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RESUMO

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) € uma manifestagéo
clinica avancada da infecgéo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1 e HIV-
2). A AIDS, foi descrita pela primeira vez em 1981 nos Estados Unidos, em Los
Angeles, Nova York e San Francisco em um grupo de pacientes que apresentavam
patologias nao usuais que incluiam, pneumonia por Pneumocystis carinii (comum em
pessoas imunodeprimidas), Sarkoma de Kaposi (tumor raro de pele) e outras
infecgdes oportunistas. Uma avaliagdo mais completa destes pacientes mostrou que
eles tinham em comum uma significante diminuicdo da resposta imunocelular e
diminuicdo das células T helper (TCD4) e estes pacientes eram na sua maioria
homossexuais masculinos. A distribuicdo geografica da AIDS mostra a néo
existéncia de fronteiras a sua dispersao, atingindo todos os continentes. O maior
niimero de casos relatados ocorre na Africa, seguido pela Asia e América do Sul.
Desde a sua descoberta em 1981, a AIDS aumentou em proporgdes epidémicas em
todo mundo, embora a morte pela AIDS tem mostrado redugéo nos ultimos anos
gragas ao tratamento com anti-retrovirais, bem como por campanhas de prevengao
realizadas pelos 6rgaos Institucionais. No Brasil o nimero de casos diagnosticados
de AIDS até marg¢o de 2001 era de 203.353 segundo o Ministério da Saude. No
estado Santa Catarina os dados atuais apontam 1863 casos
diagnosticados/100.000 habitantes (dados ainda em aberto), sendo que a cidade de
Fioriandpolis — SC é a vigésima cidade no Brasil em nimero de casos, e, a décima
terceira com maior incidéncia por 100.000 habitantes. As formas mais comuns de
transmissao do HIV sao: transmissao sexual (relagdes homossexuais, bissexuais e
heterossexuais); transmissao vertical;, uso de drogas injetaveis e transfusbes de
sangue e hemoderivados que nao foram testados para a presen¢a do Ac ou Ag do
HIV. O agente etioldgico da AIDS, foi identificado em 1983 por Luc Montagner e col.
e foi denominado virus da Imunodeficiéncia humana — HIV. O HIV é um retrovirus da
familia Retroviridae, caracterizado por ter uma replicagdo dependente de um DNA

complementar. O HIV possui tropismo por células que expressam em suas
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membranas receptores CD4, principalmente os linfécitos T helper. A infecgéo cronica
destas células resulta em redugdo quantitativa e qualitativa de suas fungdes,
gerando uma severa imunossupressdo que culmina no surgimento de infecgbes
oportunistas, muitas vezes ndo usuais. Em pacientes HIV positivos, o aumento na
susceptibilidade da morte por apoptose & observado em células CD4 e CD8 e esta
correlacionado com o estado geral de ativagao do sistema imune. Com a terapia
anti-retrovial eficiente, observa-se diminuigdo na susceptibilidade para apoptose bem
como diminuigdo na ativagdo do sistema imune resultando em aumento da
proliferacao e redistribuicao dos linfécitos para o sangue periférico. O objetivo deste
trabalho foi avaliar, o efeito em pacientes HIV soropositivos da terapia anti-retroviral
sobre alguns pardmetros imunolégicos que envolvem ativagdo e resposta imune,
parametros hematoldgicos e viabilidade celular. Neste estudo 10 pacientes HIV
soropositivos, assintomaticos e que ainda nao haviam utilizado nenhum tratamento
anti-retroviral, foram avaliados num periodo de 180 dias. O regime terapéutico
instituido foi conforme o consenso terapéutico utilizado por médicos do Hospital
Nereu Ramos e do Posto de Salde Il, que consiste em dois inibidores da
transcriptase reversa. De acordo com os resultados obtidos a contagem de células
CD4, CD8 e carga viral, monstraram-se bons marcadores para monitoramento da
evolugdo da infecgao independentes da eficacia da terapia anti-retroviral. Os
parametros imunolégicos como -2 microglobilina, TNF-c,, imunoglobulinas e a
avaliagdo da viabilidade celular, podem ser utilizados como marcadores da
recuperagao do sistema imune apés o tratamento. Com relacao a eficacia do regime
terapéutico utilizado por nossos pacientes, 90% apresentaram uma resposta
positiva, com redugao da carga viral, aumento na contagem de CD4, manutencéo na

contagem de CD8, redugao da apoptose e redugao da ativagao imune.
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ABSTRAT

The Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS) is an advanced clinical
manifestation of the infection by the Human Immune Deficiency Virus (HIV-1 and
HIV-2). AIDS was first described in 1981 in the United States, in Los Angeles, New
York and San Francisco, in groups of patients who presented unusual pathologies
which included pneumonia by “Pneumocystis carini’( common in immune depressed
people), “Sarkoma de Koposi” (A rare skin tumour) and other opportunist infections.
A more detailed evaluation of those patients show that they all had a significant
decrease in the immune cellular response and also a decrease in the number of “T
Helper" cells (TDC4). Most of those patients were male homosexuals. The
geographic distribution of AIDS shows that there are no boundaries for its dispersion,
reaching all the continents. The biggest number of reported cases occur in Africa,
followed by Asia and South America. AIDS has increased worldwide in epidemic
proportions since its discovery in 1981. Though, death due to AIDS has decreased in
the last years because of the treatment with anti-retrovirals. In Brazil, the number of
diagnosed cases up to march of 2001 was 203.353, according to the Ministry of
Health. In the state of Santa Catarina, the latest numbers indicate 18.63 diagnosed
cases to every 100.000 citizens. Floriandpolis, the capital of Santa Catarina is the
twentieth city in Brazil, concerning the number of reported cases of AIDS, and it is the
city with the thirteenth biggest incidence. The most common ways of transmitting the
HIV are: sexual transmission (through homosexual, bisexual and heterosexual
relations); vertical transmission; use of injectable drugs, and transfusion of blood and
hemoderived substances witch haven't been tested previously. The etiological agent
of AIDS was identified in 1983 by Luc Montagner e Col and was named Human
Immune Deficiency Virus — HIV. The HIV is a retro-virus from the retroviridiae family,
characterized by a dependant replication of a complementary DNA. The HIV has
tropism through cells which express in their membranes CD4 receptors, mainly T
helper lymphocytes. The chronic infection of those cells results in a qualitative and
guantitative reduction of their functions, causing a severe immune suppression which

culminates in the a appearence of opportunist infections, often unusual. The increase
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in the proneness to death from apoptosis in HIV positives is observed in CD4 and
CD8 cells and it is co-related to the general state of the immune-system activation.
With an effective anti-retroviral therapy, a decrease in the proneness to apoptosis is
observed, as well as a decrease in the immune-system activation, which propitiates
an increment in the proliferation and redistribution of lymphocytes in the pehpheral
blood. The objective of this study was to evaluate the effects of anti-retroviral therapy
on some immunologic parameters which involve activation and immune — response,
hematologic parameters and cellular viability. In this study, 10 HIV positives,
asymptomatics and who still had not used any anti-retroviral treatment were
evaluated during 180 days. The therapeutic regime instituted was according to the
therapeutic consensus used by doctors from hospital Nereu Ramos and from Posto
de Saude Il, and consists in two inhibitors of the reverse transcriptase. According to
the obtained results, the counting and the viral load of the CD-4 and CD-4 and CD-8
cells were considered good independant indicators of anti-retroviral therapy
effectiveness. The immunologic parameters such as (-2 microglobin, TNF,
immunoglobulin and the evaluation of the cellular viability can be used as indicators
of immune- system recuperation, after the treatment. In terms of effectiveness of the
therapeutic regime used by our patients, 90% show positive response with reduction
of the viral load, increase in the CD4 counting, maintenance in the CD8 counting,

reduction of apoptosis and reduction of immune activation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida - AIDS

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) & uma manifestagéo
clinica avangada da infec¢ao pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1 e HIV-

2).

A AIDS, foi descrita pela primeira vez em 1981 nos Estados Unidos, em Los
Angeles, Nova York e San Francisco em um grupo de pacientes que apresentavam
patologias nao usuais que incluiam, pneumonia por Pneumocystis carinii (comum em
pessoas imunodeprimidas), Sarkoma de Kaposi (tumor raro de pele) e outras
infecgbes oportunistas. Uma avaliagdo mais completa destes pacientes mostrou que
eles tinham em comum uma significante diminuicdo da resposta imune celular e
diminuicdo das células T helper (TCD4) e estes pacientes eram na sua maioria

homossexuais masculinos (MMWR, 1981).

Uma das principais caracteristicas da infeccao pelo HIV é a deplegéo
seletiva dos linfocitos TCD4, fundamentais na resposta imune. A patogenia viral da
AIDS €& caracterizada por uma série de eventos ordenados e seqUénciais,
posteriores a infeccdo do hospedeiro. Estes eventos estdo baseados em: replicagcéo
viral nas células apresentadoras de antigenos que expressam receptores CD4, como
monocitos e linfocitos TCD4 em tecidos linféides e outros sitios; resposta imune
celular e humoral que resulta em contengao parcial do virus; reativacdo da
replicagdo viral com aumento da viremia e diminuicdo da contagem de linfécitos

TCD4 (HO, 1995).



A replicacéo viral ativa ocorre em todos os estagios da doenga (HO 1989;
Embreston 1993). Os tecidos linféides funcionam como sitio primario de replicagao
do HIV, e todos os individuos infectados pelo HIV, a despeito do estagio clinico da

doenca, apresentam viremia plasmatica (WEI, 1995; HO, 1995).

A distribuicdo geografica da AIDS mostra a nao existéncia de fronteiras a
sua dispersao, atingindo todos os continentes. O maior numero de casos relatados
ocorre na Africa, seguido pela Asia e América do Sul (Bol. Epidemiol. 2001). Desde a
sua descoberta em 1981, a AIDS aumentou em propor¢des epidémicas em todo
mundo, embora a morte pela AIDS tem mostrado redugdo nos ultimos anos gracas

ao tratamento com anti-retrovirais.

No Brasil, o nimero de casos diagnosticados de AIDS até margo de 2001
era de 203.353, segundo o Ministério da Saude. No estado Santa Catarina, os dados
atuais apontam 18.63 casos diagnosticados/100.000 habitantes (dados ainda em
aberto), sendo que a cidade de Florianépolis, Santa Catarina, é a vigésima cidade
no Brasil em nimero de casos, e, a décima terceira com maior incidéncia por

100.000 habitantes (BOL. EPIDEMIOL. 2001).
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1.2 O Virus HIV

Transcriptase Reversa (p64)

Figura 01 — Virus HIV.
Fonte: Kuby Immunology 2000.

Em 1983, em Paris, Barré-Sinoussi e col. isolaram um retrovirus de um
paciente com linfoadenopatia e o denominaram Lymphoadenopaty Associated Virus
(LAV). Em 1984, Gallo e col., nos Estados Unidos, isolaram um retrovirus e o
denominaram Human T Cell Lymphotropic Virus Type Ili (HTLV IlIl) de alguns
pacientes com AIDS. Estudos posteriores permitiram concluir que se tratava do
mesmo virus. Varios pesquisadores usaram denominagdes diferentes como,
Immunodeficiency-Associted Virus (IDAV), AIDS-Associated Retroyirus (ARV) e
outros, para o mesmo virus. Em 1986, o Comité de Taxonomia de Virus propds um
nome unico para o retrovirus recentemente isolado, e, confirmado como sendo o
agente causador da AIDS. O retrovirus passou entdo a ser oficialmente designado

de Human Immunodeficiency Viruses (HIV) (COFFIN, 1986).
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O HIV é um membro da familia retroviridae, da subfamilia dos lentivirus
(BARRE-SINOUSSI, 1983 e GALLO 1984). Os retrovirus caracterizam-se por terem
replicacdo dependente de um DNA intermediario (cDNA) integrado ao genoma da
célula hospedeira. O que destingue os lentivirus de outros retrovirus € a
complexidade do genoma viral. Muitos retrovirus que sdo capazes de replicar
contém apenas trés genes: gag (codifica as proteinas do capsideo); pol (codifica as
enzimas transcriptase reversa, protease e integrase) e env (codifica as
glicoproteinas do envelope gp120 e gp41) (BARRE-SINOUSSI, 1983). O genoma do
HIV além destes genes essenciais, possui também seis genes adicionais que
codificam proteinas que regulam o ciclo de vida. Trés destes genes tat, rev e nef
codificam proteinas essenciais para replicagdo, enquanto os genes vif, vpu e vpr
codificam proteinas que participam na organizacao e na capacidade de produgao de
novas particulas virais. O gene vif codifica proteina que facilita a liberagao e
aumenta a infectividade do virus (GARRETT, 1991). Na sua auséncia as particulas
virais liberadas sao pouco infecciosas (SODROSKI, 1986; Fischer, 1986; Strebel,
1987). O gene vpu facilita o transporte das proteinas virais recém sintetizadas da
célula para a particula viral (STREBEL, 1987; KLIMKAIT, 1990). Na auséncia de vpu
ocorre 0 acumulo de proteinas virais dentro da célula ou ligadas a camada interna
da membrana celular. Ela possui também papel importante na patogénese e
transmissao do HIV de célula para célula e de pessoa para pessoa (HASELTINE,
1991). A proteina vpr aumenta a velocidade de replicagdo do virus. A presenga
desta proteina ha particula viral sugere que sua ag¢aéo € anterior a transcricdo do
DNA proviral (COHEN, 1990). A proteina mais precoce na replicagdo do HIV é a

proteina nef, sua fungao é inibir a atividade da Repeticdo Terminal Longa - LTR do
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HIV e retardar sua replicacdo, o que favorece o estabelecimento de infeccbes

latentes (HASELTINE, 1991).

1.3 - Estrutura do HIV

| I ] ] | L 1 L ] | kbp
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
tat JJ nef
Gene Produto da Proteina Fungio da Proteina Codificada
gag | 53-kDa precursor Proteinas do Nucleocapsideo
p17 Forma a proteina da camada externa do core
p24 Forma a proteina da camada intemna do core
p9 Componente do micleo
p7 Liga RNA Gendmico
160-kDa precursor Envelope de Glicoproteinas
gp4l Proteina Transmembranosa associada com gpl 20
e é requerida para fusdo
gpl20 Produto do envelope liga CD4
Precursor Enzimas
gp64 Transcriptase reversa
gp5l1 Transcriptase reversa
gpl0 Protease que cliva precursor gag
£p32 Integrase
vif p23 Promove a infectividade da particula viral
pls Promove a transcrigio do DNA proviral
pl4 Ativa a transcri¢gdo DNA proviral
p19 Transporta 0 RNA mensageiro do micleo
p27 Aumenta a replicagdo viral, dimimu a expressio
de Cd4 na célula hospedeira
; 16 E requerida para formagio da particula viral e
P brotamento particula viral

Figura 02 — Genoma do Virus HIV
Fonte: Kuby Immunology 2000.
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A microscopia eletrénica de alta resolugdo permitiu revelar que o HIV
apresenta formas esféricas, tendo aproximadamente 100nm de didmetro, possuem
aderido ao seu envoltério, lipoprotéico, estruturas na forma de espiculas. Estas
espiculas sdo formadas por duas proteinas do envelope viral, a gp120 e gp41
(GELDERBLOM, 1987). O core do HIV contém quatro proteinas que resultaram da
clivagem proteolitica de sua precursora (53 KD codificada pelo gag) pela protease
viral. Estas proteinas sao: p24, p17, p9 e p7. A proteina p24 é o principal
componente da camada interna do nucleocapsideo, a p17 é responsavel pela
estabilidade dos componentes internos e externos do virus. A p7 junto com a p9,
ligam através de uma ponte de zinco o RNA genémico formando o core e associado
ao RNA, ha ainda as proteinas transcriptase reversa, integrase e protease

(GREENE, 1991).

1.4 O Ciclo de Vida do HIV

Os linfécitos TCD4 e células da linhagem dos monécitos como, macréfagos,
células dendriticas, células microgliais e fibroblastos, sdo as principais células alvo
da infecgédo pelo HIV in vivo (Fauci, 1988). O HIV infecta estas células, pois elas
expressam em suas membranas a molécula CD4, que funciona como receptor de
alta afinidade para a glicoproteina gp120 do envelope viral (DALGLEISH, 1984,

KLASTMANN, 1984).
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A proteina CD4 esta presente em altas concentragdes na superficie de
linfocitos TCD4 imaturo bem como nos LTCD4 circulantes e em baixas
concentragdes em mondcitos. A ligagéo entre as glicoproteinas e a molécula de CD4
ndo é suficiente para entrada do virus na célula. A expressdo de um co-receptor
CXCR4 na superficie das células T e CCR5 em mondcitos é requerida para infecgao
pelo HIV (DRAGIC, 1996; RUIZ, 1998). O CXCR4 e o CCRS5 sao receptores de
quimiocinas acoplados a proteinas transmembranosas que definem mais
especificamente o tipo de célula alvo do HIV. A descoberta que o CXCR4 e CCR5
servem como co-receptores para o HIV em células T e mondcitos respectivamente,
explica porque algumas cepas de HIV infectam preferencialmente células T,

enquanto outras cepas possuem maior tropismo por mondcitos (RUIZ, 1998).

Outro papel importante destes receptores de quimiocinas € na replicagéo
viral. Estudos in vitro mostraram que algumas quimiocinas apresentam efeito
negativo sobre a replicagdo do HIV, por competirem pelo mesmo receptor, enquanto
certas citocinas pré-inflamatérias tem efeito positivo por aumentar a expressao de
receptores de quimiocinas (KUBY IMMUNOLOGY, 2000). As cepas HIV R5
monocitotrépicas sdo predominantemente transmitidas de pessoa para pessoa e a
densidade de CCR5 na superficie da célula é determinante na progressao para
AIDS. Em individuos que apresentam mutagdes no gene que codifica para este
receptor, a evolugao para AIDS é mais lenta. As cepas T-tropicas X4 sao formadoras
de sincicios e sao mais comumente isoladas de pacientes em estagio tardio da

doenga (DEAN, 1996).
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Depois que o virus entra na célula o RNA viral é convertido a cDNA
(provirus) por acéo da transcriptase reversa (TR) e uma ribonuclease H (RH) virus
especifica. A primeira fita de DNA é sintetizada pela TR enquanto a segunda fita é
sintetizada pela RH, que também tem como fungéo a degradagdo do RNA gendmico
primitivo. O produto final da transcriptase reversa (TR) & um DNA de dupla fita que
contém uma sequéncia conhecida como repeticdo terminal longa (LTR) (GREENE,

1991).

O cDNA ¢ integrado ao genoma da célula hospedeira por agéo da integrase.
Uma vez integrado, o DNA viral permanece associado ao material genético do
hospedeiro por longo tempo, até que haja ativagdo da replicagdo (HASELTINE,

1991).

O DNA viral é transcrito como gene celular pela RNA polimerase do
hospedeiro. A transcrigdo do genoma produz um RNA completo que é processado
para produzir varios RNA mensangeiros (mMRNA) contendo as sequéncias génicas
gag, pol e env. O sitio de iniciagdo da transcricdo esta localizado na seqliéncia do
cDNA, os LTRs (DALGLEISH, 1984). A velocidade de iniciagdo da transcri¢ao é
controlada pelas proteinas regulatérias celulares do hospedeiro que, afetam a
velocidade de transcricdo do seu genoma. Muitos virus, incluindo o HIV, néo se
replicam enquanto as células ndo estdo se dividindo, provaveimente porque os

fatores de ativagao celular estdo ausentes (CULLEN, 1989).

Duas proteinas sao fundamentais nesta etapa da replicagao viral: a proteina

tat e rev. A proteina tat reconhece a seqiéncia LTR 5 do DNA. A interagdo da fat
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com o DNA aumenta a estabilidade da polimerase que esta transcrevendo o gene
viral, permitindo que haja a transcrigdo completa deste RNA. A fat também aumenta
a frequéncia de iniciagdo do RNA. Ja a proteina rev regula a expresséo do virus, ela
é responsavel pelo transporte dos mRNA do nudcleo para o citoplasma, onde as

proteinas regulatorias e do capsideo seréo sintetizadas (HASELTINE, 1991).

Os mRNAs sao ligados a ribossomas livres no citoplasma onde sé&o
sintetizadas as proteinas precursoras. As proteinas precursoras do capsideo se
agrupam na superficie interna da membrana celular ligadas ao acido graxo miristico
(VERONESE, 1988). O complexo proteinas precursoras — enzimas replicativas —
ssRNA se agrupam e formam uma particula fechada que “brota’ através da

membrana da célula hospedeira, que fornece a bicamada lipidica (GELDERBLOM,

1987).

