precoce, procuramos nesse trabalho uma alternativa que minimizasse
seus efeitos adversos e promovesse melhor qualidade de vida as PVHA. Nesse
sentido, a propolis apresentou resultados interessantes e promissores, n&o
acarretando efeitos colaterais e conferindo, consequentemente, seguranca apos sua
ingestao.

A propolis aumentou a concentracdo de magnésio, a linfoproliferacao e
promoveu perfil anti-inflamatério em PVHA assintométicas sob TARV. Esses
achados nao foram associados as caracteristicas sociodemograficas e terapéuticas,
tampouco as mudancas nos habitos alimentares destes individuos.

Ademais, resultados adicionais obtidos com linhagem celular de
mondcitos humanos, em projeto paralelo, indicaram que a prépolis exerce atividade
antioxidante, potencialmente envolvida em sua acao anti-inflamatéria e antialérgica,
0 que também pode ser uma contribuicdo para as PVHA.

Novos estudos sdo necessarios para a adocdo da propolis como
intervencgéo efetiva para as PVHA, em especial aguelas com comorbidades ou falha

terapéutica, ndo contempladas neste estudo.
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