As proteinas precursoras das glicoproteinas do envelope séo sintetizadas a
partir de um filamento de mRNA nos ribossomas do reticulo endoplasmatico rugoso
(RER). Apos a sintese elas se agrupam dentro do RER onde os carboidratos s&o
adicionados (KOZARSKY, 1989). O complexo precursor das glicoproteinas do
envelope entra no complexo de Golgi, onde é clivado em duas subunidades. O
grupamento amino terminal é denominado gp120 (mais externo), enquanto o
grupamento carboxil € denominado a gp41 (integrada ao envelope). Os carboidratos
também sao modificados no complexo de Golgi. As glicoproteinas se concentram na

membrana da particula viral, bem como na superficie da célula (HASELTINE, 1991).
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O processo de maturagéo inicia com a ativagdo da protease que cliva as
proteinas do capsideo e os precursores das enzimas replicativas (OROSZLAN,
1990). Outro passo para maturagdo do HIV é a organizagédo das glicoproteinas do
envelope e a liberagéo da particula viral infecciosa que estava ligada a superficie da

membrana celular (GOTTILINGER, 1991).

1.5 Infecgao das Células Alvo, Ativagao do Provirus e Laténcia Viral

Os passos iniciais para patogenia do HIV incluem: 1) ligagao da gp 120 aos
receptores CD4 das células-alvo; 2) fusdo com a célula mediada pelo dominio
fusogénico gp41 e o co-receptor CXCR4; 3) entrada do nucleocapsideo contendo o
genoma e as enzimas na célula; 4) liberacdo das enzimas e o genoma viral, 5)
sintese da primeira fita DNA proviral pela acdo da transcriptase reversa, 6)
degradagcdao do RNA viral, seguida da formacdo da segunda fita de DNA,; 7)
penetracdo do provirus no nucleo da célula-alvo e integragdo ao genoma do
hospedeiro. Tais passos tanto podem guiar para uma infeccao ativa, com replicagéo
ativa do virus e propagagédo, quanto para a laténcia com expressao limitada de

particulas virais, na auséncia de ativacao celular.

Os principais passos para ativagao do provirus sao: 1) ativagao dos fatores
de transcricao com formacgao dos RNAs gendmico (sRNAs) e RNAs mensageiros
(mRNAs); 2) transporte dos RNAs para o citoplasma: 3a) sintese nos ribossomos

dos precursores das proteinas virais; 3b) clivagem dos precursores nas respectivas
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proteinas virais; 4) Os sRNAs e as proteinas se agrupam junto & membrana celular,
onde a particula viral é formada e as glicoproteinas sao inseridas; 5) liberagdo da
particula viral e clivagem das proteinas virais pela protease que resulta na

maturacgao do virus.

a) Infecgdo da Célula Alvo b) Ativagdo do Provirus

Q0O

Figura 03 — Etapas da Infec¢éo da célula hosdepedeira pelo HIV

Fonte: Kuby Immunology 2000.

O Principal determinante na patogenia e doenga causada pelo HIV é o
tropismo viral pelas células que expressam receptores CD4, principalmente linfécitos
TCD4 (DALGLEISH, 1984). A deplecédo dos LTCD4 induzida pelo HIV resulta em
disfuncdo imune severa, com comprometimento da fungcdo T auxiliar e de
hipersensibilidade do tipo tardia (DTH). A incapacitacdo do sistema imune leva ao
aparecimento de infecgdes causadas por patégenos oportunistas, caracterizando a

AIDS (MONTAGNIER, 1992).
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Além dos distirbios imunolégicos o HIV também pode promover
anormalidades neurologicas, uma vez que os macréfagos e as células microgliais
infectadas podem liberar substancias neurotéxicas ou fatores quimiotaticos

promovendo resposta inflamatéria no cérebro (GELEZIUNAS, 1992).

A resposta imune ao HIV limita a infecgao viral, mas também contribui para o
desenvolvimento da patogenia. Por exemplo, sao produzidos anticorpos
neutralizantes contra a gp120 do envelope, para impedir que haja ligagéo do virus
com seu receptor na célula, no entanto, quando uma paticula viral é recoberta com
anticorpos, a fagocitose por monécitos/macréfagos é facilitada. Os monécitos séao
células que apresentam resisténcia a atividade citolitica do HIV e tornam-se entao

reservatdrio e meio de transporte para o virus.

O provirus pode permanecer latente por tempo indeterminado. A transcri¢ao
pela RNA polimesase Il ndo ocorre quando a célula esta em repouso (Cullen, 1989).
A ativagao da celula pode ocorrer por mitdgenos, citocinas (TNF-a ou IL1), virus
como o herpes simples (HSV), Epstein-Barr (EBV), citomegalovirus (CMV) ou virus
da hepatite B (HBV) (ROSENBERG, 1990). Muitos destes agentes estimulam a
expressao de fatores de transcrigcdo nuclear como o NF-kB (ROSENBERG, 1990),
que normalmente esta presente no citoplasma ligado a sua proteina inibitéria. Com a
ativacao da celula, ocorre a clivagem do complexo proteina-inibidor e a migragao da
proteina para o nucleo. A ativagdo das células T induzidas por antigenos ou
mitbgenos esta associada a transcricdo de genes que codificam a IL-2 e seu
receptor IL-2R. A nivel molecular, este fendmeno ocorre em parte pela indugdo do

NF-kB no interior das regiées promotoras dos genes IL-2 e |L-2R. A fungédo deste
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fator de transcrigao ao ligar-se ao DNA da célula é controlar a expressao de genes
envolvidos no crescimento celular bem como a IL-2 e seu receptor [L-2R

(BOHNLEIN, 1988).

1.6 Efeito Citopatico do HIV

A morte da célula na infec¢ao pelo HIV pode ocorrer quando: uma célula
produzindo grande quantidade de virus expressa altas concentra¢des de receptores
CD4 em sua membrana, ocorrendo entdo a fusdo das particulas virais que estao
sendo produzidas com os receptores CD4. Esta reagdo de fusdo compromete a
integridade da membrana celular e a célula morre (POPOVIC, 1984). A morté da
célula infectada esta diretamente relacionada com a concentragdo de receptores
para o HIV em sua superficie, uma vez que as células que apresentam baixas
concentragdes destes receptores podem ser poupadas do efeito citolitico do HIV.

Além disso;

a) Individuos infectados por virus mutante que nado expressam a
proteina nef, que regula a expressao de receptores CD4, possuem

uma sobrevida maior;

b) Quando ocorrer um acumulo de copias de cDNA nao integrado ao
genoma no citoplasma, que resulta no aumento da permeabilizagéo

da membrana plasmatica;

Parametros Laboratorias para Monitoramento da Terapia Anti-Retroviral e Avaliagao da Eficacia do
Regime Terapéutico com Inibidores da Transcriptase.



14

c) Por ativagdo da apoptose que pode ser observada em varios
estagios da doenga e é responsavel pela deplecao dos LTCD4

(MEYAARD, 1992; GOUGEON, 1996);

d) Pelo efeito citotoxico direto das células TCD8 para reduzir as células

infectadas;

e) Uma célula produzindo virus pode ligar-se a varias células nao
infectadas via envelope de glicoproteinas, resultando na formacao
de sincicio (célula gigante multinucleada), com meia vida curta

(SODROSKI 1986; LIFSON 1986).

1.7 Transmissdo

As formas mais comuns de transmissdo do HIV sio: transmissdo sexual
(relagbes homossexuais, bissexuais e heterossexuais); transmissao vertical; uso de

drogas injetaveis, transfusdes de sangue e de hemoderivados nao testados.

As praticas sexuais foram identificadas como importantes vias de
transmissao do HIV desde as primeiras investigagées sobre a doenga e seu agente
etiolégico, sendo responsavel por 75% das infecgbes ocorridas no mundo. Esta bem
estabelecido que qualquer forma de intercurso sexual desprotegido no qual ocorra
troca de fluidos biolégicos entre os parceiros representa risco de transmisséao. A

presen¢a de doencgas sexualmente transmissivel (DST) parece ser um cofator
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importante para transmissao do HIV, especialmente quando elas se apresentam na
forma de ulceragdes nas regides genital e perianal. Além disso, as DST levam a um
estimulo constante do sistema imune favorecendo a replicagdo viral (KUBY

IMMUNOLOGY, 2000).

O primeiro caso de AIDS, em mulher, registrado no Brasil ocorreu em 1983,
em S&o Paulo. Em 1985 foi registrado o primeiro caso de transmisséo vertical do
HIV, quando a mae infectada transmite o virus para o seu filho (COSTA, 1994). A
mae infectada pode passar o virus para o feto ou recém nascido das seguintes

maneiras:
a) No periodo pré-natal por via placentaria;

b) Durante o parto, quando pode ocorrer contato do sangue ou

secregao vaginal da mae com o sangue do recém-nascido;

c) No pos-parto, através do aleitamento materno (KRAUCHI, 1994;

LIFSON, 1992; WHO, 1994).

Alguns estudos sugerem que a maioria dos casos de transmissao perinatal
ocorreram durante o parto, por esta razao a pratica da cesariana apesar de diminuir,
mas nao isentar dos riscos tanto a mae quanto o bebé, é a mais indicada (WHO,
1994). As mées portadoras do HIV ou com AIDS sao tratadas com anti-retrovirais
antes do nascimento do bebé. Estudos realizados nos Estados Unidos em
colaboragdo com pesquisadores franceses com gestantes que utilizaram Zidovudina
(ZDV) antes do parto, revelaram uma reducdo de até 67,5% nas taxas de infecgéao

por transmissao perinatal (MMWR, 1994).
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Os primeiros casos de pacientes com AIDS, contaminados através de
transfusdes sanguineas, foram relatados logo no inicio da epidemia, antes da
existéncia de testes para identificacdo de doadores infectados (COHEN, 1994). A
transmissao do HIV pelo sangue é a via mais eficiente. Isso se deve a carga viral
presente no sangue, que é significativamente maior que em outros fluidos e porque
o virus € inoculado diretamente na corrente sangliinea. Em 1985, antes dos testes
de triagem em bancos de sangue, a transmissdo sangiinea foi responsavel por

muitos casos de AIDS, principalmente em hemofilicos (HILGARTNER, 1988).

Hoje com a disponibilidade de testes eficazes para detecgao de anticorpos
contra o HIV e para detecgédo de proteinas virais, o risco de contaminagdo embora
néo tenha sido eliminado, foi reduzido consideravelmente, podendo chegar bem
proximo de zero. No Brasil é obrigatéria a triagem do sangue com teste anti-HIV

desde 1986.

A transmisséo pelo uso de drogas injetaveis ocorre pelo compartilhamento
de seringas entre os usuarios. Esta pratica é tida como um ritual para fortalecer os
lagos grupais, a chamada “roda de pico”. A droga ¢é injetada na veia e depois uma
pequena quantidade de sangue é aspirada para dentro da seringa, para nao deixar
resquicios de droga na parede da seringa. O mesmo equipamento de injecdo é
utilizado por varias pessoas e ocorre verdadeiras microtransfusdes de sangue entre

os membros do grupo (VERONESI, 1988).

Em todos os casos relatados de HIV, os pacientes tiveram contato com

sangue, sémen, leite ou secre¢ao vaginal de outros individuos infectados.
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Os riscos de transmissdo do HIV podem ser minimizados com medidas
cautelares simples, como utilizagdo de preservativos em relacfes sexuais, evitar a
troca constante de parceiros sexuais, cuidados com amamentagao, utilizacdo de
testes de triagem em bancos de sangue e respeito as normas de Biosseguranga ao

manipular material biolégico.

Um fator que contribui para a disseminag¢ao do HIV é o longo tempo entre o
contagio e o0 aparecimento dos primeiros sinais da infec¢cdo. Neste intervalo o

individuo é aparentemente saudavel e pode infectar outras pessoas.

1.8 Manifestagoes da Doenca pelo HIV
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Figura 04 - Evolugéo tipica da infecgéo pelo HIV
Fonte: Kuby Immunology 2000.

Parametros Laboratorias para Monitoramento da Terapia Anti-Retroviral e Avaliacdo da Eficacia do
Regime Terapéutico com Inibidores da Transcriptase.



18

A histéria natural da infeccdo pelo HIV pode ser dividida em: transmissao
viral, sindrome retroviral aguda, soroconversao, periodo de laténcia clinica com ou

sem linfoadenopatia persistente, infecgao sintomatica e AIDS.

A sindrome retroviral aguda é caracterizada por doenga aguda semelhante a
mononucleose, com viremia significante e diminuicao dos linfécitos TCD4 (DAAR,
1991). Os sintomas tipicos incluem febre, cefaléia, mal estar, linfoadenopatia,
faringite, diarréia, nausea e vomitos. A maioria desses sintomas geralmente
desaparece em poucas semanas. Nesta fase ocorre uma acentuada replicagéo viral
com disseminagdo do virus para o tecido linféide e intensa resposta imune. Esta
resposta tanto pode envolver anticorpos como a participagdo dos linfécitos T

citotéxicos (TCD8) (ROSENBERG, 1989).

Na fase crbnica ou latente geralmente os pacientes apresentam pouco ou
nenhum sinal clinico da infeccado pelo HIV. O principal achado clinico é
linfoadenopatia persistente. A bidpsia de nodulo linfatico revela hiperplasia folicular.
Neste periodo da infecg¢éo o tecido linféide serve como principal reservatério para o
HIV e a carga viral, no sangue periférico, é relativamente baixa (PANTALEO, 1993 E
EMBRETSON, 1993). A diminui¢cdo da carga viral neste periodo esta correlacionada
com aumento do tempo que o individuo permanece livre das infecgées oportunistas.
Contudo, o virus inevitavelmente rompe as defesas imunes do hospedeiro,
resultando em aumeno da viremia e diminui¢do das células TCD4, o que permite a

instalacdo de infecgdes oportunistas (PANTALEO, 1993).
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A constante ativagdo do sistema imune leva a aumento na replicagdo do
virus nos linfocitos do sangue periférico e nos centros germinativos dos linfonodos. A
replicagéo foge do controle do sistema imune e ocorre o aparecimento das primeiras
manifestagoes clinicas. As primeiras indicagées de AIDS podem ser o aparecimento
de infecgbes flungicas causadas por Candida albicans, que nao respondem ao
tratamento, perda de peso, febre intermitente e diarréia. Estes sintomas geralmente
aparecem concomitantemente ao aumento da carga viral e diminuigao das células

CD4 (PANTALEO, 1993).

1.9 Alteragoes Imunolégicas Associadas com a Infecgao Pelo HIV

No estagio inicial da infeccdo pelo HIV pode ser observado: infecgcdo e
destruicao das células dendriticas nos linfonodos com alguma alteragao na estrutura;
aumento na sintese de imunogloblulinas A e G (IgA e IgG) e diminui¢gao na sintese
de imunoglobulina M (IgM); aumento dos niveis de algumas citocinas; redugao da
proliferagéo de células que participam da resposta imune do tipo tardia e resposta T

citotdxica normal (PANTALEO, 1993).

No estagio mais avangado da infecgdo os padrdes imunolégicos comumente
observados sdo: no tecido linféide ocorre dano e necrose do tecido, diminuigdo das
células dendriticas foliculares e dos centros germinativos, diminui¢ao da capacidade
de captura de antigenos com conseqiente diminui¢do na capacidade de ativagao

dos linfocitos B (LB) e T (LT); na circulagado ocorre diminuigao no numero de células
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TCD4 do sangue periférico, auséncia de resposta imune a mitdgenos ou
aloantigenos, auséncia de proliferagao de LB monoclonal especifico para o HIV, que
resulta, em alguns pacientes, em niveis de anticorpos indetectaveis; eliminagdo da
resposta imune do tipo tardia e testes cutdneos negativos, redugao, mas nao
eliminacdo da atividade dos linfocitos T citotéxicos CTL (KUBY IMMUNOLOGY,

2000).

1.10 Diagnostico de AIDS

O diagnédstico de AIDS inclui: infecgdo por micobactérias do complexo
Avium, infecgdo por Citomegalovirus, pneumonia por Pneumocystis carinnii.
Atualmente, ha uma tendéncia em se graduar as infecgdes oportunistas definidoras
de AIDS, com base na sobrevida, em: leve, (candidiase esofagica, sarcoma de
Kaposi cutaneo, pneumonia por P. carinnii, tuberculose extrapulmonar); Grave
(todas as outras condigbes definidoras de AIDS, exceto linfoma); muito grave

(linfoma) (MOCROFT, 1995).

1.11 Diagndstico Laboratorial

A avaliagdo soroldgica de individuos suposta ou seguramente infectados

pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1 e HIV-2) s&o utilizados para identificar
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pessoas infectadas, para iniciar medicagbes profildticas e para tratamento
especifico. Para se entender adequadamente as técnicas para diagnostico s&o
importantes 0 conhecimento prévio dos antigenos virais, pois € contra eles que sao
produzidos os anticorpos detectados pelas varias técnicas. Por exemplo, as
glicoproteinas como gp120, gp41, gp160 sdo produzidas em quantidades
relativamente grandes, e é contra elas que se produz a maior parte dos anticorpos
detectados pelas técnicas rotineiras. As proteinas do cerne como a p24, p17, p7 e
p55 precursora estao presentes na particula viral madura e s&do indutoras da

producgao de anticorpos que podem ser detectados por técnicas imunolégicas.

As principais técnicas para detecg¢ao de anticorpos séo:

o Ensaio imunoenzimatico ou ELISA. Nesta metodologia os antigenos
virais sdo adsorvidos a uma superficie plastica (fase soélida) e os
soros sob teste apos diluigdo adequada, sdo colocados sobre estes
antigenos e reagem por certo tempo, quando entdo é colocado um

conjugado que revelara o resultado da reagao.

° Ensaio de imunoeletrotransferéncia ou Western-Blot. Neste tipo de
teste, as proteinas do HIV-1 obtidas em cultivo sdo separadas por
eletroforese e sdo fixadas em uma folha de nitrocelulose (fase
sélida). Os soros sdo aplicados apés diluigdo sobre o papel € a
reacao é revelada por meio de um complexo protéico formado por

uma enzima ligada a uma antiimunoglobulina.
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. Imunofiuorescéncia indireta (IFl). E uma reagéo classica de IFl, onde
as células infectadas pelo HIV sdo incubadas com soro e,
posteriormente, a reagdo é revelada pela adigdo de um conjugado
fluorescente. Em maos experientes &€ um importante recurso

confirmatorio.
As principais técnicas para detec¢do de antigenos do HIV s&o:

. Reagao em cadeia da polimerase ou PCR. Trata-se da amplificagéo
do RNA viral apés sua transcricaio a DNA complementar e a
revelagao pode ser feita por eletroforese em gel, southern-blotting ou

ELISA.

. DNA ramificado ou branched DNA (bDNA). A quantificagdo do RNA
é feita sem a amplificagao prévia do genoma. Para isso inUmeras
sondas marcadas com enzimgs que se hibridizam ao RNA viral e
emitem um sinal sdo utilizadas, dando o aspecto de um ramo de

arvore.
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Figuta 05 - Fluxograma do Ministério da Saude para o Diagnéstico do HIV

Fonte: Ministério da Saude, 1993

1.12 Apoptose

Keer et al. em 1972 utilizou o termo apoptose para se referir a alteragdes
morfologicas que ocorriam em células com morte fisioldégica de pétalas de flores e
folhas de arvores. A apoptose se refere aos aspectos morfolégicos de morte
programada da célula, os quais sdo caracterizados por contragao da célula,

condensagdo da cromatina, permeabilizagdo da membrana citoplasmatica e
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fragmentagdo da membrana com formagdo dos corpos apoptéticos (SAIKUMAR,

1999).

A apoptose esta envolvida em muitos processos biolégicos normais onde as
células necessitam morrer, como por exemplo, para esculpir partes do corpo,
formacéo das cavidades e a separagdo dos dedos, para eliminar estruturas que sé
foram Uteis durante a embriogénese e manter a homeostasia. Em individuos adultos
este fendmeno é necessario para manter a consténcia da massa tecidual, além
disso, o sistema imune requer a eliminagdo de células ativadas para limitar a
resposta imune. A apoptose excessiva ou insuficiente contribui para varias
patogéneses como isquemia, doengas neurodegenerativas, doengas autoimune,

infecgdes virais e crescimento e regressédo de tumores.

O HIV causa morte das células T-helper (WEISS, 1993). Estas células sao
necessarias para ativar e prevenir apoptose dos linfécitos T citotdxicos, que estao

envolvidos na defesa do hospedeiro contra infecgdes virais (KALAMS, 1998).

A apoptose consiste em trés estagios sucessivos: 1) recep¢ao de sinais intra
ou extracelulares que iniciam a morte; 2) morte da célula por ativagao de proteases
intracelulares; 3) remog¢ao das células mortas por células fagocitarias (VAUX, 1996).
Estes estagios sdo controlados por genes que sdo conservados durante o
crescimento. A apoptose € um evento em cascata que inicia com ativagdo de um
grupo de proteases cisteina especificas, chamadas de caspases iniciadoras, elas
estao presentes na célula na forma de zimogénio. Uma vez ativada estas proteinas

ativam um outro grupo de proteinas chamadas caspases executoras, que junto com
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as endonucleases e outras enzimas fazem a desintegracédo da estrutura da célula

(SAIKUMAR, 1999).

Existem duas formas de ativagdo das caspases iniciadoras, uma envolve a
ligagao das proteinas de morte como TNF-a e Fas-L com seus receptores expressos
na membrana das células e a outra ocorre com a cessagdo dos sinais de
sobrevivéncia celular como fatores de crescimento e algumas citocinas. Estas duas
formas de ativagéo das caspases iniciadoras convergem para a uma via comum, que

libera citocromo C, que é requerido para ativagdo das caspases efetoras.

A apoptose pode ser controlada por inibidores de duas origens: proteinas
celulares e bloqueadores que se originam de patégenos. A primeira trata-se da Bcl-
2, uma proteina cujo principal papel é a inibigdo das proteinas apoptéticas. O
segundo inibidor é de origem exdgena, e é produzido por virus como herpes virus e
o virus causador do sarcoma de Kaposi. Estes virus produzem genes anti-

apoptéticos que mantém a célula viva até o fim do ciclo replicativo (THOME, 1997).

Os linfocitos apresentam uma sensibilidade aumentada ao processo de
apoptose visto que depois que ocorre a ligagdo de um antigeno ao seu receptor,
inicia-se um processo de proliferacao celular muito rapido, impossibilitando o reparo
de possiveis erros de transcrigdo, gerando assim clones de células mutantes. Por

esta razéo a célula comete suicidio (SELLINS, 1999).

O mecanismo envolvido no apoptose dos linfocitos € o FAS-ligante
(Fas/FasL), através deste mecanismo as células T reativas sdo eliminadas do

sangue periférico, evitando a propagagdo de uma reagdo imune (NAGATA, 1997).
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Os linfécitos T citotéxico e as células NK podem induzir a morte por apoptose da
célula alvo mediada por Fas/FasL ou pela liberagdo de granzima B, que entra na
célula por canais formados pela proteina perforina e ativa as caspases iniciadoras

(caspase 8) por clivagem direta ou indireta (SAIKUMAR, 1999).

As proteinas regulatérias e as proteinas estruturais sdo substrato para as
caspases. A clivagem das proteinas regulatérias reforca a ativagdo do apoptose
enquanto a desordem funcional das proteinas estruturais resulta na desintegragéo

da célula (SAIKUMAR, 1999).

1.12 Apoptose e HIV

A AIDS é caracterizada por aumento da morte das células T helper induzida
pelo HIV (GOUGEON, 1998) e a deplegdo das células TCD4 é um marcador
importante no desenvolvimento da infecgado pelo HIV (CAGGIARI, 2000). As células
T sao particularmente sensiveis aos sinais de apoptose, uma vez que sua supressao
ocorre ainda no timo como efeito da regulagao da populagao destas células (WANG,
1994). A viremia constante e a ativagao crdnica do sistema imune, que é
caracteristico da infecgdo pelo HIV parecem ser o mecanismo primario responsavel
pelo acelerado processo de morte por apoptose de linfocitos em pacientes HIV

positivos (GOUGEON, 1996; PANTALEO, 1995).
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A reducao progressiva da populagdo de LTCD4 é resultado da diminuigédo na
capacidade de geracao de células T, renovagéo limitada, aumento na destruigéo de
células infectadas pelos LTCD8, pelo efeito citopatico do HIV, aumento na destruigéo
das células nao infectadas pela formagao de sincicio e principalmente pelo aumento
da apoptose (SAMUELSSON, 1997). Além dos LTCD4, a apoptose pode ser

observada em todas as populagdes de linfécitos (GOUGEON, 1996).

Varios mecanismos foram propostos para explicar o aumento da
susceptibilidade para apoptose dos linfocitos de pacientes HIV positivos, e incluem
ligacdo da gp120 com a molécula CD4 (AMEISEN, 1991), seguida pela ativagao da
célula apos interagdo do antigeno com o receptor de célula T (TCR) (BANDA, 1992),
alterages funcionais nas células apresentadoras de antigenos (MEYAARD, 1992)

ou padrbes anormais na expressao de citocinas (CLERICI, 1994).

Os LT sao ativados por sinais simultineos em seus receptores (TCR) e
moléculas acessorias (CD4), seguido pela produgdo de interleucinas e intensa
proliferacdo celular, no entanto se ocorrer ativagdo da molécula CD4 antes da
ativacdo do receptor TCR, a célula inicia o processo de apoptose (Conhen, 1999).
Em pacientes HIV positivos a gp120 (BANDA, 1992) e o complexo gp120-anti gp120
(ACEITUNO, 1997) circulantes estdo envolvidos neste processo que envolve tanto
células infectadas, quanto células nao infectadas (AMEISEN, 1995). Em estudos
realizados com LT nado ativados a apoptose induzida pelo complexo gp120-anti
gp120, nao foi observada, indicando que os dois sinais sdo necessarios para
indugdao da apoptose (ACEITUNO,1997, BANDA, 1992). Outro mecanismo

importante, responsavel pela apoptose de LTCD4 e outras populagdes de linfécitos
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em pacientes HIV positivos é o aumento na expressao de receptores de morte Fas e
TNF-R que ativam caspases (SAIKUMAR, 1999), bem como o aumento na liberagao
de seus ligantes por células mononucleares do sangue periférico, estimulado pela
ligagdo do HIV com receptores CD4 e a constante ativagdo do sistema imune

(MORETTI, 2000).

O principal fator que contribui para a patogénese do HIV é a habilidade do
virus para suprimir o sistema imune (SHEARER, 1986; LANE, 1985). Esta supressao
torna o paciente susceptivel a infecgcdes oportunistas, que sao freqientemente
responsaveis pela morbidade e mortalidade do individuo HIV positivo. O mecanismo
pelo qual o HIV compromete o sistema imune é através da eliminagdao dos LTCD4,
que ocorre nao somente pela infeccao direta destas células pelo HIV, uma vez que
um pequeno numero destas células encontram-se infectadas tanto no sangue
periférico quanto nos 6rgaos linféides (FAUCI, 1988), mas através da ativagao por
complexos Ag-Ac (LYERLY, 1987). Quanto mais rapida a progressdo para AIDS
maior o grau de apoptose comparado com a progressao lenta para AIDS. A ativagao
do sistema imune foi observada em todos os estagios da infecg¢éo, tanto no tecido
linféide quanto nos linfécitos do sangue periférico e isto reflete uma hiperplasia
folicular e aumento na expresséo dos marcadores de ativagdo como resultado da

replicagao viral constante (GOUGEON, 1996).

Em pacientes com AIDS aspectos compativeis com aumento da morte
induzida por apoptose, como diminui¢do no niumero de células e atrofia de tecidos
podem ser observados na medula 6ssea, musculo e cérebro. Na medula 6ssea a

apoptose & um processo regulatério normal da populagao de células, em resposta a

Parametros Laboratorias para Monitoramento da Terapia Anti-Retroviral e Avaliag&o da Eficacia do
Regime Terapéutico com Inibidores da Transcriptase.



29

diminuicio de fatores de crescimento como IL-3, fator estimulador de crescimento de
colonia monocitica granulocitica (GM-CSF) ou eritropoetina. O aumento da apoptose
destas células em pacientes com AIDS é mediada pela interferéncia do HIV com os
sinais de crescimento e proliferacao celular, o que explica a redugéo de células

precursoras na medula éssea, que resulta na frequente citopenia (AMEISEN, 1991).

O aumento no processo de apoptose dos linfécitos de pacientes HIV
positivos tem sido exaustivamente estudado e comprovado cientificamente por

varios grupos de pesquisadores.

No entanto, a avaliagdo da apoptose como marcador laboratorial da
evolugao da infecgao pelo HIV e monitoramento da terapia anti-retroviral (TARV) ndo
tem sido utilizado na rotina clinica e laboratorial, contudo, em trabalhos de pesquisa
este parametro tem sido utilizado e mostrou ter aplicagéo na rotina de avaliagédo de

pacientes HIV positivos.

1.13 Anemia e Metabolismo do Ferro

Os eritrécitos sao os elementos celulares sangiiineos que se encontram em
maior numero no sangue periférico. Sua principal fungéo é o transporte de oxigénio
ligado a hemoglobina para os tecidos, e a remog¢ao do gas carbénico, bem como o

transporte de micronutrientes (ERSLEV, 1995).
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O numero de eritrocitos totais & regulado pela medula oOssea, e sua
reposicdo é induzida por agentes especificos, citocinas e eritropoetina, que atuam
mediando a liberagdo de fatores estimuladores da formagdo, crescimento e

diferenciacao de colénias (CAVIL, 1988).

A anemia é uma complicagdo freqliente no curso da infecgdo pelo HIV
(SCADDEN, 1989). Estudos revelaram que de 10 a 20% dos individuos
soropositivos apresentam anemia de perfil normocitico € normocrémico, podendo ser
decorrente de alteragées na forma dos eritrécitos (TREACY, 1987). Tais alteragdes
no formato das células vermelhas faz com que as mesmas sejam retidas nos
sinuséides do baco, onde sao fagocitadas pelos macrofagos locais ou sofram

hemodlise intravascular precocemente (ERSLEV, 1995).

A menor producdo de células sanglineas, dentre elas os eritrécitos, foi
constatada em mais de 50% dos individuos com AIDS (SPIVAK, 1992). Este
comprometimento na sintese de eritrécitos pode ser induzida pela diminui¢ao na
sintese de citocinas. O estimulo crénico do sistema imune que resulta na liberagcéao
de citocinas inibitérias como IFN-y (interferon-y) é o outro mecanismo responsavel
pelo quadro anémico em pacientes HIV positivo. Segundo Fuchs et al, 1993 o
interferon-y (IFN-y), liberado por monécitos e células ativadas possuem a capacidade
de inibir a eritropoetina (EPO), e o efeito inibitério sobre as células precursoras
eritrbides pode ser parcial, uma vez que a administracdo de altas doses de
eritropoietina é capaz de reverter a anemia. A redugao na resposta a EPO esta

relacionada com anemia (SPIVAK, 1989) e diminuigdo da hemoglobina em pacientes
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HIV positivos, embora haja um aumento nos niveis de EPO nestes pacientes

(RARICK, 1991).

Um dos paradmetros utilizados para estimar a quantidade de eritrocitos no
sangue circulante € o hematocrito. Este dado representa a proporgéao entre a parte
solida e a parte liquida do sangue. A forma, o tamanho e o numero de eritrécitos
podem influenciar na determinagdo dos valores percentuais do hematdcrito

(PEARSON, 1984).

Outro parametro laboratorial no monitoramento do quadro anémico € a
hemoglobina que €& componente dos eritrocitos, e, é veiculo de transporte de
oxigénio para os tecidos. A hemoglobina proveniente da hemdlise intravascular é
liberada no plasma e liga-se a haptoglobina, sendo entédo este complexo removido
ap6és 10 a 30 minutos pelo sistema monocitico fagocitario. A diminuigdo nos niveis
de hemoglobina esta significativamente associado com a progressédo para AIDS

(POLK, 1987).

Em situagbes em que ha destruigdo extravascular dos eritrocitos ocorre
liberagdo de seus constituintes, entre eles uma pequena quantidade de lipideos,
proteinas, ferro e heme. As proteinas e lipideos sado reprocessados pelas suas
respectivas vias catabolicas, e o0 heme é clivado pela enzima heme oxigenase em
ferro e biliverdina. O ferro é reaproveitado para a sintese de novas moléculas de
hemoglobina e a biliverdina é catabolizada, e, posteriormente eliminada através da

urina ou pelas fezes (MCCOUBREY, 1992).
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O ferro € um elemento essencial para todas as células vivas e participa de
varias vias metabdlicas, como a eritropoese (HOLLAN, 1993). No organismo, o ferro
encontra-se normalmente ligado a proteinas como a hemoglobina, mioglobina e
transferrina (BAUER, 1986). ApOs a absorgao pela mucosa intestinal, na forma de
Fe™, o ferro passa a circulagéo ligado a uma proteina transportadora denominada
transferrina. Apds a ligacéo dos atomos de ferro a transferrina, a proteina transporta
o ferro aos eritroblastos da medula 6ssea ou a outros tecidos, onde ele ficara

armazenado ligado a duas proteinas, ferritina e hemossiderina (ERSLEV, 1995).

A ferritina é a principal forma de armazenamento de ferro no organismo,
tendo ainda o papel de controle do mecanismo de absor¢éo de ferro. Quanto maior a
necessidade de ferro no organismo, menor a quantidade de ferritina no citoplasma
das células intestinais, facilitando assim a passagem do ferro para a circulagéao.
Quando os niveis séricos de ferro estdo normalizados, a ferritina citoplasmatica
aumenta, retendo o ferro nestes sitios e desta forma evitando um aumento
desnecessario deste na circulagdo (LORENZI, 1992). O comportamento da ferritina
em pacientes com AIDS, é semelhante ao das proteinas de fase aguda, que
apresentam elevagdo de seus niveis séricos em decorréncia da maior sintese

hepatica (AMEGLIO, 1993).
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1.14 Plaquetas

As plaquetas sdo resultantes da fragmentacdo do citoplasma do
megacariocito, medem aproximadamente 2 a 4 micras de didmetro e apresentam

forma discéide (ERSLEV, 1995).

As plaquetas sanglineas, além do importante papel que exercem na
hemostasia, estdo envolvidas na resposta imune a inflamacao e apresentam
receptores para imunoglobulina G (ROITT, 1996). A diminuigdo na contagem de
plaquetas € uma das primeiras alteragbes observadas nos individuos infectados pelo
HIV (RATNOFF, 1983; WALSH, 1985). Perkocha em 1988 descreve que a
trombocitopenia é potencializada com a progressdo da infecgdo pelo HIV. No
entanto, esta redugado do nimero de plaquetas com a progressao da infecgdo, néo
leva o individuo ao sangramento, exceto nos casos onde a contagem total de
plaquetas esta abaixo de 50.000/mm?, situagdo esta em que as possibilidades de

ocorrer hemorragia estdo aumentadas.

A trombocitopenia observada pode ser decorrente da agao direta do virus na
medula 6ssea, de sua interferéncia na maturagao do megacariécito ou na indugéo
de alteragdes no sistema imune, o que levaria a uma produgdo de anticorpos

antiplaquetas (SPADA, 1998).
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1.15 Leucocitos

Os leucécitos ou células brancas sao elementos figurados encontrados no
sangue, e sao diferenciados morfologicamente e funcionalmente em dois grandes
grupos: os granuldcitos que sdo células que apresentam granulagbes

citoplasmaticas e os agranulécitos onde nao sao verificadas estas granulagoes.

Os granulécitos sdo produzidos na medula 6ssea, a partir de células
precurssoras por um processo de proliferagdo e maturagdo celular. Sdo divididos em
trés grupos: os neutréfilos, os eosindfilos e os basdfilos. Todas as linhagens seguem
uma sequéncia de desenvolvimento: mieloblasto, pré-mielécito, mieldcito,
metamielocito, bastonete, segmentado, no entanto, as linhagens basofilica e
eosinofilica apresentam granulagées que as diferenciam da linhagem neutrofilica
(GOLDE, 1990). Em individuos HIV positivos geralmente o nimero de neutréfilos
encontra-se diminuido, em pacientes assintomaticos (ZON, 1988), enquanto, os
eosinéfilos ndo apresentam variagdées (TREACY, 1987). Nenhuma referéncia é feita

sobre a participagao dos basofilos nesta infecgao.

Os leucocitos agranuldcitos sao encontrados fisiologicamente no sangue
periférico, sob duas formas, os monécitos e os linfécitos. Os monécitos sao células
circulantes consideradas ainda nao totalmente maduras, que s6 atingem o estagio
final de desenvolvimento ao deixarem a corrente circulatéria para se fixarem nos
tecidos, transformando-se em macréfagos tissulares ou das cavidades serosas

(LORENZI, 1992). Os monécitos/macréfagos uma vez ativados promovem a defesa
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do organismo, através da remocdo do agente causal, seja no sangue ou em
qualquer dos tecidos onde este se instalar (ABBAS, 2000). A contagem absoluta do
nimero de mondcitos circulantes encontra-se até 30% reduzido em individuos
clinicamente saudaveis em relagdo a pacientes que apresentem disturbios

infecciosos (SMITH, 1984).

Os linfocitos originam-se ‘de células indiferenciadas da medula éssea,
passando por poucas fases intermediarias até a célula madura (LORENZI, 1992). Os
linfocitos sdo divididos em trés populagdes: células B, células T e células que nao
apresentam marcador especifico tanto para células B quanto para células T que sé@o
conhecidos como linfécitos granulares grandes ou células destruidoras naturais

(natural killer, NK) (KUBY IMMUNOLOGY, 2000).

Os linfocitos T (LT) sdo derivados da stem cells da medula 6ssea, e se
desenvolvem principalmente no timo, onde ocorre a maturagao dessas células, dai a
designacao de Linfécitos T (ABBAS, 2000). Ao contrario dos LB, os LT néo
reconhecem antigeno livre. Os receptores de LT (LTR) somente reconhecem o
antigeno quando ele esta ligado ao complexo de histocompatibilidade maior (MHC).
Os LT assemelham-se morfologicamente aos LB, porém podem ser distinguidos
destes ultimos pela presenga de marcadores antigénicos de superficie celular
especificos. Estes marcadores incluem o TCR, semelhante as imunoglobulinas dos
LB, é o complexo CD3. Este ultimo esta presente em todos os LT e atua como um
transdutor de sinais apés a ligagao do antigeno ao TCR, resultando em ativagao da
célula T e producgao de interleucina (IL-2) e seu receptor IL-2R. Os LT podem ser

subdivididos em LT helper (CD4) e LT citotoxico (CD8). As células T que expressam
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a molécula CD4 reconhecem antigenos ligados ao MHC I, enquanto as células T
que expressam CD8, reconhecem antigenos ligados ao MHC |. A razdo CD4/CD8 €
de 2:1 no sangue periférico de um individuo clinicamente saudavel, no entanto ela
pode apresentar-se significativamente alterada em sindromes de imunodeficiéncia,
doengas autoimunes e outras desordens. A principal fungdo dos LTCD4 ¢é a
produgdo e secre¢do de varias citocinas, que ativam as células T, LB e outras
células que participam da resposta imune. Os LT helper ainda podem ser
subdivididos em T1, que produzem citocinas proé-inflamatérias e ativam certas
células T e macréfagos, e T2 que ativam LB e a resposta imune mediada por

anticorpos (STITES, 2000).

As células TCD8 incluem as células T citotoxicas (LTC) e as células
supressoras. A resposta dos LTCD8 é iniciada quando precursores destas células
sdo estimulados pela ligagdo de TCR e CD8 com peptideo antigénico sobre a
molécula MHC | e pela agdo concomitante da IL-2. Os LTCD8 eliminam as células
alteradas por infec¢do viral ou tumor através da liberagdo de granzima B, uma
esterase e de perfurina, uma proteina formadora de poros na membrana da célula-

alvo (PARHAM, 2000).

Os linfécitos B (LB) s&o produzidos preferencialmente na medula 6ssea e la
permanecem até alcangar seu primeiro estagio de maturagdo (MONDELLI, 1990).
Os LB séo responsaveis pela sintese das imunoglobulinas, geralmente sob o
controle da célula reguladora T (ROITT, 1996). A sintese de imunoglobulinas inicia
apoés a interacdo entre o antigeno e as moléculas de imunoglobulinas ligadas a

membrana da célula B, bem como apés a interagdo do LB com macréfagos e LT.
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Apbs este processo os LB se dividem rapidamente e diferenciam-se em células

plasmacitos, que sintetizam e secretam anticorpos (ABBAS, 2000).

Em individuos soropositivos para o HIV, assintomaticos, é freqiente a
contagem de linfocitos T CD4 estar diminuida, bem como a relagdo CD,/CDg (DE

SHAZO, 1983; MENITOVE, 1983).

Em estudos realizados com individuos soropositivos para o HIV,
homossexuais, assintomaticos, foi observada linfopenia absoluta em 30% dos
individuos. Em individuos com infecgdes oportunistas o nimero de casos aumentou
para 50 a 70 % (DELACRETAZ, 1993). Estudo realizado no ano de 1998, por Spada
et al. demonstrou uma queda significativa na contagem destas células com a

progressao da infecgao.

1.16 Imunoglobulinas

As imunoglobulinas (lg, anticorpos), sdo glicoproteinas produzidas pelos
linfécitos B e pelos plasmécitos, em resposta a estimulos antigénicos e podem ser
consideradas como receptores primarios para os antigenos. Cada individuo pode
sintetizar de 109 a 1001 milhdes de diferentes moléculas de imunoglobulinas, cada
qual com distinta especificidade de ligagdo a antigenos (ROITT, 1996). As
imunoglobulinas circulantes sdo moléculas efetoras da imunidade humoral,

localizando, neutralizando e eliminando antigenos produzidos (ABBAS, 2000).
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As varias classes de imunoglobulinas ou isétopos sao distingliidas por uma
Unica seqiiéncia de aminoacidos na cadeia pesada que confere a estrutura e fungéo
especifica. De acordo com as diferengas estruturais e propriedades funcionais as
imunoglobulinas sao classificadas em: IgA; IgD; IgE; IgG e IgM (MORGAN, 1987,

KUBY IMMUNOLOGY, 2000).

A imunogiobulina G é a classe mais abundante no soro, constituindo cerca
de 80% das imunoglobulinas séricas e pode ainda ser dividida em quatro
subclasses. A IgG é produzida predominantemente durante a resposta imune
secundaria e tem a capacidade de atravessar a barreira placentaria, conferindo a

imunidade do recém nascido (KUBY IMMUNOLOGY, 2000).

A imunoglobulina M corresponde de 5% a 10% das imunoglobulinas totais e
sua concentragao média no soro é de 1.5 mg/ml. A IgM é secretada por células
plasmoécitos como uma estrutura pentdmera, com dez sitios de ligagdo para
antigenos. E a primeira classe de imunoglobulinas produzidas em reposta primaria a
antigenos, e é também a primeira imunoglobulina sintetizada por neonatos (KUBY

IMMUNOLOGY, 2000).

Devido a sua estrutura pentamérica, a IgM é capaz de ligar-se a antigenos
multidimensionais como, particulas virais e eritrocitos, sendo que o numero de
moléculas de IgM requeridas para neutralizar um antigeno viral, por exemplo, é
menor que o numero de moléculas de IgG. A IgM também é mais eficiente do que a

IgG na ativagado do sistema complemento. Devido ao seu tamanho a IgM nao se
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difunde por tecidos e fluidos intersticiais e ndo atravessa a membrana pacentaria

(ABBAS, 2000).

A 1gA constitui apenas 10% a 15% das imunoglobulinas totais no soro, no
entanto ela é a classe predominante nas secregées como, leite materno, saliva,
lagrimas, mucosas dos bronquios, trato geniturinario e trato digestivo. A IgA
secretdria tem papel fundamental na defesa contra microrganismos patogénicos
nestes locais, principalmente por que eles sdo porta de entrada para
microorganismos. A IgA pode apresentar estrutura polimérica, que confere a ela a
capacidade de ligar-se a antigenos com mudltiplos epitopos, bloqueia a ligagao do
antigeno com a célula da mucosa, inibe a colonizacdo e proliferagdo de virus e

bactérias (ABBAS, 2000).

A sintese dos anticorpos é regulada pelos linfécitos T, que influenciam na
funcdo de muitas outras células do sistema imune, incluindo a fungao dos linfocitos B

e macréfagos.

Nos individuos HIV positivos constata-se diminuigdo do nimero de LTCD4,
frequentemente ocasionando diminuigdo na relagdo LTCDA4/LTCDS8, linfopenia
absoluta, hipergamaglobulinemia e hipersensibilidade do tipo tardia diminuida
(FARTHING, 1989), alteragdes estas que comprometem ainda mais o quadro clinico

do paciente imunodeprimido.
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1.17 Beta 2 Microglobulina

A B2 microglobulina (B2M) é um pequeno polipeptideo que forma a cadeia
leve das moléculas do complexo de histocompatibilidade maior da classe | (MHC 1),
presentes na superficie de numerosas células nucleadas, incluindo os linfdcitos
(ABBAS, 2000). A B2M ¢é liberada no soro com a destruicdo da célula ou a
renovacdo de sua membrana; a seguir, é filtrada pelo glomérulo renal, e mais de
99% sao reabsorvidos e metabolizados pelos tdbulos renais proximais. Cerca de
50% da B2M no éoro provém dos linfocitos. Por esta razéo, os niveis de p2M foram
utilizados como marcador inespecifico da proliferagdo ou renovagao dos linfocitos,
como as que ocorrem na estimulagdo imunolégica ou em disturbios
linfoproliferativos. Como as células TCD4 sao afetadas na infecgao pelo HIV, a f2M
apresenta niveis elevados em pacientes HIV positivos e esta correlacionada com a
progressao da infecgdo. Entdo a f2M além de ser um bom marcador de progressao
para AIDS, sua dosagem também pode ser utilizada como marcador de destruicao
de células TCD4, estando inversamente relacionada com a contagem de LTCD4

(TSEUKAS, 1994).
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1.18 Terapia Anti-Retroviral

A meta da terapia anti-retroviral é bloquear a transcricdo do RNA viral e a
clivagem das proteinas do HIV que garantem a sua infectividade. Apesar dos
avangos terapéuticos, problemas como resisténcia viral, laténcia viral nos
reservatérios e efeitos téxicos dos medicamentos que dificultam a adesédo ao
tratamento tem sido freqUentemente observados. Nos (ltimos anos houve um
progresso significativo no desenvolvimento de farmacos anti-retrovirais (ARV). Hoje
ha dezesseis medicamentos sendo utilizados no bloqueio da replicagdo do HIV-1. A
terapia combinada aumentou a qualidade e a sobrevida de muitas pessoas

infectadas pelo HIV (D’SOUZA, 2000).

Em pacientes HIV positivos, 0 aumento na susceptibilidade da morte celular
por apoptose & observado em células CD4 e CD8 e esta correlacionado com o
estado geral de ativacdo do sistema imune. Com a terapia anti-retrovial eficiente,
observa-se diminuicdo na susceptibilidade para apoptose bem como diminuigao na
ativagao do sistema imune resultando em aumento da proliferagéo e redistribuicao

dos linfécitos no sangue periférico (CANNAVO, 2001; ROEDERER, 1998).

Durante a infecgao inicial os niveis de RNA-viral encontram-se diminuidos
em mulheres quando comparados com homens, contudo a velocidade de
progressdo para AIDS nao é diferente (FARZADEGAN, 1998). A velocidade de

progressdo para AIDS nao difere, a despeito da baixa carga viral observada em
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mulheres. O inicio do tratamento com Anti-retrovirais € determinado pela carga viral

e o valor nao difere de acordo com o sexo (STERLING, 2001).

De acordo com as diretrizes ja estabelecidas a corrente terapia anti-retroviral
combina dois inibidores da tanscriptase reversa e um inibidor da protease, esta
combinagao é altamente eficaz na redugdo da viremia e no aumento da contagem
de LTCD4. O aumento na populagdo de LTCD4 ocorre pela geragao de novas
células T (HO, 1995; WEI, 1995) e/ou aumento na liberagdo destas células dos
linfonodos para o sangue periférico (BUCY, 1999; ROSEMBERG, 1989). Os estudos
sobre repopulacéo de LTCD4 em pacientes infectados pelo HIV apés a terapia anti-
retroviral, tém mostrado que o aumento do nimero de LTCD4 apds a TARV ocorre
de forma bifasica, sendo que a maioria das células é originada pela proliferagéo dos
LT em resposta a ativagao das células T de meméria e a outra parte é originada por
um pequeno aumento das células progenitoras (AUTRAN, 1997; PAKKER, 1998). A
recuperag¢ao do sistema imune depois da terapia anti-retroviral € mais eficaz em
criangas, quando comparada com adultos e esta relacionada ao fato que as criangas

apresentam atividade do timo (FRANCO, 2000).

Muito j4 se sabe sobre a replicagdo do HIV, desde sua fusdo com a
membrana da célula hospedeira até a liberagdo de particulas virais maduras e os
farmacos utilizados atuam em varios passos da replicagdo. Estes farmacos incluem
inibidores da transcriptase reversa e da protease. Os inibidores da transcriptase
reversa podem impedir que o virus infecte novas células, mas nao interfere na
replicagcdo do genoma do HIV que esta integrado ao genoma do hospedeiro. Para a

selegao de um regime anti-retroviral & necessario levar em consideragéo o perfil de
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cada paciente, incluindo os valores basais de carga viral, contagem de CD4 e
aspectos clinicos. Os beneficios do tratamento com ARV também deve ser
relacionado a outros fatores como efeitos adversos, tolerancia, interagdes entre
farmacos, custos e o surgimento de variantes resistentes, que podem causar

impacto na estratégia de tratamento (STASZEWSKI, 2001).

1.18.1 Farmacos Anti-Retrovirais Para Tratamento da Infecgao Pelo HIV

Inibidores analogos nucleosideos da transcriptase reversa

Azidotimidina (AZT) (Zidovudina)

o Didesoxicitidina (ddC) (Zalcitabina)

o Didesoxinosina (ddl) (Didanosina)

o D4T (Estavudina)

o 3TC (Lamivudina)

Inibidores nao-nucleosideos da transcriptase reversa

o Nevirapina

° Delavirdina
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Inibidores da protease

o Saquinavir

. Ritonavir

. Indinavir

° Nelfinavir

Tratamento de combinagéo

. Indinavir/AZT/3TC

° Ritonavir/AZT/3TC

J Nelfinavir/AZT/3TC

o Nevirapina/AZT/ddI

. Nevirapina/indinavir/3TC
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1.18.1.1 Zidovudina

Foi primeiro desenvolvida como agente antineoplasico em 1964 (HORWITZ,
1964). Sua acgéo antiviral foi descoberta em 1974, quando foi utilizada no tratamento
de leucemia causada por virus (OSTERTAG, 1974) e anti HIV em 1985 (FURMAN,
1986). A ZDV (antigo azidotimidina — AZT) é um analogo nucleosideo da timidina, é
bem absorvida pelo trato gastrointestinal, sofre glucorunizagdo no figado e se
difunde através da membrana celular (ZIMMERMAN, 1987), é convertida a
zidovudina trifosfato, que é sua forma ativa, capaz de impedir o alongamento da fita
de DNA viral (LARDER, 1989). A zidovudina monofosfato cuja concentragao
intracelular é maior do que o trifosfato, também pode inibir a ribonuclease H da

transcriptase reversa do HIV (TAN, 1987).

1.18.1.2 Uso Clinico

Um estudo realizado com 282 pacientes em estado avancado da infecgao
pelo HIV demonstrou que, 1500 mg/dia de ZDV aumentou significativamente a
sobrevivéncia destes pacientes quando comparados com pacientes que receberam
placebo (RICHMAN, 1987). Além do aumento da sobrevida, os pacientes tratados
com ZDV apresentaram menor incidéncia de infecgbes oportunistas, aumento de

peso, aumento da capacidade fisica, bons resultados em testes cognitivos, aumento
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na contagem de linfocitos TCD4 e reatividade nos testes de hipersensibilidade
(RICHMAN, 1987). A dose diaria recomendada é de 500 a 600 mg/dia. A meia vida €
de aproximadamente uma hora no plasma e a meia vida intracelular da forma ativa &
de trés horas (FURMAN, 1986; YARCHOAN, 1989). Por ser de facil administragao a

posologia indicada € de 200 mg a cada oito horas.

O que torna a transcriptase reversa do HIV sensivel a ZDV é a pouca
sensibilidade desta enzima, que permite que ela incorpore nucleotideos que nao séo
do HIV, impedindo com isso o alongamento da cadeia de DNA durante a transcrigdo
do RNA viral. A mesma caracteristica que torna o HIV sensivel a ZVD também
promove o desenvolvimento de resisténcia. Especialmente, a taxa elevada de erros
da transcriptase do HIV cria mutagdes extensas e promove o desenvolvimento de
cepas resistentes (LARDER, 1989). E importante salientar que a ZDV previne a
infecgdo pelo HIV em células susceptiveis, porém nao impede a expressao do HIV
em linhagens de células infectadas (POLI, 1989). A ZDV também é utilizada para
impedir a transmissdo materno-fetal do HIV. Ela € bem tolerada durante a gravidez e

nao causa ma formacao fetal nem nascimento prematuro (CONNOR, 1994).

1.18.1.3 Efeitos Colaterais

A anemia e a leucopenia sdo complicagbes comuns com o uso prolongado
da ZDV. O wuso de eritropoetina e fatores estimuladores de coldnias
granulomonocitica reduz a supressdo da medula o6ssea causada pela ZDV

(GROOPMAN, 1990). A terapia prolongada também pode causar elevagao dos
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niveis séricos de creatina quinase, miopatia, caracterizada pela inibicdo da
replicagdo do DNA mitocondrial, que muitas vezes nao é distinguida da miopatia

causada pelo préprio HIV (DALAKAS, 1990).

1.18.1.4 Resisténcia do HIV a ZDV

Alguns problemas estdo relacionados ao uso prolongado da ZDV e varios
fatores podem contribuir para a diminui¢cdo da eficacia terapéutica. Dentre eles esta
a aquisicao de resisténcia a ZDV pelo HIV (LARDER, 1989), a toxicidade, a
diminuicdo na transformag¢do da zidovudina em zidovudina trifosfato, aumento da
viruléncia do HIV e aumento da capacidade do virus em “driblar” o sistema imune e
aumentar a replicagdo. A progressdo da infecgao foi relacionada com o
aparecimento de cepas virais indutoras de sincicio, cujo envelope apresentou
alteragbes em suas glicoproteinas (CHENG-MAYER, 1990). A resisténcia ocorre
pela substituigdo de um aminoacido na transcriptase reversa do HIV. Esta alteragao
genética é lenta e progressiva e a maior resisténcia ocorre em virus que apresentam
quatro ou cinco substituicbes. A concentragdo da zidovudina necessaria para inibir a
replicacao desta cepa de alta resisténcia in vitro € cem vezes maior do que a usual.
Os pacientes em estado avangado da infecgdo desenvolvem resisténcia mais
rapidamente do que os pacientes com sintomas precoces, que ocorre cerca de doze
meses apo6s o inicio do tratamento e a dose da ZVD nao esta relacionada com o

grau e a velocidade de desenvolvimento de resisténcia (RICHMAN, 1990).
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1.18.2 Didanosina

A Didanosina (ddl) foi o segundo agente anti-HIV aprovado pelo Food and
Drug Administration (FDA). O ddl & uma purina dideoxiadenosina, um pro-farmaco
que é transformado, dentro da célula, na sua forma ativa a dideoxiadenosina
trifosfato. A ddl bloqueia a sintese do DNA proé-viral por inibicdo competitiva da
‘transcriptase reversa ou pela inser¢do de um nucleosideo que nao & do HIV a
cadeia de DNA recém formada, impedindo o seu alongamento (YARCHOAN, 1989).
A administracdo é por via oral, na forma de tabletes mastigaveis ou pd, ambas as
formas sao tamponadas. A meia vida no plasma é de meia hora, enquanto a meia
vida intacelular € de doze horas, permitindo um regime de duas administragdes

diarias (YARCHOAN, 1989).

1.18.2.1 Uso Clinico

A Didanosina foi inicialmente aprovada para o tratamento de pacientes com
infeccdo avangada que apresentavam intolerancia a ZDV ou quando o tratamento
com ZDV nao era eficaz. Os pacientes tratados com ddl apresentavam aumento de
peso, testes de hipersensibilidade positivos, aumento na contagem de LTCD4 e
diminuicdo na carga viral. A Didanosina é mais eficiente em pacientes que

receberam tratamento prévio com ZDV (8 a 16 semanas), isto indica que o
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tratamento com ZDV/ddl pode ser benéfico depois de um certo periodo de
tratamento com ZDV em pacientes com doenga avangada, embora o melhor tempo

para iniciar a terapia associada nao esteja ainda bem estabelecido (HIRSCH, 1993).

1.18.2.2 Efeitos Colaterais

Os efeitos colaterais diferem consideravelmente dos causados pela ZDV e
eles incluem, neuropatia periférica, pancreatite, dor abdominal, elevagéo dos niveis
séricos de amilase, cefaléia e diarréia. Pacientes que apresentam disfungéo hepatica

e renal sdo considerados pacientes de risco.

1.18.2.3 Resisténcia do HIV a Didanosina

A resisténcia é observada apés o uso prolongado de ddl, embora o grau de
resisténcia € menor que em relacdo a ZDV. O que confere a resisténcia € a

substituicdo de aminoacidos da transcriptase reversa do HIV (ST CLAIR, 1991).
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1.18.3 Zalcitabina (DdC)

E usada em associacdo com ZDV no tratamento de pacientes que
apresentam sinais de piora clinica e imunolégica e com contagem de LTCD4 menor
que 300/mm>. Como a ZDV e ddl, a ddC também necessita de transformagao
intracelular em sua forma ativa trifosfato. A meia vida no plasma ¢ vinte minutos e a
meia vida intracelular é de duas horas. Os pacientes com infec¢gdo avancada
tratados com ddC, apresentaram ganho de peso, diminuigdo nas concentragbes
séricas de antigeno p24 e aumento transitério na contagem de LTCD4 (YACHOAN,
1988). Apds seis meses de tratamento o paciente pode apresentar neuropatia

periférica e estomatite.

1.19 Inibidores da Protease

A protease do HIV é essencial para o processamento das proteinas do core,
que resulta na formacgdo da particula infecciosa. Particulas nao infecciosas com
caracteristicas morfolégicas imaturas e reduzida atividade da transcriptase reversa

sao formadas quando ocorre mutagao ou inibicao da protease (HASELTINE, 1991).

Os regimes terapéuticos contendo inibidores da protease tem contribuido
substancialmente para retardar a progressdo da AIDS e aumentar a sobrevivéncia

de pacientes HIV positivos. Porém varios problemas podem limitar o seu uso por
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tempo prolongado. Dentre eles estdo: pouca tolerdncia, formagdo de metabdlitos
toxicos, interacbes com outros farmacos dado a indugdo ou inibicdo do citocromo
Psso € adesao incompleta (STASZEWSKI, 2001). O saquinavir, o indinavir e o
ritonavir sdo farmacos cujo mecanismo de agéo consiste na interagdo com o sitio
ativo da protease inibindo sua agédo. A combinagédo de um inibidor da protease com
ZDV e um segundo andlogo nuceotideo pode reduzir os niveis de RNA viral a niveis
indetectaveis, além de diminuir a probalidade do desenvolvimento de resisténcia
viral. Um fator limitante no uso desta classe de anti-retrovirais é a lipodistrofia

(CAAR, 1999).

1.20 Terapia Combinada

A associagao de dois ou mais ARV tem sido correntemente utilizada em
fungdo de problemas relatados como ineficacia da monoterapia, resisténcia viral e
toxicidade. A toxicidade que pode ocorrer com a monoterapia € devido a utilizagao
de altas doses de medicamento para se alcangar um tratamento efetivo, ja a
combinagéo com mais farmacos, a concentragédo necessaria para inibir a replicagao
€ menor, reduzindo assim os riscos de efeitos toxicos. O efeito sinérgico dos
farmacos antivirais reduz a dose requerida de cada farmaco para inibigao do virus,
embora as combinagdes possam atuar em células (linfécitos ou macroéfagos) e
tecidos diferentes (cérebro ou tecido linféide). O aparecimento de variantes

resistentes também podem ser limitadas com uma combinagéo adequada. Varios
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estagios do ciclo replicativo do HIV sdo ao mesmo tempo alvo de um regime
terapéutico (por exemplo, zidovudina mais inibidor da protease), bem como a mesma
etapa de replicagéo pode ser inibida por dois diferentes farmacos, com o mesmo
mecanismo de agdo (zidovudina mais didanosina) em outro regime terapéutico
(CHOW, 1993). O tratamento com associagdes tem mostrado aumento na contagem
de CD4 quando comparado com a monoterapia com ZDV. A associagao de ZDV
com zalcitabina é recomendada para o tratamento de doenga avangada. Também a
combinagdo de farmacos antivirais com agentes profilaticos contra patéogenos

oportunistas tem sido rotineiramente utilizada (CARPENTER, 2000).

A terapia anti-retroviral pode ser classificada como: monoterapia, utilizagao
de um inibidor da transcriptase reversa; terapia combinada com dois inibidores da
transcriptase reversa; e a combinagao de dois inibidores da transcriptase reversa e
um inibidor da protease, este tltimo regime também é conhecido como terapia anti-
retroviral de alta atividade. Ocorre uma substancial redugdo no aparecimento de
infeccdes oportunistas bem como uma redugdo na mortalidade quando a terapia
combinada é introduzida (HOGG, 1998: EGGER, 1997). Embora as doengas
oportunistas relacionadas com a AIDS, continue a ocorrer, os fatores de risco para a
progressao clinica durante a terapia até o momento nao estao definidos. Os riscos
de desenvolvimento de infecgdes oportunistas em pacientes recebendo terapia anti-
retroviral € maior durante os primeiros meses de tratamento (LEDERGERBER,
1999), no entanto, este risco é consideravelmente menor quando comparado com

pacientes que nao sao tratados.
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A administragcdo de multiplos farmacos tem ajudado a solucionar o
aparecimento de cepas resistentes. E mais dificil que o HIV desenvolva resisténcia a
terapia combinada, e qualquer variante resistente a este regime terapéutico
provavelmente sera mais fraca que os virus selvagens. Para reduzir a taxa de
emergéncia de virus mutante é razoavel que se utilize combinagées de farmacos
que reduzam o RNA viral a niveis mais baixo, pelo maior periodo de tempo, com
minimizagdo da toxicidade. A carga viral deve ser determinada duas a quatro
semanas ap6s o inicio da terapia e se o efeito antiviral nao foi significativo o
protocolo deve ser modificado. Se a resposta for satisfatéria e o paciente estiver
assintomatico, mesmo assim é necessario 0 acompanhamento dos niveis virais no

plasma periodicamente (CARPENTER, 2000).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficacia da terapia anti-retroviral que combina dois farmacos
analogos nucleotideos e um farmaco nédo analogo nucleotideo, inibidores da

transcriptase reversa em um intervalo de tempo de 180 dias.

2.2 Objetivos Especificos

o Avaliar os efeitos dos farmacos analogos nucleotideos sobre os

linfécitos do sangue periférico por citometria de fluxo.

o Avaliar o efeito da terapia anti-retroviral sobre os marcadores séricos

e hematoldgicos de anemia.

) Avaliar o grau de adesao dos pacientes ao regime terapéutico,
utilizando como parametro a determinagdo do volume corpuscular

médio dos eritrécitos.

o Aplicar a técnica de citrometria de fluxo para evidenciar células

vivas, células em apoptose e células mortas.
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o Comparar os resultados de viabilidade celular com os marcadores

N

de ativagio imune.

o Comparar os resultados de viabilidade celular com os marcadores

de recuperagao da resposta imune.
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3. PACIENTES E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O presente projeto teve aprovagao dos Comités de ética da Universidade
Federal de Santa Catarina - UFSC, do Hospital Nereu Ramos e da Secretaria
Municipal de Saude da Cidade de Florian6polis, conforme preconizado pela

convencgéao de Helsinque.

Para este estudo foram selecionados 10 voluntarios, comprovadamente HIV
soropositivos, confirmados por dois testes com principios metodolégicos diferentes,
de acordo com o protocolo definido pelo Ministério da Saude. Apoés terem sido
devidamente esclarecidos sobre os objetivos da pesquisa, e de que somente os
resultados seriam tornados publicos, todos os voluntarios consentiram em participar
da mesma e assim o declararam conforme anexo XXI. Nenhum dos voluntarios, bem
como os membros da equipe de pesquisa receberam qualquer tipo de remuneragéo

por sua realizagao.
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3.2 Pacientes

Os pacientes apresentaram em uma primeira avaliagdo a contagem de
Linfocitos TCD4 abaixo de 500 cél./mm?, condigdo exigida para a participagao no

estudo.

Dos dez voluntarios cinco eram do sexo feminino e cinco do sexo masculino,
quatro declararam terem sido contaminados por via sexual e seis por

compartilhamento de seringas e agulhas para o uso de drogas injetaveis.

No inicio do estudo, nenhum dos voluntarios fazia uso de qualquer tipo de
terapia ou apresentava infec¢des oportunistas que pudessem se sobrepor a infecgao
pelo HIV e interferir nas andlises laboratoriais. Nenhum paciente havia recebido
terapia anti-retroviral éntes do estudo e o regime terapéutico instituido foi somente

com inibidores da transcriptase reversa.

Depois de avaliados por médicos do Hospital Nereu Ramos e do
Ambulatério de DST/AIDS do posto de Salde ll, da secretaria de Salude do
Municipio de Florianépolis, os voluntarios foram encaminhados ao Laboratério de
Anadlises Clinicas do Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa
Catarina (HU/UFSC) para a realizagdo da coleta de material biolégico e posterior

analise.

As amostras de sangue foram colhidas por venopungéo anterocubital, apos

jejum de 12 a 14 horas, utilizando-se do sistema de coleta a vacuo. Foram colhidos,
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aproximadamente 10 mi de sangue em tubos contendo EDTA para a realizagdo dos
seguintes exames: contagem total e diferencial de leucécitos, contagem de
eritrocitos, determinagdo de hematdcrito e hemoglobina, contagem de plaquetas,

contagem de linfécitos CD4 e CDg e determinagao da carga viral.

Outra amostra contendo 4 ml de sangue foi coletada em tubo sem
anticoagulante para avaliagao dos niveis de ferro sérico e ferritina, 4mL em tubo sem
anticoagulante para dosagem de imunoglobulinas, TNF-a, e B-2-microglobulina e

10ml em tubo contendo Heparina Sédica para avaliagao da viabilidade celular.

Todos os voluntarios foram avaliados nos tempos 0 (zero), 1 (sessenta dias),

2 (cento e vinte dias) e 3 (cento e oitenta dias) apds o inicio da terapia anti-retroviral.

3.3 Fracionamento do Sangue

Para a obtengéo do sdro e do plasma, o sangue foi centrifugado a 2.500 rpm
(1050g) em centrifuga Celm, modelo LS Il por 10 minutos. Apés a primeira
separagdo e obtengéo do soro e do plasma, estes foram novamente centrifugados
para que fosse evitadas eventuais interferéncias de hemacias nas determinacgdes a

serem realizadas.
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3.4 Hemograma

As determinagbes do numero total de leucécitos, eritrécitos, plaquetas bem
como os indices hematimétricos, hematdcrito e hemoglobina foram realizadas em
aparelho de automacao Coulter Maxim Autoloader® no setor de Hematologia do
Laboratério de Analises Clinicas do HU/UFSC. Além das analises automatizadas,
todos os hemogramas e demais pardmetros foram determinados por técnicas
realizadas de acordo com a disciplina de Hematologia do Departamento de Analises

Clinicas da UFSC. Os valores de referéncia sao:

*  Leucécitos 4.500 a 11.000/mm?;
*  Eritrécites 4.300 a 6,0 milhdes/mm?

*  Plaquetas 150.000 a 350.000/mm?>

* Hematocrito .37 a50%

......

12 a 18 g/dL

3.5 Niveis Séricos de Ferritina

A determinacao dos niveis séricos de ferritina, foram realizadas por método

Imunomeétrico, utilizando-se aparelho IMMULITE Analyser® fornecido pela DPC -
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Los Angeles — EUA, que utiliza marcadores quimiluminescentes especificos contra a
Ferritina. As analises foram realizadas a partir dos espécimes sorolégicos obtidos
dos voluntarios no Laboratério de Analises Clinicas do HU/UFSC. Os valores de

referéncia utilizados para este analito foram os seguintes:

Mulheres: 9 a 120 ng/ml

Homens: 18 a 370 ng/ml.

3.6 Niveis de Ferro Sérico

A determinagdo dos niveis de Ferro sérico foi realizada com material
propriamente descontaminado com solucdo de Acido Cloridrico 50% ViV, e,
enxaguado com agua Millique® para que fossem evitadas interferéncias decorrentes
de outros ions metalicos ou pelo proprio Ferro. Os espécimes soroldgicos foram
analisados no laboratério de Andlises Clinicas HU/UFSC, sendo utilizada a
metodologia de turbidimetria. O equipamento utilizado foi o turbidimetro BEHRING®,

e os valores de referéncia seguidos para este analito foram:

Mulheres: .35 a150 pg/dL

Homens: 35 a 150 pg/dL
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3.7 Derteminacgao dos Niveis das Imunoglobulinas A, G e M.

Os niveis séricos de IgA, IgG e IgM, foram determinados por nefelometria,
que consiste na medida da concentragdo de complexos antigenos-anticorpos,
utilizando-se antisoros especificos. A intensidade da luz medida é proporcional a
quantidade de complexos antigenos-anticorpos presentes na amostra. As
determinagbes foram analisadas em analisador modelo DADE Behring no
Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Universitario, UFSC. Os valores de

referéncia para este analito foram:

o IgA adultos 70 a 400 mg/dL

° IgG adultos 700 a 1600 mg/dL

° IgM adultos 40 a 230 mg/dL

3.8 Dosagem de TNF-a e p-2-Microglobulina

A determinagdo dos niveis séricos de TNF-a e -2 microglobulina foram
realizadas por método Imunométrico, utilizando-se aparelho IMMULITE Analyser®
fornecido pela DPC - Los Angeles - EUA, que utiliza marcadores
quimiluminescentes especificos para TNF-a e B-2 microglobulina. As analises foram

realizadas a partir dos espécimes soroldgicos obtidos dos voluntarios no Laboratério
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de Analises Clinicas do HU/UFSC. Os valores de referéncia utilizados para estes

analitos foram:

TNF-a. < 8.1 pg/mi.

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

1.010 - 1.730 pg/ml.

3.9 Viabilidade Celular

O estudo da viabilidade celular dos linfécitos foi realizado apés cultura de
células pelo periodo de 48 horas. Os linfécitos foram obtidos das amostras coletadas
dos voluntérios e processadas no mesmo dia para separagdo por gradiente de

densidade em Ficoll Paque® d= 1.016.

Apoés a coleta em tubo com Heparina Sédica o sangue foi centrifugado por
10 minutos a 2.000 rpm (1.000 g), a temperatura ambiente e a pelicula de células
brancas formada foi aspirada com Pipeta Pasteur e transferida para um tubo
contendo Sml de solugéao tampao de fosfato (PBS) pH 7,4. Esta suspensao foi entao
homogeneizada suavemente, e, transferida para outro tubo contendo 2 ml de Ficoll
Paque® (Pharmacia) com densidade de 1.016 especifica para linfocitos, formando
assim uma solugéo bifasica que foi levada a centrifugagdo por 20 minutos a uma
velocidade de 2.000 rpm (1.000 g). O “anel” de linfécitos formado foi retirado por
aspiragdo com pipeta Pasteur, as células foram lavadas duas vezes em 5 mL de
solugdo PBS pH 7,4. Apos o processo de lavagem o botdo de células foi

ressuspenso em 1 ml de meio RPMI-1640, e uma pequena aliquota foi utilizada para
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contagem em Camara de Neubauer. Apds a quantificacdo, a suspenséo celular foi
ajustada de forma que fosse obtida a concentragéo final de 1 X 10° células/mL de

suspensao.

As células foram cultivadas em placas de 24 pogos em meio RPMI
suplementado com soro bovino fetal, solugdo estreptomicina 10 mg/ml mais
penicilina 10.000UI (Sigma) e anfotericina 50mg (Eurofarma) por 48 horas em estufa
com atmosfera de CO, a 5% a 37°C. Transcorrido o tempo de cultura as células
foram cuidadosamente homogeneizadas, retiradas da placa, ressuspensas e
centrifugadas por 5 minutos a 1500 rom, sendo o seu sobrenadante desprezado. As
células foram coradas em 200 pL de solugdo de uso (Brometo de Etidio e Calceina)
para ensaio de apoptose onde permaneceram por 15 minutos em repouso, na

auséncia de luz e a temperatura ambiente.

A avaliagéo da viabilidade celular foi realizada em Citdmetro de Fluxo Becton
Dickison FACSCALIBUR® do Laboratério Médico Santa Luzia de Florianépolis, onde
foram classificadas como viaveis, apopticas e mortas de acordo com o tamanho,
granulosidade e da fluorescéncia emitida. Os resultados obtidos foram expressos em

porcentagem de células por eventos adquiridos.

A citometria de fluxo é uma adaptagdo da técnica de imunofluorescéncia
utilizada para estudos de imunofenotipagem e viabilidade celular. Para avaliagao da
viabilidade celular os marcadores fluorescentes utilizados foram o Brometo de Etidio
(BE) e a Calceina (CA). O BE penetra em células mortas e quando liga-se aoc DNA

hipodipléide emite uma fluorescéncia vermelha a 488nm. A CA em baixas
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concentrag¢des intercala-se na dupla hélice de DNA dipléide e emite fluorescéncia
verde, caracterizando as células vivas. Uma terceira populagdo de células
apresentado tamanho e coloragdo intermediaria pode ser observada no
histotograma e classificada como células em apoptose (anexo XXIl). Além dos
parametros de fluorescéncia, os linfocitos foram selecionados de acordo com os
padrées de tamanho e granulosidade. Para cada amostra um minimo de 10.000

eventos foram adquiridos pelo citémetro de fluxo.

Solugéo de uso para ensaio de apoptose
Calceina AM 1 ul

Solugéao de Etidio 2mL

3.10 Contagem diferencial de Linfécitos CD4 e CD8

A contagem diferencial de linfécitos CD4 e CD8 foi efetuada em amostras de
sangue total, colhidas por sistema a vacuo, em tubos contendo EDTA. A amostra foi
fracionada, e uma fragao de 50uL foi tratada com solugado lisante para que fosse
eliminada uma possivel interferéncia causada pelas hemacias. Apds a lise das
hemacias, as células foram marcadas com anticorpos monoclonais Becton
Dickinson®, e, apds esta marcagao foi realizada a identificagido e contagem das
populagées de linfécitos presentes na amostra. A leitura foi realizada em Citdbmetro
de Fluxo Becton Dickinson FACSCALIBUR® do Laboratério Médico Santa Luzia de

Florianopolis. Os valores de referéncia assumidos para a contagem diferencial de
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linfocitos CD4 e CD8 foram os seguintes: CD4 500 a 1500/mm°, CD8: 300 &

1000/mm?,

3.11 Determinagao da Carga Viral

As determinagbes foram realizadas utilizando-se sangue total, que foi
centrifugado a 1500 rpm, por 10 minutos para que fosse possivel a separagao do
plasma. O plasma obtido da separacgéo foi entdo armazenado em solugdo tampao
lisante (Tiocianato de guanidina) para posterior determinagdo. A amostra é viavel por
24 horas se armazenada a 20°C, por sete dias se armazenada a - 8°C e, por tempo
indeterminado se armazenada a - 70°C. A metodologia utilizada para a quantificagao
da carga viral foi a de NUCLISENS, que consiste na amplificagdo das sequiéncias de
bases dos acidos nucléicos, baseada na tecnologia NASBA, para a determinagéao

quantitativa do RNA do HIV em plasma humano.
O método aplicado consiste em trés fases distintas:

- Isolamento: Onde é realizada a purificagao do RNA conforme segue: Ao
tampéao de lise, onde estao contidos os acidos nucléicos anteriormente liberados,
sdo adicionados trés RNAs sintéticos de concentragdo conhecida (Qa, Qb, Qc),
respectivamente, alta, média e baixa. Estes RNAs servem como calibradores
internos e cada um deles difere do HIV do tipo selvagem em apenas uma pequena

seqliéncia. Em meio salino de elevada concentragcdo todos os acidos nucléicos
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presentes no tampao, incluindo os calibradores, ligam-se as particulas de diéxido de
silicio que funcionam como base sélida. E entdo realizada uma série de lavagens

para que os acidos nucléicos sejam eluidos da fase sélida

- Amplificagao: Qualquer RNA do HIV-1 do tipo selvagem eluido & co-
amplificado com os trés calibradores internos. A amplificagdo baseia-se na
transcricao repetida, ou seja, sdo sintetizadas multiplas coépias de cada seqliéncia
selvagem e das seqliéncias alvo do calibrador de RNA, pela polimerase de RNA
através de uma molécula de DNA intermediaria que contém o promotor de cadeia
dupla para a polimerase de RNA. Cada cépia de RNA transcrita entra em um novo

ciclo de amplificagdo. A seqiiéncia amplificada corresponde a regido gag do HIV-1.

- Hibridizagao: E a fase onde ¢ realizada a “revelagdo” e detecgao através
de eletroquimioluminescéncia, do nimero de particulas amplificadas marcadas com
Ruténio. Para diferenciar os amplificados (Selvagem, Qa, Qb, Qc), sédo adicionadas
aliquotas da amostra amplificada, a quatro solu¢des de hibridagdo, cada uma
especifica para um dos amplificados. Os respectivos amplificados sao hibridados
com uma “esfera” revestida com estreptavidina € com uma sonda marcada com
Ruténio. Estas esferas, transportam os complexos “amplificado-hibridizado-sonda” e
sao capturadas a superficie de um eletrodo por meio de um campo magnético. A
voltagem aplicada ao eletrodo desencadeia a reacgao de eletroquimiluminescéncia. A
luz emitida pelas sondas marcadas com ruténio é proporcional a quantidade de
amplificado. Os calculos baseados nas quantidades relativas dos quatro

amplificados revelam a quantidade de RNA de HIV-1 selvagem originalmente
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presente na amostra. As determinagdes foram realizadas no Laboratério de Analises

Clinicas do HU/UFSC utilizando-se kits e equipamentos Organon — Tecknica®.

Os resultados sdao expressos da seguinte forma: n® de cépias/ml. Sendo
também colocado o nimero de cépias expresso em log para possibilitar o estudo do

desenvolvimento de resisténcia a terapia anti-retroviral.

3.12 Analise Estatistica

Todas as medidas das variaveis estudadas foram comparadas
intragrupo. Para as analises intragrupo foi utilizada analise de varianga para medidas

repetidas com intervalo de confianca de 95% (p<0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito da terapia anti-retroviral sobre a contagem de linfécitos TCD4.

A tabela 1 apresenta os dados da contagem de células TCD4. Conforme
estes dados observa-se que houve aumento estatisticamente significativo no nimero
de células CD4 no tempo 180 dias (456 cél/mm?®) em relagéo ao tempo “0” dias (316
cél./mm>) (p<0.05). Quando analisamos individualmente os pacientes (anexo I),
podemos observar que somente um paciente (149), ndo apresentou 0 mesmo
comportamento, com a contagem de LTCD4 tendendo a ligeira redugdo. Contudo o
numero de células TCD4 deste paciente ja se apresentava reduzido antes do inicio

da TARV (85 cél. /mm?) .

Tabela 01 - Determinacgao diferencial de Linfécitos TCD,em Ulmm3, nos tempos

estudados.

Linfocitos CD4 U/Mm?

Tempo (dias)

Variaveis
0 60 120 180
Média 316 402,3 4291 454 8*
SD 171,08 264,91 231,41 270,18
Maximo 639 793 808 885
Minimo 85 67 64 67

*p < 0.05 no tempo 180 dias em relagéo ao tempo “0”.
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Figura 06 - Determinagdo diferencial de Linfécitos TCD,em U/mm’, nos tempos estudados.

Um importante marcador da infecgdo pelo HIV é a deplegéo dos linfocitos
TCD4. Varios mecanismos tém sido postulados para explicar como o virus provoca
este fendmeno, incluindo a diminuigdo na geracdo de células T na medula 6ssea,
capacidade de renovagdo limitada, aumento na destruicdo de células infectadas e
ndo infectadas pelo HIV e aumento na morte programada (apoptose) (AMEISSEN,
1992; FAUCI, 1996). Por estas razdes a contagem de CD4 é um importante
marcador para monitorar pacientes assintomaticos, instituir terapia profilatica e iniciar

e avaliar a eficacia da terapia anti-retroviral (O’'BRIEN, 1996).

Em nosso estudo foi observado que a utilizacao da TARV aumentou
significativamente o nimero de células CD4 em 90% dos pacientes estudados. Em
estudos realizados por Ho et al (1995) e Wei et al (1995) o aumento na contagem de
CD4 foi observado na maioria dos pacientes ja nos primeiros 30 dias apés o inicio da

TARV. Outro fato importante que pode ser observado nos resultados obtidos tanto
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dos pacientes que responderam a TARV quanto ao paciente que n&o respondeu a
TARV é que a contagem de CD4 é inversamente proporcional a carga viral (tabela
03), o que significa dizer que a replicagdo do HIV tem um forte impacto sobre o

turnover das células CDA4.

O aumento no nimero de CD4 apds o inicio da TARV obtido em nosso
estudo, segundo alguns autores pode ser atribuido a: inicialmente a repopulagéo de
células TCD4 liberadas dos linfonodos para o sangue periférico, seguido da geragao
de novas células pela medula 6ssea (HO, 1995; WEI, 1995; BUCY, 1999), aumento
na proliferagao das células de meméria (AUTRAN, 1997; FLEURY, 2000), redugéo
da apoptose (JOHNSON, 1998; NOKTA, 1999), redugdo da infec¢do pelo HIV das
células TCD4 recem liberadas para o sangue periférico, devido a interferéncia dos
farmacos anti-retrovirais com a maturagéo do HIV (WOLTHERS, 1998) e a redugéo
da ativagcao do sistema imune que é o principal mecanismo de ativagao da apoptose

em células CD4 e CD8 (AUTRAM, 1997).

4.2 Efeito da TARV sobre a contagem de células CD8

Na tabela 2 estdao demonstrados os dados da contagem de células CD8.
Nao foi observada variagdo estatisticamente significativa (p>0.05) nos tempos
estudados. Porém ha uma redugéo modesta, mas progressiva na contagem de CD8
ao longo do estudo em 70% dos pacientes avaliados, com os resultados mantendo-

se dentro dos valores de referéncia preconizados (300-1000 cél. /mm®). Somente
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um paciente (144 anexo Il) apresentou o valor de CD8 inferior ao valor minimo de
referéncia (187 cél. /mm?3) no final do estudo que pode ser compativel com o valor

basal (380 cél./mm?®).

Tabela 02 - Determinacgio diferencial de Linfocitos CD8 em U/mm?, nos tempos

estudados.

Linfécitos CD8 U/mm?

Tempo (dias)

Variaveis
O 60 120 180
Média ’ | 973,9 858,1 873,4 795,6*
sD 270,18 550,61 475,6 350,72
Maximo 885 1987 1614 1316
Minimo 67 380 340 300

" p > 0,05 no tempo 180 dias em relagéo ao tempo “O".
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Figura 07 - Determinagéo diferencial de Linfécitos CDgem U/mm®, nos tempos estudados.

Em resposta ao ataque ao organismo por virus, o sistema imune utiliza dois
mecanismos de prote¢do, humoral (anticorpos) e celular (linfécitos). Quando uma
infecg¢éo viral transpde as barreiras imunes, o resultado € uma doenga aguda, que
pode desaparecer rapidamente, levar o individuo a 6bito ou tornar-se crénica. Nesta
batalha do sistema imune contra o HIV, o virus ainda é o vencedor. A principal
resposta imune contra o HIV que culmina na redugao da carga viral, envolve os
linfécitos TCD8 (OLDSTONE, 1997). Os linfécitos TCD8 possuem papel central no
controle da infeccdo e alteragbes funcionais nestas células, observadas
normalmente em estagios mais avangados da infecgido pelo HIV, resultando em

aumento da carga viral (BORROW, 1994).

Os linfécitos TCD8 reconhecem o peptideo viral ligado a molécula MHC de
classe | que € expresso na membrana das células infectadas. Um Unico complexo

peptideo antigénico-MHC-| é capaz de ativar os LTCD8, que além de lisar a célula
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infectada pelo virus, inibe a atividade viral por mecanismos nao liticos, que envolve a

liberagao de interferon-y, TNF-a e outros fatores soliveis (WALKER, 1986).

Segundo Nowak et al. (1999) a potente resposta exercida pelo LTCD8 contra
o HIV parece ser o0 mecanismo responsavel pelo surgimento de cepas mutantes com
selegao de variantes capazes de “escapar” a resposta imune e isto € incompativel

com a forte resposta dos LTCD8 na infecgdo primaria.

As alteragdes funcionais observadas nos LTCDS8, de pacientes HIV, sdo em
decorréncia das alteragdes quantitativas e qualitativas dos LTCD4, ja que estas
células possuem papel central na regulagéo da resposta imune, através da sintese e

secrec¢ao de citocinas (POWDERLEY, 1998).

Em consenso com estas afirmagdes podemos concluir que a manutengéo
das fungbes e do nimero dos LTCD8, no curso da infecgdo pelo HIV, é fundamental

na preservagao do estado clinico e imunolégico do paciente.

Conforme o nosso estudo demonstrou, a TARV foi eficaz na manutencao do
numero de LTCD8 dentro dos valores de referéncia. Embora uma ligeira redugéo
tenha sido observada, ela pode ser atribuida, segundo Gray et al (1998) a reducgédo
de clones de LTCD8 HIV especificos, uma vez que apds a redugéo da carga viral
com a TARV, um menor numero destas células é requerido para a atividade antiviral

do sistema imune.

A dindmica de redugdo dos LTCD8 é um fator de risco para doengas
oportunistas e reativacao da replicagdo viral e pode indicar que o paciente nao

apresenta pleno restabelecimento das defesas imunes.

Parametros Laboratorias para Monitoramento da Terapia Anti-Retroviral e Avalia¢ao da Eficacia do
Regime Terapéutico com Inibidores da Transcriptase.



74

A eficacia do regime terapéutico instituido aos nossos pacientes pode ser
comprovada com a redugdo nao significativa dos LTCD8, resultado da marcante
supressao dos niveis de HIV plasmatico. Com excegdo do paciente 144 (anexo Il),
cujo numero de linfécitos TCD8 apresentou-se reduzido ao longo do estudo e nao
apresentou relagdo com a carga viral (anexolll). Estes resultados nao invalidam o
sucesso do regime terapéutico, mas nos permitem sugerir que este paciente
apresentou uma disfungdo imune que nao foi revertida com o uso da TARV. A
recuperacdo completa do sistema imune apés o uso da TARV pode nao ser
alcangada em todos os pacientes tratados, levando a crer que fatores especificos do
virus e do hospedeiro podem ser determinantes na recuperacao do sistema imune.
O curso da infecgao pelo HIV no inicio da TARV também pode ser critico para

redugao da deterioragao do sistema imune (POWDERLY, 1998).

Com relagéo aos resultados desconectos entre CD4, CD8 e CV observados
em nosso estudo e a auséncia de sintomatologia nos pacientes que apresentaram
este comportamento, é razoavel assumir que dos muitos sistemas biologicos, o
sistema imune é provavelmente o mais redundante. Entdo perturbagdes
exacerbadas podem ser necessarias para estabelecer uma condigao de risco para o

individuo.

E importante ressaltar que uma relagdo entre os resultados de carga viral,
LTCD4 e LTCD8 foi observada na maioria dos pacientes avaliados e estes
parametros podem ser seguramente utilizados para monitoramento da eficacia da

TARV e servem como marcador prognostico da evolugéo da infecgao pelo HIV.
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4.3 Efeito da Terapia Anti-retroviral sobre a Carga Viral

Os dados obtidos com relagdo aos estudos com a carga viral estao

apresentados na tabela 3.

De acordo com estes dados, ocorreu uma redugao significativa na carga viral
60, 120 e 180 dias ap6s o inicio da TARV, em relagao ao tempo zero (antes do
tratamento). O valor médio foi reduzido de 150.000 cépias/mi para 3.198 cépias/ml.
Porém dois pacientes apresentaram um aumento na carga viral no tempo 180 dias

(anexo ).

Tabela 3 - Determinagao da Carga Viral, em nimero de copias/mli, nos tempos

estudados.

Carga Viral (n° de cépias/ml)

Tempo (dias)

Variaveis
O 60 120 180
Média 150.200 6.276* 2.889* 3.198*
SD 204.681 8.428,6 7.429,9 5.453,8
Maximo 720.000 28.000 24.000 18.000
Minimo 48.000 80 80 80

*p <0.06 nos tempos 60,120 e 180 dias em relagdo ao tempo “0”.
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Figura 08 - Determinagédo da Carga Viral, em numero de cépias/mi, nos tempos estudados.

O inicio da terapia anti-retroviral normalmente esta associada com rapido
declinio da carga viral. Porém alguns estudos demonstraram que a TARV néo é
capaz de bloquear completamente a replicagado do HIV, sugerindo que o virus pode
perpetuar continuamente com poucos ou nenhum dano para o sistema imune
(FURTADO, 1999; NATARAJAN, 1999). Segundo estudo de Finzi, ef al. (1997) o
HIV permanece nos linfécitos do sangue periférico e dos tecidos linféides, na sua
forma latente ou com replicagdo controlada, sem efeitos citopaticos para a célula
hospedeira. Estas células representam um importante reservatério viral em

pacientes recebendo TARV.

A redugdo da carga viral a niveis indetectaveis é observada com maior
freqiéncia em pacientes que receberam terapia anti-retroviral altamente eficiente,
que consiste em dois inibidores da transcriptase reversa e um inibidor da protease

(GULIK, 1998; ERB, 2000). O regime terapéutico recebido por nossos pacientes,
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também mostrou ser efetivo para maioria dos pacientes e apresentou resultados

semelhantes aos alcangados com regime triplo (< 80 cépias/ml).

Como os pacientes apresentavam-se assintomaticos no decorrer do estudo,
a persisténcia de valores aumentados em dois pacientes pode ser explicado pelo
desenvolvimento de doencas intercorrentes como amigdalite, faringite, resfriado ou
outras infecgdes causadas por bactérias e virus, que nao caracterizavam uma
infeccdo oportunista comum na infec¢do pelo HIV. Este aumento (reativagdo) da
carga viral com o regime anti-retroviral pode ocorrer também quando o paciente é
imunizado, o que nao se aplica aos nossos pacientes, uma vez que todos receberam
apenas a medicacao anti-retroviral, sem nenhum tratamento profilatico. Em apenas
um dos pacientes estudados néo foi observado uma supressao satisfatéria da carga
viral, fato este que pode ter ocorrido por falta de adesdo adequada ao tratamento,
absorgcao inadequada dos farmacos ou resisténcia do HIV a terapia instituida

(STEINBROOK, 2000).

A determinagdo da carga viral no plasma é um importante marcador
prognéstico de progressao para AIDS (MELLORS, 1997) e de monitoramento da

TARV (MARSCHNER, 1998).

Parametros Laboratorias para Monitoramento da Terapia Anti-Retroviral e Avaliagdo da Eficacia do
Regime Terapéutico com Inibidores da Transcriptase.



78

4.4 Efeito da TARV sobre a Viabilidade das Células Mononucleares do Sangue

Periférico

As tabelas 4, 5 e 6 apresentam as porcentagens de células viaveis, células
apoptéticas e células inviaveis, respectivamente, nos tempos estudados. Segundo
estes dados podemos observar alteracdes estatisticamente significativas (p<0.05)
para as trés avaliagées. Ocorreu aumento da porcentagem de células viaveis
(44,90%) do tempo 180 dias em relacdo ao tempo “0” (22,3%), redugdo da
porcentagem de células apoptoéticas (48,59%) no tempo 180 dias em relagao ao
tempo “0” (66,41%) e redugdo da porcentagem de células inviaveis (6,62%) no

tempo 180 dias em relagao ao tempo “0” (11,36%).

Tabela 04 - Numero de células viaveis, em porcentagem, nos tempos

estudados.

Células viaveis (%)

Tempo (dias)

Variaveis
0 60 120 180
Média 22,23 31,16 37,60 44 90"
SD 17,86 16,02 21,728 18,571
Maximo 52,54 49,85 72,66 73,22
Minimo 2,51 7,33 2,85 15,16

*p <0.05 no tempo 180 dias em relagdo ao tempo “0”.
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Figura 9 - Numero de células viaveis, em porcentagem, nos tempos estudados.

Tabela 05 - Namero de células apopticas, em porcentagem nos tempos estudados.

Células apopticas (%)

Tempo (dias)

Variaveis
0 60 120 180
Média 66,41 61,38 44,193 48,597*
sD 15,482 17,894 15,877 18,792
Maximo 85,58 87,05 73,57 82,95
Minimo 38,93 44,58 21,35 22,03

*p <0.05 no tempo 180 dias em relagdo ao tempo “0".
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Figura 10 - Namero de células apdpticas, em porcentagem nos tempos estudados.

Tabela 06 - NOmero de células inviaveis, em porcentagem, nos tempos

estudados.

Células inviaveis (%)

Tempo (dias)

Variaveis
0 60 120 180
Média 11,359 7,42 18 6,621*
SD 6,776 5,464 15,524 4,797
Maximo 24,25 16,76 50,84 14,210
Minimo 1,36 1,27 1,32 1,99

*p <0.05 no tempo 180 dias em relagdo ao tempo “0”.
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Figura 11 - Namero de células invidveis, em porcentagem, nos tempos estudados.

A demonstragdo de aumento da susceptibilidade para apoptose dos
linfécitos de pacientes HIV positivos (AMEISSEN, 1991; GOUGEON, 1996), torna
evidente sua participagcdo no processo de deplegdo das células CD4, com
conseqliente disfungdo imune (AMEISSEN, 1991; GOUGEON, 1996;
SAMUELSSON, 1997). As Alteragbes na resposta imune celular, como sintese e
liberagdo de interleucinas (WESTBY, 1998), proteinas solliveis do HIV como a gp
120, que inicia o0 processo de morte de LTCD4 (BANDA, 1992) e proteinas
regulatdrias do HIV, como a proteina tat, que é capaz de inibir a proteina anti-
apoptética bcl-2 (SASTRY, 1996), parecem exercer um papel importante na indugao
da apoptose destas células. Segundo Gougeon et al (1993). Todas as populagdes
de linfécitos estdao envolvidas neste processo, tanto de individuos clinicamente
higidos quanto de individuos HIV positivos. Porém a morte de linfécitos por apoptose
em individuos HIV positivos & significativamente aumentada, quando comparada

com individuos sadios.
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A TARV apresenta efeito protetor sobre os linfocitos, o que garante o
aumento do nimero de células viaveis com o tratamento. Segundo Andersson et al.
(1998) a TARV pode reduzir em até 40% a expressdo dos co-receptores, CCR5 e
CXCR4, reduzindo assim a capacidade do HIV livre no plasma infectar outras
células. Como ja foi citado anteriormente, além dos receptores CD4 o HIV necessita
dos co-receptores CCR5 e CXCR4 para penetrar na célula hospedeira. A outra
maneira, segundo Li ef al. (1995) e Sastry et al. (1996) a maxima supressdo da
carga viral, alcangada com a TARV, resulta na diminuigdo de produtos soluveis do
HIV. A TARV pode também influenciar indiretamente na diminui¢do da apoptose dos
linfécitos, com a normalizagdo da produgao de citocinas (JOHNSON, 1998). Ainda
segundo Nokta et al. (1999) e Johnson et al (1998), um regime anti-retroviral
adequado € capaz de reduzir a apoptose dos linfécitos do sangue periférico, o que
pode contribuir para o aumento na contagem de CD4 em pacientes tratados
(CAGGIARI, 2000). Porém, em nossos estudos, 0 aumento observado na populagao
de células CD4 nao foi proporcional a redugdo da porcentagem de células em
apoptose, e a justificativa para esse achado é a de que, para 0 nosso experimento
foi feita avaliagdo da apoptose dos linfocitos totais € como logo apés a resolugao de
uma resposta imune ocorre apoptose fisiolégica dos linfécitos CD8, a manutengao
de valores relativamente aumentados de células apoptéticas na realidade pode ser
reflexo da apoptose das células CD8. Estudo das populagdes de células CD4 e CD8

separadamente poderiam esclarecer melhor nossos resultados.

Os resultados obtidos em nosso estudo sugerem que, apesar da redugao

significativa da porcentagem de células apoptéticas apds o tratamento, os valores
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nao sdo similares aos obtidos de individuos clinicamente saudaveis (3%-20%). Por
esta razdo sugerimos que: a despeito da redugdo da carga viral, em fungéo da
TARV, que em alguns de nossos pacientes alcangou valores indectaveis, o HIV nédo
é totalmente eliminado e persiste produzindo antigenos, e, este é provavelmente o
mecanismo primario da ativagao cronica do sistema imune, que por sua vez € o
mecanismo responsavel pela indugdo da apoptose em linfécitos de individuos HIV

positivos o que poderia contribuir para o colapso do sistema imune.

Em nosso experimento ao contrario do que reportou Samuelsson et al.
(1997) nao verificamos uma relagéo entre os valores da carga viral e o de células
apoptoéticas, sugerindo que a apoptose pode ser influenciada por outros fatores além
da carga viral. Em estudo realizado por Jonhson et al. (1998) a redugao da apoptose

foi observada em pacientes sem nenhuma redugao da carga viral.

4.5 Efeito da Terapia Anti-retroviral sobre a contagem de Leucécitos totais e

Linfocitos totais

Os valores estatisticos de leucdcitos totais nos tempos estudados estao

representados na tabela 07.

A analise estatistica revela que nao houve variagao significativa (p>0.05) no

tempo 180 dias em relagdo ao tempo “0". Porém no tempo 180 dias 80% dos
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pacientes apresentaram o numero de leucdcitos totais diminuido, quando

comparado com os valores de pré-tratamento (anexo VIII).

Tabela 07 - Enumeragio de Leucdcitos totais, em células por milimetros

cubicos, nos tempos estudados.

Leucdcitos totais (/ mm®)

Tempo (dias)

Variaveis
0 60 120 180
Média ° 5740 5480 5510 5110
SD 2851,2 22778 1724,6 1767.9
Maximo 14300 10100 9000 8500
Minimo 4500 3100 3700 3800

' p > 0,05 no tempo 180 dias em relagdo ao tempo “0”.
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Figura 12 - Enumerag&o de Leucdcitos totais, em células por milimetros cabicos, nos tempos

estudados.
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A tabela 08 apresenta o namero de linfocitos nos tempos estudados. Os
dados demonstraram que nao houve alteragao estatisticamente significativa (p>0.05)
do tempo 180 dias em relacdo ao tempo “0”, nesta populagédo de células. Dos 10
pacientes avaliados, 5 apresentaram linfocitose, 1 apresentou linfopenia (anexo VIl)
e os demais pacientes apresentaram numero de linfocitos dentro dos valores de
referéncia (20% - 37%) no final do estudo. Como podemos observar a variagdo
média, aumentou de 30.12% para 35.03% nos pacientes apdés 180 dias de

tratamento, quando comparado com os valores basais.

Tabela 08 - Enumeragio dos Linfocitos totais, em porcentagem, nos tempos

estudados.

Linfécitos totais (%)

Tempo (dias)

Variaveis
0 60 120 180
Média’ 30,12 33,67 31,32 35,03
SD 11,502 10,651 11,625 11,424
Maximo 51,0 457 48,1 50,4
Minimo 12,4 13,2 14,8 13,5

' p > 0,05 no tempo 180 dias em relagéo ao tempo “0”.
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Figura 13 - Enumeragéo dos Linfécitos Totais, em porcentagem, nos tempos estudados.

Em relagdo ao numero de leucdcitos totais, a sua reducio pode ser
resultado da acdo da TARV, sobre a linhagem de células brancas, especificamente
sobre a populagdo de leucocitos granulécitos e a leucopenia € um achado
relativamente comum em doencas infecciosas de progressao lenta, como é o caso
da infeccdo pelo HIV. Outro fator a se considerar é que como se trata de uma
infecgao viral, existe obviamente participacao dos linfécitos e esta bem referenciado
pela literatura que no processo de formagao de células brancas pela medula éssea,

haja uma redugdo na produgdo da linhagem granulocitica para compensar a

produc¢ao de linfocitos.

A discreta linfocitose observada na maioria dos pacientes em nosso estudo,
pode estar relacionada com o aumento na contagem de LTCD4, apés o tratamento e
pode ser considerada um bom prognéstico, ja que a evolugao da infecgéo pelo HIV é

caracterizada por linfopenia. Outra explicagdo para o aumento no numero de
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linfocitos é que estas células sdo as principais células que participam da resposta

imune contra o ataque por virus.

4.6 Efeito da Terapia Anti-retroviral sobre os Marcadores Séricos de Anemia

Na tabela 9 estdo demonstrados os valores de ferro sérico. Nao foi
observado nenhuma variagéo significativa (p>0.05) nos tempos estudados. Durante
o estudo 90% dos pacientes apresentaram os valores de ferro dentro dos valores de
referéncia (35-150 pg/dL) e somente 1 paciente (145 anexo IX) apresentou uma

concentragéo sérica de ferro acima dos valores de referéncia (198 ug/dL).

Tabela 09 - Determinacao de Ferro Sérico, em ng/dL, nos tempos estudados.

Ferro (ug/dL)
Tempo (dias)
Variaveis
0 60 120 180
Média ’ 88,7 97,3 82,3 98,3
SD 31,802 26,554 31,577 45,270
Maximo 140 156 164 198
Minimo 47 65 60 60

' p> 0,05 no tempo 180 dias em relagdo ao tempo “0”.
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Figura 14 - Determinagéo de Ferro Sérico, em ug/dL, nos tempos estudados.

Varios autores ja reportaram o papel do ferro na resposta imune. A
homeostasia celular do ferro € importante para a fungao imune e ambas, deficiéncia
e sobrecarga de ferro promovem alteragbes no sistema imune alterando a
proliferacdo de linfécitos T e linfécitos B (BROCK, 1994). Além disso, o ferro
participa da resposta citotéxica mediada por macréfagos, catalisando espécies
reativas de oxigénio dentro dos fagolisossomas destas células (HALLIWEL, 1992). O
aumento na concentragao de ferro nas células do sistema monocitico fagocitario
resulta em colapso na liberagdo de citocinas, como o INF-y por exemplo, (WEISS,

1992).

Em nosso estudo foi dosado o ferro sérico, o qual ndo apresentou alteragdes
significativas em todos os pacientes no periodo avaliado. Na infecgao pelo HIV a
relevancia dos valores de ferro sérico deve ser focada para o seu aumento nos

tecidos, que resulta muitas vezes em efeitos que comprometem a atividade celular,
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especialmente do sistema imune (GORDEUK, 2001). Alguns autores sugerem
inclusive a participagédo da ZDV, no aumento de ferro nos tecidos, e este, parece ser
o mecanismo pelo qual a ZDV induz a anemia em pacientes HIV positivos (GOLDIN,
1993). Por outro, lado em recente estudo realizado in vitro por D’Alessandro et al.
(2000) a ZDV parece nao estar diretamente envolvida na sobrecarga de ferro nos
tecidos, observada em pacientes que fazem uso deste farmaco, e sim causado por

um mecanismo ainda desconhecido.

A tabela 10 mostra os valores de ferritina nos tempos estudados. Conforme
os resultados obtidos podemos observar que houve uma redugao estatisticamente
significativa (p<0.05) do tempo 180 dias em relagdo ao tempo “0” e somente 2
pacientes (140 e 151 anexo X) os resultados se mantiveram elevados durante todo o
estudo. Enquanto que nos demais pacientes os niveis de ferritina permaneceram

dentro dos valores de referéncia neste mesmo periodo.

Tabela 10 - Concentracgao da Ferritina Sérica, ng/dL, nos tempos estudados.

Ferritina (ng/dL)

Tempo (dias)

Variaveis
0 60 120 180
Média 136,94 156,4 99,02 102,89*
SD 135,17 131,98 79,062 94,891
Maximo 233,63 250,81 155,57 170,77
Minimo 11 9,2 10 9,6

*p <0.05 no tempo 180 dias em relagao ao tempo “0”.
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Figura 15 - Determinagéo da Ferritina Sérica, ng/dL, nos tempos estudados.

A ferritina constitui a principal proteina armazenadora do ferro corporal e sua
redugéo pode ser indicativo de deficiéncia de ferro. A ferritina sérica pertence a um
grupo de proteinas que pode elevar seus niveis em resposta a uma doega aguda e
em doengas cronicas que causam deplegdo dos niveis de ferro. Elevados niveis de
ferritina estdo mais freqlientemente associados com o surgimento de infecgbes

oportunistas (SARAVINO, 1999).

Em nosso estudo os resultados de 80% dos pacientes avaliados
apresentaram-se dentro dos valores de referéncia, compativeis com o quadro clinico
destes pacientes que nao apresentavam sintomas aparentes de qualquer patologia.
Quanto aos pacientes 140 e 151, ndo foi observado relacdo com o valor de outra
proteina de fase aguda, como a IgM (tabela 19), porém estes pacientes

apresentaram valores elevados de f3-2 microglobulina (tabela 21).
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4.7 Avaliagao da terapia anti-retroviral sobre os marcadores hematolégicos de

anemia

A tabela 11 apresenta os valores dos eritrocitos nos tempos estudados. De
acordo com estes dados, podemos perceber que houve reducéo estatisticamente
significativa (p<0.001) dos eritrécitos no tempo 180 dias em relagao ao tempo “0”
(redugdo média de 4.40 milhdes/mm?® para 3.75 milhdes/mm?). Todos os pacientes
apresentaram uma tendéncia a redugao durante o estudo e um paciente (anexo Xl)
apresentou um quadro de anemia, confirmado pelos valores de hematdcrito (tabela

12) e hemoglobina (tabela 13).

Tabela 11 - Enumeragao de eritrocitos em milhdes por milimetros cubicos, nos

pacientes estudados.

Eritrécitos (milhdes/ mm®)

Tempo (dias)
Variaveis
0 60 120 180
Média 4,401 3,667 3,782 3,753*
SD 0,5246 0,7663 0,6942 0,5020
Maximo 5,18 4,48 48 4,44
Minimo 4,50 3,91 3,86 3,73

*p <0.001 no tempo 180 dias em relagdo ao tempo “0”.
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Figura 16- Enumeragédo de eritrécitos em milhGes por milimetros cubicos, nos pacientes
estudados

Os resultados dos valores do hematécrito nos tempos estudados estdo
relacionados na tabela 12. Segundo estes dados, nao foi observado diferenga
estatisticamente significativa no valor do hematécrito (p>0.05) no tempo 180 dias em
relacdo ao tempo “0". Antes do inicio da TARV, somente um paciente (151 anexo
Xll) apresentou o valor do hematécrito inferior ao valor de referéncia (38%-50%), e
esta redugéo foi mais evidente 60 dias apoés o inicio da terapia (17,3%), contudo

ap6s 180 dias ja podemos observar um aumento moderado (34,5%).
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Tabela 12 - Determinagao do valor do hematécrito sangiiineo, em

porcentagem, nos tempos estudados.

Hematocrito (%)

Tempo (dias)

Variaveis
0 60 120 180
Média 4 40,83 36,14 38,64 39,56
SD 3,618 7,129 3,603 3,828
Maximo 46,7 431 442 455
Minimo 36,4 17,3 32,4 34,5

" p > 0.05 no tempo 180 dias em relagdo ao tempo “0”.
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Figura 17 - Determinagéo do valor do hematdcrito sangiineo, em porcentagem, nos tempos
estudados.
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Na tabela 13 estdo apresentados os valores de hemoglobina nos tempos
estudados. Como mostra esta tabela nao foi observado alteragdes estatisticamente
significativas (p>0.05) do tempo 180 dias em relagdo ao tempo “0". Apenas um
paciente (151 anexo XX), apresentou redugédo no tempo 60 dias, que foi compativel

com os valores de hematdcrito e eritrocitos, com recuperagéo no tempo 180 dias.

Tabela 13 - Niveis de Hemoglobina sangiiinea, em g/dL, nos tempos estudados.

Hemoglobina (g/dL)

Tempo (dias)

Variaveis
0 60 120 180
Média ' 13,72 12,26 13,33 13,60
SD 1,39 2,38 1,34 1,50
Maximo 15,2 15,3 15,5 16,0
Minimo 12,5 6,1 11,4 11,7

"p >0.05 no tempo 180 dias em relagdo ao tempo “0”.
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Figura 18 - Niveis de Hemoglobina sangiinea, em g/dL, nos tempos estudados.
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A anemia é uma complicagdo comum, relacionada a infec¢édo pelo HIV,
particularmente em estagios mais avangados da infecgdo (VANDER WERF, 2000).
A anemia na infecgdo pelo HIV pode ser afribuida a agédo direta do virus sobre as
células do parénquima medular e sobre as células progenitoras eritroides. As
proteinas soliveis do HIV e algumas citocinas dentre elas o INF-y liberadas por
células ativadas agem como inibidores do crescimento das células ertitréides na
medula 6ssea dos pacientes HIV positivos (MOORE, 1998). Nao esta claro se
fatores solGiveis agem causando mielossupresséo diretamente ou se agem inibindo a
sintese de fatores de crescimento. Outras etiologias da anemia em pacientes HIV
positivos s&o: o efeito mielossupressivo de alguns farmacos anti-retrovirais
especialmente a zidovudina e as infecgdes oportunistas, que em estagios mais
avangados da infeccdo sdo as principais responsaveis pelo estabelecimento da

anemia.

Em estudo realizado por Moore et al. (1998) que avaliou as varias formas de
anemia e sua relagdo com a progressao da infecgao e sobrevivéncia dos pacientes
HIV positivos, demonstrou que quando a anemia ocorre, ela estd associada com
risco de progressao da infecgdo e morte e que o risco estd aumentado quando se

observa uma anemia progressiva ou severa.

Em nosso estudo 90% dos pacientes ndo apresentaram alteragées nos
parametros hematolégios marcadores de anemia apos a terapia anti-retroviral. Este
comportamento pode estar relacionado com o fato de nossos pacientes serem

assintomaticos e apesar da anemia ser uma complicagdo comum na infec¢ao pelo

Para@metros Laboratorias para Monitoramento da Terapia Anti-Retroviral e Avaliagéo da Eficacia do
Regime Terapéutico com Inibidores da Transcriptase.



96

HIV, ela parece ser mais relevante nos estagios mais avangados da infecgdo pelo

HIV.

De acordo com os resultados dos exames laboratoriais, somente um
paciente (151) apresentou anemia durante o estudo, contudo, este quadro ja era
evidente antes do inicio do tratamento e mostrou-se acentuado 60 dias apods a

terapia.

A relagdo entre hematdcrito e hemoglobina foi observada em todos os
resultados, porém esta mesma relagao nao péde ser observada com a contagem de
eritrocitos. O numero de eritrécitos por milimetro cubico, fornece uma estimativa
direta do conteldo destas células no sangue periférico. A presenga de eritrécitos
com tamanho alterado coexistindo com células de tamanho normal, pode produzir
um aumento no valor do hematécrito. O nimero de eritrécitos do nosso experimento
mostrou-se significativamente reduzido, porém o fato desta redugéo nao se refletir
nos valores de hematécrito se deve aos valores aumentados do volume corpuscular
médio. E interessante ressaltar que todos os pacientes avaliados apresentaram uma
discreta, porém progressiva redugéo do valor dos eritrocitos, sugerindo que o efeito

mielossupressivo da TARV pode ocorrer em longo prazo.

4.8 Efeito da terapia anti-retroviral sobre a contagem de Plaquetas

Os valores das plaquetas sangliineas nos tempos estudados, estdo

relacionados na tabela 14. Como podemos observar, de acordo com a analise
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estatistica, ndo houve alteracao significativa (p>0.05) na contagem de plaquetas no
tempo 180 dias em relacdo do tempo “0” de todos os pacientes estudados. O
niumero de plaquetas manteve-se dentro dos valores de referéncia (150.000 a

350.000/mm?®) no decorrer do estudo.

Tabela 14 - Enumeracgio de plaquetas sangiiineas, em milhares por mm®, nos

tempos estudados.

Plaquetas (milhares/mm?®)

Tempo (dias)

Variaveis
0 60 120 180
Média' 2247 263 258,8 2344
SsD 56,81 90,99 53,14 37,51
Maximo 324 486 357 306
Minimo 147 152 197 188

"p > 0.05 no tempo 180 dias em relagéo ao tempo “0”.
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Figura 19 - Enumeragdo de plaquetas sangtineas, em milhares por mm®, nos tempos
estudados.

Em relagdo a contagem de plaquetas, nenhuma alteragdo foi observada
durante todo o estudo, confirmando que o efeito da TARV sobre a medula éssea néo
se manifestou durante os seis primeiros meses de tratamento. Sugere-se que a
eficacia da terapia se traduz na replicagéo controlada do HIV, com reduzidos efeitos
citotéxicos do virus, tanto para as células precursoras na medula 6ssea, quanto para

as células da circulagao.

4.9 Efeito da Terapia Anti-retroviral sobre os valores de VCM

Na tabela 15 estdo demonstrados os valores de VCM nos tempos

estudados. Como pode ser observado, houve diferenga estatisticamente significativa
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(p<0.001) traduzida em um aumento médio de 91.7 fl antes do inicio da TARV para
106.34 fl apds 180 dias de tratamento. O aumento do VCM foi observado em 8 dos
10 pacientes estudados. Um paciente (156), manteve os valores estaveis dentro dos
valores de referéncia (80-100 fl). Somente em um paciente (149 anexo XVIII) foi

observada uma tendéncia a redugéo.

Tabela 15 — Volume Corpuscular Médio dos eritrocitos sangiiineos, em fl, nos

tempos estudados.

Volume Corpuscular Médio (fl)

Tempo (dias)
Variaveis
0 60 120 180
Média 91.71 99.03 104.37 106.34*
SD 5.42 7.60 14.80 12.07
Maximo 99.7 113.3 134 .4 123.7
Minimo 83.9 86.4 84.5 88.5

*p <0.001 no tempo 180 dias em relagéo ao tempo “0”.
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Figura 20 - Volume Corpuscular Médio (VCM) dos eritrocitos sangtineos, em fl, nos tempos
estudados.

A macrocitose é comumente definida como aumento do tamanho médio dos
glébulos vermelhos do sangue, que é resultado de falhas no processo de maturagao
destas células. As causas mais comuns de macrocitose incluem, deficiéncia de
vitamina B12, hepatopatias cronicas, alcoolismo e quimioterapias citotoxicas como a
zidovudina. A macrocitose é usualmente considerada uma doenga benigna e esta

associada a anemia severa.

A maioria dos pacientes HIV positivos apresenta mais fatores de risco para a
macrocitose, como deficiéncia de vitaminas, cirrose causada por hepatite B ou C e
uso abusivo de alcool (SNOWER, 1993). Porém, neste grupo de voluntarios, a
macrocitose estd mais comumente associada ao tratamento com zidovudina

(RICHMAN, 1987).
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Em nosso estudo a macrocitose mostrou-se progressiva, em 90% dos
pacientes e n3o estava associada a anemia. A relagéo entre macrocitose e redugao
da carga viral foi observada na maioria dos pacientes com excegédo do paciente 149
(normocitose e carga viral aumentada) e isto possivelmente reflete a adesao do
paciente ao regime terapéutico. Em varios estudos a macrocitose foi utilizada como

marcador de ades&o ao tratamento (MANFREDI, 1992; GENNE, 2000).

O mecanismo pelo qual a zidovudina causa macrocitose ainda nao foi
elucidado, contudo, tem-se postulado que a zidovudina interfere com a sintese de

DNA ou com a sintese de acido folico.

4.10 Efeito da Terapia Anti-retroviral sobre as Imunoglobulinas

A tabela 16 apresenta a concentracdo de IgA, nos tempos estudados.
Segundo estes dados a concentracdo média de IgA diminuiu significativamente

(p<0.05) no tempo 180 dias em relagao ao tempo “0”.
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Tabela 16 - Imunoglobulina A, em mg/dL, nos tempos estudados.

Imunoglobulina A (mg/dL)

Tempo (dias)
Variaveis
0 60 120 180
Média 379,55 293,44 318,33  358,78*
SD 305,38 227,44 237,23 277,62
Maximo 983 774 819 993
Minimo 119 111 124 134

*p < 0.05 no tempo 180 dias em relagdo ao tempo “0”.
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Figura 21 - Imunoglobulina A, em mg/dL, nos tempos estudados

A tabela 17 apresenta as concentragdes de IgG nos tempos estudados. Os

resultados demonstram que os valores de IgG reduziram significativamente (p<0.05).
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Tabela 17 - Imunoglobulina G, em mg/dL, nos tempos estudados.

Imunoglobulina G (mg/dL)

Tempo (dias)

Variaveis
0 60 120 180
Média 2.194 1.535 1.817 1.676*
SD 608,86 412,73 404,16 515,65
Maximo 3.100 2.490 2.460 2.370
Minimo 1.360 981 1.150 971

p <0.05 no tempo 180 dias em relagdo ao tempo “0".
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Figura 22 - Imunoglobulina G, em mg/dL, nos tempos estudados.

Na tabela 18 estdo demonstrados os valores obtidos de IgM nos tempos

estudados. De acordo com os resultados houve redugao estatisticamente

significativa (p<0.05) dos niveis de IgM no final do estudo. Os pacientes que

Parametros Laboratorias para Monitoramento da Terapia Anti-Retroviral e Avaliagao da Eficacia do
Regime Terapéutico com Inibidores da Transcriptase.



104

apresentaram a concentragdo de IgM elevada antes do inicio da terapia, exibiram

redugdo no final do estudo, com excegdo do paciente 147 (anexo XVI), cujo os

resultados permaneceram aumentados.

Tabela 18 - Imunoglobulina M, em mg/dL, nos tempos estudados.

Imunoglobulina M (mg/dL)

Tempo (dias)

Variaveis
0 60 120 180
Média 180,33 118,67 122,00 159,79*
SD 77,00 43,68 57,95 94,37
Maximo 298 173 213 350
Minimo 74 55 56 67

*p <0.05 no tempo 180 dias em relagdo ao tempo “0”.
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Figura 23 - Imunoglobulina M, em mg/dL, nos tempos estudados.
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A resposta imune a infecgdes no sangue periférico e superficies mucosas,
envolve ambas, resposta humoral e celular (BARTLETT, 1998). A infecgéo pelo HIV
resulta em alteragdes nas fungdes imune humorai e imune celular e o mecanismo
proposto para estas alteragdes ndo envolve somente a deplecao das células TCD4.
Proteinas soluveis e peptideos do HIV contribuem expressivamente para a disfungao

imune, inclusive em pacientes assintomaticos (MIEDEMA, 1994).

No que se refere a concentragdo de IgA sérica, em nosso estudo foi
observado que dos 10 pacientes avaliados, os pacientes 140, 149 e 153 (anexo XIV)
apresentaram valores elevados desta imunoglobulina, sendo que nestes pacientes
nao houve variagbes relevante com o uso da TARV. De uma maneira geral a TARV
parece nao ter excercido qualquer efeito sobre a concentragdo de IgA (anexo XV).
Os valores elevados de IgA séao indicativos de infecgdes localizadas em membranas
mucosas. No caso dos pacientes HIV positivos, as infecgdes pulmonares sao as
mais comuns, ainda que o paciente seja assintomatico. Esta pré-disposi¢ao para
infeccbes pulmonares, esta relacionada com a disfungdo imune, causada pela

infecgao dos macréfagos alveolares pelo HIV (MOJA, 1997).

Os niveis relativamente aumentados de IgG antes do inicio do tratamento
refletem na realidade os anticorpos contra os epitopos do HIV. De acordo com os
resultados obtidos, estes niveis apresentavam -se reduzidos na maioria dos

pacientes ap6s 180 dias de tratamento (anexo XV).

Os padrées de imunoglobulinas obtidos em nosso estudo, sugerem que os

pacientes avaliados apresentavam uma resposta imune satisfatoria com a utilizagéo
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da TARYV, refletida na atividade das células T de memdria que sdo responsaveis

pela ativagdo das células B para a produgao de anticorpos.

4.11 Avaliagdo da terapia anti-retroviral sobre os niveis de TNF-o

Na tabela 19 estdo apresentados os valores de TNF-a nos tempos
estudados. A andlise estatistica revelou que nao houve diferenga estatisticamente
significativa do tempo 180 dias em relagdo ao tempo “0”" (p>0.05) e esta diferenca
nao pbde ser detectada, pois os resultados de dois pacientes (139 €149, anexo XVil)
favoreceram um aumento no desvio padrao, contudo a redugdo média pode ser
verificada (10.44 pg/ml para 7.72 pg/ml). Quando analisamos os resultados num
ambito geral podemos observar que a maioria dos pacientes apresentou redugao do
valor de TNF-a ao final do estudo, quando comparado com os valores de pré-

tratamento.

Tabela 19 — Fator de Necrose Tumoral, em pg/ml, nos tempos estudados.

TNF- a (pg/ml)

Tempo (dias)

Variaveis
0 60 120 180
Média’ 10,44 5,22 7,23 7,72
SD 7,43 3,22 4,08 5,49
Maximo 24,5 12,3 15,6 20,2
Minimo <4 <4 <4 <4

"o > 0.05 no tempo 180 dias em relagéo ao tempo “0”.
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Figura 24 - Fator de Necrose Tumoral, em pg/ml, nos tempos estudados.

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) € um potente mediador da resposta
inflamatéria e € produzido por mondécitos/macrofagos ativados e células T. Sua
fungao biolégica é mediada por receptores TNF-R e a interagédo do TNF-a com seu
receptor € um importante indutor de apoptose nos linfécitos T. O aumento nos niveis
de TNF-a podem ser observados durante varias patologias dentre elas a infecgao

pelo HIV (BARTHOLDY, 1999).

A evidéncia de ativagdo dos monécitos/macréfagos na infecgao pelo HIV
pode ser observada pelos niveis de citocinas pré-inflamatoérias, incluindo o TNF-a
secretadas por estas células. Segundo Fischl et al. (1997) a elevagéo dos niveis de
TNF-o. estda associada com aumento da carga viral. Esta relagdao pode ser
confrmada em nosso estudo, onde 90% dos pacientes apresentam no pré-

tratamento niveis detectaveis de TNF-o e apds 180 dias de tratamento observa-se
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uma reducado destes valores em 80% dos pacientes. Apesar de nao guardar
proporcionalidade, os resultados de TNF-a e carga viral apresentaram relagao nos
pacientes 139 com o valor de carga viral igual a 4.300 cépias/ml e TNF-o 20.2 pg/ml
e 0 149 com o valor de carga viral igual a 18.000 cépias/ml e TNF-a 12.8 pg/ml ao

final do estudo.

A reducado no plasma dos niveis de TNF-a, apoés o inicio da TARV sugerem
que certas anormalidades do sistema imume como ativacédo crénica, podem ser

estabilizadas ou até mesmo normalizadas com este tratamento.

4.12 Efeito da terapia anti-retroviral sobre a dosagem de -2 microglobulina

Os resultados da determinagéo da -2 Microglobulina estao apresentados na
tabela 20. De acordo com estes resultados observa-se que ha redugao
estatisticamente significativa (p<0.05) no tempo 180 em relagdo ao tempo “0”. A
concentragao sérica de -2 Microglobulina alcangou redu¢do média de 2.725 pg/dL
para 2.300 pg/dL e todos os pacientes (anexo XIX) apresentaram resultados acima

dos valores de referéncia (1.010 a 1.730 pg/d) antes do inicio da TARV.
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Tabela 20 - Determinagio dos niveis de -2 Microglobulina, em pg/ml, nos

tempos estudados.

Beta2 Microglobulina (pg/ml)

Tempo (dias)
Variaveis
0 60 120 180
Média 2.725 2.281 2.431 2.300*
SD 0.537 0.562 0.663 0.687
Maximo 3.305 2.985 3.530 3.200
Minimo 1.911 1.341 1.308 1.431

*n < 0.05 no tempo 180 dias em relagdo ao tempo “0”
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Figura 25 - Determinacdo dos niveis de Beta2 Microglobulina, em ng/m!, nos
tempos estudados.

As células T ao contrario das células B, que reconhecem o antigeno livre

através de seus receptores (imunoglobulinas), necessitam além dos seus receptores
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(TCR), que o antigeno seja processado e os peptideos antigénicos apresentados

sobre uma molécula apresentadora de antigenos.

As moléculas MHC | e Il atuam como porta-molécula para o peptideo
antigénico. O complexo MHC | esta presente na superficie de numerosas células
nucleadas, incluindo os linfécitos e € composto por uma cadeia pesada variavel e

uma cadeia leve, a 2M.

Segundo Carroll et al (1998) a proteina tat do HIV, que &€ um potente
transativador da transcricao viral € também um potente repressor do gene que
codifica a p2M, e resulta em falha na produgdo da molécula MHC |. Este € um dos
mecanismos responsaveis pela sobrevivéncia da célula infectada pelo HIV,
garantindo assim sua replicagdo. O aumento da concentragao sérica de 2M pode

estar associado a uma replicagao descontrolada do HIV.

Cerca de 50% da p2M sérica, provém dos linfécitos. Por esta razao a 2M é
utilizada como marcador inespecifico da proliferagdo ou renovagao dos linfécitos,

como as que ocorrem na estimulagéo imunologica.

Em nosso estudo este parametro imunolégico foi utilizado tanto para avaliar
a destruicao dos linfécitos, como para avaliar o grau de ativagédo imune, apds o uso
da TARV. Nossos resultados demonstram que antes de iniciar o tratamento, todos
0os pacientes apresentaram a concentragdo de B2M superior aos valores de
referéncia (1.010 ng/ml — 1.730 ng/ml). Estes resultados guardam relagdo com a

carga viral e com a porcentagem de células em apoptose e pode ser observado
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inclusive para dois pacientes (139 e 149 anexo XIX) que nado obtiveram uma

resposta positiva com a terapia, na redugao da carga viral.

Com relagao a viabilidade celular e a concentragdo de p2M, é possivel
verificar que a redugéo dos niveis de B2M foi proporcional a redugdo de células
apoptoticas e que estas células possivelmente ja apresentavam, além da
permeabilizagdo da membrana citoplasmatica outras alteragées de membrana que

resultam na liberagdo de moléculas aderidas a sua superficie para o plasma.
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5. CONCLUSOES

Apesar de outras instituicdes de saude do Brasil e outros paises adotarem a
terapia anti-retroviral altamente efetiva (dois inibidores da transcriptase reversa e um
inibidor da protease), o regime terapéutico utilizado pelos pacientes avaliados em
nosso estudo mostrou-se eficaz em 90% dos pacientes tratados. A principal
vantagem deste regime terapéutico € a redugao da sintomatologia causada pelos
efeitos adversos, que comumente impedem o paciente aderir plenamente ao

tratamento.

A avaliagéo de um conjunto de marcadores imune nos permitiu concluir que
houve redugéo da ativagdo imune e restabelecimento da resposta imune com o

tratamento.

A contagem de LTCD4, LTCD8 e quantificagdo da carga viral, foi confirmado

em nosso estudo como marcador eficaz para avaliagao do efeito da TARV.

O estudo da viabilidade celular por citometria de fluxo revelou ser um
parametro eficiente para avaliar apoptose, que é o principal mecanismo de morte
dos linfécitos do sangue periférico e dos linfonodos de pacientes HIV positivos. Esta
metodologia nos permitiu constatar que a TARV reduziu a porcentagem de células

em apoptose, mantendo a viabilidade das fungdes celdlares.

A avaliagdo da TARV por citometria de fluxo indicou ser um marcador

importante para estabelecer o inicio da TARV, monitorar e selecionar o regime
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terapéutico adequado. De acordo com as diretrizes estabelecidas pela Organizagao
Mundial de Saude, com base em inUmeros estudos, 0 médico devera considerar os
valores de carga viral, LTCD4 e LTCD8, para iniciar a TARV. Contudo, a contagem
de CD4 e CD8 reflete tao somente os valores absolutos destas células no sangue
periférico € nao revela o quanto destas células estao vivas, em apoptose e mortas.
Com o estudo da viabilidade celular nés podemos precisar estes dados e esclarecer
porque um paciente com um valor de CD4<200 cél./mm?® ndo apresenta alteracées
laboratoriais e clinicas e por outro lado porque um paciente com contagem de
CD4>500 cél./mm’> pode apresentar tanto sinais clinicos quanto alteragdes

[aboratoriais.
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7. ANEXOS

1 - Enumeracgdo dos Linfécitos CD4, nos pacientes estudados, de acordo com o

tempo de estudo

2 - Enumeracao dos Linfécitos CD8, nos pacientes estudados, de acordo com o

tempo de estudo

3 - Determinagao da Carga Viral (CV), nos pacientes estudados, de acordo com o

tempo de estudo

4 - Enumeragdo das células vidveis, nos pacientes estudados, de acordo com o

tempo de estudo

5 - Enumeragéo das células em apoptose, nos pacientes estudados, de acordo com

o tempo de estudo

6 - Enumeracgdo as células inviaveis, nos pacientes estudados, de acordo com o

tempo de estudo

7 - Enumeracéo de Linfécitos totais nos pacientes estudados, de acordo com o

tempo de estudo

8 - Enumeracéo dos Leucécitos Totais, nos pacientes estudados, de acordo com

tempo de estudo

9 - Determinagéo do Ferro sérico, nos pacientes estudados, de acordo com o tempo

de estudo

10 - Determinacéo da Ferritina, nos pacientes estudados, de acordo com o tempo de

estudo
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11 - Enumeracéo dos Eritrécitos, nos pacientes estudados, de acordo com o tempo

de estudo

12 - Determinagcdo do Hematocrito, nos pacientes estudados, de acordo com o

tempo de estudo

13 - Enumeracgéo de Plaquetas, nos pacientes estudados, de acordo com o tempo

de estudo

14 - Niveis séricos de IgA, em mg/dl, nos pacientes estudados, de acordo com o

tempo de estudo

15 - Niveis séricos de IgG, em mg/dl, nos pacientes estudados, de acordo com o

tempo de estudo

16 - Niveis séricos de IgM, em mg/dl, nos pacientes estudados, de acordo com o

tempo de estudo

17 - Determinagao dos niveis de TNF-a nos pacientes estudados, de acordo com o

tempo de estudo

18 - Niveis de Volume Corpuscular Médio, em fl dos eritrécitos sangliineos, nos

pacientes estudados, de acordo com o tempo de estudo

19 - Determinagao dos niveis de 2 Microglobulina nos pacientes estudados, de

acordo com o tempo de estudo

20 - Determinagéo de Hemoglobina, em g/dl, nos pacientes estudados, de acordo

com o tempo de estudo
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1 - Enumeragéo dos Linfécitos CD4, nos pacientes estudados, de acordo com o tempo
de estudo.

Tempo (dias)

Paciente

0 60 120 180
139 420 715 728 749
140 123 149 140 190
143 190 284 420 274
144 230 272 291 346
145 291 271 498 762
147 639 793 808 885
149 85 67 64 67
151 298 300 410 394
153 413 388 415 336
156 471 784 517 545

2 - Enumeracao dos Linfécitos CD8, nos pacientes estudados, de acordo com o tempo

de estudo.
Tempo (dias)
Paciente

0 60 120 180
139 482 550 1010 891
140 747 392 300 624
143 481 770 1235 679
144 380 444 403 187
145 808 340 707 775
147 1987 1614 1270 1414
149 786 1059 855 889
151 919 613 920 729
153 1688 1305 1316 887
156 1461 1494 718 881
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3 - Determinagéo da Carga Viral (CV), nos pacientes estudados, de acordo com o

tempo de estudo.

Tempo (dias)
Paciente

0 60 120 180
139 110000 5300 780 4300
140 64000 80 840 410
143 190000 6800 80 560
144 75000 12000 370 160
145 48000 1600 80 80
147 110000 2300 850 770
149 50000 28000 24000 18000
151 55000 2500 1400 2000
153 720000 80 120 1100
156 80000 4100 370 4600

4 - Enumeracgao das células viaveis, nos pacientes estudados, de acordo com o tempo

de estudo.

Tempo (dias)

Paciente
0 60 120 180
139 3,56 38,66 49,47 31,76
140 20,60 49,47 49,48 51,21
143 23,83 49,85 54,43 55,49
144 51,47 47,35 27,24 73,22
145 18,94 21,80 21,68 23,05
147 2,51 16,03 21,69 15,16
149 17,57 7,33 2,85 44,13
151 52,54 30,72 20,50 48,57
153 4,77 38,47 56,05 37,97
156 26,47 11,98 72,66 68,42
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5 - Enumeragao das células em apoptose , nos pacientes estudados, de acordo com o
tempo de estudo.

Tempo (dias)

Paciente
0 60 120 180
139 86,58 44,58 37,77 54,21
140 59,64 45,60 45,60 44,08
143 68,06 47,04 34,42 36,46
144 42,16 46,82 47,96 22,03
145 73,77 73,71 64,09 74,88
147 73,24 82,69 73,67 82,95
149 68,32 87,05 46,31 46,12
151 38,93 53,25 4484 48,71
153 81,28 50,00 21,35 47,82
156 72,17 83,11 26,02 28,71

6 - Enumeragéao as células inviaveis, nos pacientes estudados, de acordo com o

tempo de estudo.

Tempo (dias)
Paciente

0 60 120 180
139 9,86 16,76 12,76 14,03
140 19,76 4,93 4,70 4,71
143 8,11 2,04 9,15 9,11
144 6,37 5,83 24,8 4,75
145 7,29 4,48 14,23 2,07
147 24,25 1,27 4,94 1,99
149 14,11 6,52 50,84 9,75
151 8,53 16,03 34,66 272
153 13,95 11,43 22,60 14,21
156 1,36 4,91 1,32 2,87
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7 - Enumeracao de Linfécitos totais nos pacientes estudados, de acordo com o tempo

de estudo.
Tempo (dias)
Paciente

0 60 120 180
139 33,4 457 47.9 50,4
140 30,2 26,3 14,8 30,1
143 12,4 13,2 19,8 13,5
144 16,3 23,1 19,1 28,3
145 35,7 43,7 38,5 45,0
147 35,6 286 29,6 41,0
149 19,7 36,4 36,4 29,2
151 286 351 26,5 26,0
153 51,0 441 48,1 40,7
156 38,3 40,5 32,5 46,1

8 - Enumeracao dos Leucdcitos Totais, nos pacientes estudados, de acordo com
tempo de estudo.

Tempo (dias)

Paciente
0 60 120 180
139 4500 4900 4700 4500
140 4500 4500 5600 3900
143 7800 10100 9000 8500
144 5600 3700 5000 3800
145 4300 4400 3700 4000
147 6600 8900 8100 8200
149 6800 4200 3900 4100
151 5100 3100 5500 4900
153 6000 4900 4600 4000
156 6200 6100 5000 5200
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9 - Determinagao do Ferro sérico, nos pacientes estudados, de acordo com o tempo

de estudo.
Tempo (dias)
Paciente

0 60 120 180
139 69 65 78 54
140 140 121 61 87
143 83 83 164 122
144 74 104 104 133
145 120 98 69 198
147 128 101 60 56
149 94 95 70 84
151 82 156 80 119
153 47 79 77 67
156 50 71 60 63

10 - Determinagéo da Ferritina, nos pacientes estudados, de acordo com o tempo de

estudo.
Tempo (dias)
Paciente

0 60 120 180
139 30,3 24,3 239 16,5
140 366,0 316,0 248,0 264,0
143 42,5 2470 89,6 773
144 121,0 103,0 92,1 77,6
145 135,0 105,0 95,7 85,5
147 59,6 166,6 57,9 57,7
149 92,0 58,9 48,7 80,4
151 396,0 416,0 226,0 287,0
153 116,0 118,0 98,3 73,3
156 11,0 9,2 10,0 9,6
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11 - Enumeracgao dos Eritrocitos, nos pacientes estudados, de acordo com o tempo de

estudo.
Tempo (dias)
Paciente

0 60 120 180
139 4,14 3,46 3,23 3,64
140 3,52 3,46 3,62 3,49
143 4,50 3,37 3,44 3,82
144 5,02 4,48 4,80 4,32
145 4,51 3,88 4,10 3,63
147 4,51 3,95 3,44 3,26
149 4,37 3,99 4,22 4,04
151 3,65 1,74 2,41 2,79
153 5,18 4,15 4,10 4,10
156 4,61 4,19 4,46 4,44

13 - Determinagédo do Hematdcrito, nos pacientes estudados, de acordo com o tempo

de estudo.
Tempo (dias)
Paciente

0 60 120 180
139 38,2 33,8 33,7 37,8
140 38,2 39,2 41,2 39,9
143 447 36,2 40,9 43,7
144 46,7 431 442 45,5
145 429 40,2 40,3 43,2
147 38,6 38,4 36,7 35,1
149 38,9 36,7 38,8 35,5
151 36,4 17,3 324 34,5
153 45,0 40,3 40,5 40,5
156 38,7 36,2 377 39,9
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14 - Enumeragéao de Plaquetas, nos pacientes estudados, de acordo com o tempo de
estudo.

Tempo (dias)

Paciente

0 60 120 180
139 210 231 237 204
140 220 216 235 228
143 180 486 254 227
144 272 214 250 245
145 181 212 213 188
147 301 312 350 282
149 324 302 357 306
151 195 152 256 237
153 147 259 197 190
156 217 246 239 237

15 - Niveis séricos de |

tempo de estudo.

gA, em mg/dl, nos pacientes estudados, de acordo com o

Tempo (dias)

Paciente

0 60 120 180
139 233 206 181
140 576 432 474 474
143 224 231 228 323
144 193 164 176 218
145 216 191 190 284
147 251 114 130 134
149 983 774 819 993
151 119 111 124 156
153 645 425 429 422
156 209 199 295 225
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16 - Niveis séricos de 1gG, em mg/dl, nos pacientes estudados, de acordo com o

tempo de estudo.
Tempo (dias)
Paciente

0 60 120 180
139 3.080 2.490 2.460
140 2.610 1.780 1.900 1.500
143 2.760 1.720 2.060 2.370
144 1.360 981 1.150 1.030
145 3.100 2.340 1.850 1.930
147 2.150 1.470 1.560 2.150
149 1.860 1.430 1950 1.350
151 2470 1.182 2.460 1.930
163 1.830 1.340 1.440 971
156 1.610 1.570 1.980 1.850

17 - Niveis séricos de IgM, em mg/dl, nos pacientes estudados, de acordo com o

tempo de estudo.

Tempo (dias)

Paciente

0 60 120 180
139 146 120 114
140 218 141 160 141
143 298 173 174 252
144 122 87 80 120
145 158 126 101 160
147 269 173 213 350
149 74 55 56 67
151 200 102 105 161
153 163 77 58 72
156 121 134 151 125
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18 - Determinacgao dos niveis de TNF-a nos pacientes estudados, de acordo com o
tempo de estudo.

Tempo (dias)
Paciente

0 60 120 180
139 221 12.3 15.6 20.2
140 11.7 4.0 57 8.6
143 7.0 <4.0 52 76
144 <4.0 <4.0 7.6 <4.0
145 9.9 <4.0 5.0 <4.0
147 4.3 <4.0 <4.0 <4.0
149 45 5.1 13.0 12.8
151 245 <4.0 <4.0 <4.0
153 59 6.6 7.1 7.8
156 1.5 9.2 71 8.2

19 - Niveis de Volume Corpuscular Médio, em fl dos eritrécitos sangiiineos, nos
pacientes estudados, de acordo com o tempo de estudo.

Tempo (dias)

Paciente

0 60 120 180
139 92.3 97.7 104.3 103.8
140 92.3 113.3 113.8 114.3
143 99.3 107.4 118.9 114.4
144 9.1 96.2 92.1 105.3
145 95.1 103.6 98.3 119
147 856 97.2 106.7 107.7
149 88.9 92.0 91.9 87.9
151 99.7 99.4 1344 123.7
153 86.9 97.1 98.8 98.8
156 83.9 86.4 845 88.5
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20 - Determinagdo dos niveis de B, Microglobulina nos pacientes estudados, de

acordo com o tempo de estudo.

Tempo (dias)
Paciente
0 60 120 180
139 3.034 2444 3.530 3.132
140 3.001 2.161 2427 1.968
143 2.796 2.574 2.378 2.608
144 1.911 1.406 2.267 1.431
145 2.776 2.579 2.009 2.197
147 1.976 1.341 1.308 1.225
149 3.108 2.845 3.411 3.200
151 3.302 2,985 2.271 1.890
153 2.837 2178 2.579 2.124
156 3.305 2,657 2.620 3.018

21 - Determinagao de Hemoglobina, em g/dl, nos pacientes estudados, de acordo com
o tempo de estudo.

Tempo (dias)
Paciente

0 60 120 180
139 12,5 11,7 11,4 12,6
140 12,5 12,7 14,7 13,6
143 15,8 121 14,0 15,6
144 15,6 15,3 15,5 16,0
145 14,4 13,2 13,9 14,7
147 13,2 12,8 12,7 11,7
149 13,1 12,6 13,1 12,4
151 12,0 6,1 11,4 12,0
153 15,2 13,7 13,7 14,2
156 12,9 12,4 12,9 13,2
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