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RESUMO

INTRODUCAO: A expressio de marcadores de ativacdo, tais como CD38 e HLA-DR,
é frequentemente observada na infeccdo pelo HIV-1 e tem sido proposto como um
marcador de progressdo da infeccdo. OBJETIVO: Analisar os niveis de ativacdo
celular através das frequéncias destes marcadores em portadores do HIV-1 e
coinfecgdes virais. MATERIAL E METODOS: Foram incluidos 129 pacientes HIV
positivos e distribuidos em quatro grupos classificados como, virgem de tratamento
(VT), e trés diferentes grupos em tratamento e com supressao viral estavel, de acordo
com o nivel de restauracdo imune: completa (RC, CD4>500 e r CD4/8 >1), parcial (RP,
CD4>500 e r<l1) e inadequada (RI, CD4<500 e r<1). Individuos soronegativos para
HIV, HTLV, HBV, HCV e sifilis foram definidos como grupo controle (GC). A
frequéncia de ativacdo imune celular foi avaliada por citometria de fluxo a partir da
expressao dos marcadores CD38 e HLA-DR pelas células TCD4+ e CD8+. Foram
realizadas sorologias para CMV e EBV nas amostras de todos os individuos, bem como
HTLV, HBV, HCV e sifilis nos pacientes infectados pelo HIV-1.

RESULTADOS: Os achados demonstraram maior expressdo do HLA-DR (17,12%) em
comparagdo ao CD38 (2,02%). Os niveis do HLA-DR foram mais elevados no grupo
VT (26,56%) do que no GII (13,01%, p = 0,000), no grupo controle (9,92%, p = 0,000)
e no Gl (5,40%, p = 0,000). CD38+ esteve aumentado no Gll (5,0%), no GC (3,92%) e
no Gl (3,14%) comparado ao Gl (1,70%, p = 0,007, p = 0,004 e p = 0,029
respectivamente. Células T CD8+ mostraram maior ativacdo por HLA-DR do que as
células T CD4+, enquanto que para o CD38 ndo houve correlacdo estatisticamente
significante. O resultado mais expressivo das sorologias foi para EBV e CMV, inclusive
no GC, seguido por sifilis e HCV nos pacientes. O CONCLUSAO: Nosso trabalho
indica que a razdo CD4/CD8 pode ser um bom marcador de ativagdo imune, em
associacdo ao HLA-DR.

Palavras chave: Células T CD4+. Células T CD8+. Citometria de fluxo. HIV.
Marcadores de ativacao.



ABSTRACT

INTRODUCTION: The expression of activation markers, such as CD38 and HLA-DR,
is regularly observed in HIV-1 patients and has been proposed as a marker of
progression of the infection. OBJECTIVE: Analyze cellular activation levels by
measuring the frequencies of these markers among HIV-1 patients. MATERIAL E
METHODS: Were included 129 HIV positive patients and divided into four groups
classified as virgin treatment (VT) and three different treatment groups and with stable
viral suppression, according to the level of immune restoration: full (RC, CD4>500 and
r CD4/8>1), partial (RP, CD4>500 and r <1) and inadequate (RI, CD4<500 and r<1).
Serum negative individuals for HIV, HTLV, HBV, HCV and syphilis were defined as
the control group (GC). The frequency of activated immune cells was assessed by flow
cytometry and indicted by expression of CD38 + and HLA-DR markers in CD4 + and
CD8 + cells. Foram realizadas sorologias para CMV e EBV nas amostras de todos os
individuos, bem como HTLV, HBV, HCV e sifilis nos pacientes infectados pelo HIV-1.
RESULTS: Results demonstrate a higher expression frequency of HLA-DR (17,12%)
compared to CD38 (2,02 %). HLA-DR levels are significantly higher in VT group
(26,56%) than in Gl (13,01%), p = 0,000, in the control group (9,92%, p = 0,000) and
Gl (5,40%, p = 0,000). CD38+ presents an increased B group (5,0%), in the control
group (3,92%) and in the group C (3,14%) compared to group A (1,70%, p = 0,007, p =
0,004 and p = 0,029 respectively). CD8 T cells showed greater activation by HLA-DR
than CD4 cells, whereas for CD38 revealed no statistically significant correlation. The
most significant result was the serology for EBV and CMV infections, including GC,
followed by syphilis and HCV in patients. CONCLUSION: Our data indicates that the
CD4/CD8 ratio may be a good marker of immune activation, in association to marker
HLA-DR.

Keywords: Activation markers. Flow cytometry. HIV. T CD4+ cells. T CD8+ cells.
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1. INTRODUCAO

Em 1983, um retrovirus (depois nomeado de virus da imunodeficiéncia humana ou
HIV) foi isolado de um paciente com AIDS. Vinte e cinco anos ap0s 0 primeiro caso
relatado, mais de 65 milhdes de pessoas tem sido infectadas com HIV, e mais de 25
milhGes tem morrido de AIDS. Em todo o mundo, mais de 40% das novas infeccbes
entre adultos sdo em jovens de 15 a 24 anos. Dados apontam que 95% destas infeccoes
e mortes tem ocorrido em paises em desenvolvimento.?

A introducdo da terapia antirretroviral revolucionou o tratamento e o gerenciamento de
pacientes com infecgdo pelo HIV.2 A notavel reducio da taxa de morte para HIV/AIDS
mediada pela supresséo da replicagcdo do HIV, com melhora na contagem de células T
CD4+ e protecdo ao sistema imune, foi possivel ap6s a introdugdo da terapia
antirretroviral altamente ativa (HAART), que inclui a combinagdo de trés ou mais
medicacdes a partir de pelo menos, duas classes diferentes de drogas® e que se mostrou
muito mais eficaz que monoterapia ou dupla terapia.*

A infeccdo pelo HIV é caracterizada por ativagcdo imune cronica e deplegdo das células
T CD4+, levando a disfuncdo do sistema imunoldgico. Ativacdo imune é a maior causa
da patogénese da doenca HIV e isto se reflete no aumento da expressao de marcadores
de ativacdo de superficie, como HLA-DR e CD-38. A importancia desta ativacdo em
pacientes com infeccdo HIV é observada pelo aumento da expressdo de CD38 nas
celulas T CD4+ e CD8+ e tem sido melhor correlacionado com a progressdo da doenga
do que a contagem de células CD4+ ou carga viral.> A maioria dos pacientes com a
contagem de células T CDA4+ restaurada ao valor normal continuam apresentando
elevados niveis de ativacdo das células T, evidenciado pela proporcdo destas células
expressando CD38 e HLA-DR.®

Em pacientes infectados pelo HIV, a carga viral aumenta consistentemente quando o
sistema imunoldgico do portador do virus é ativado por estimulos ex6genos como as
infecgBes oportunistas.” Pacientes imunodeprimidos, como resultado da infecgdo pelo
HIV, podem ser infectados por varios agentes oportunistas que causam doenca propria
ou potencialmente aceleram a progressdo da doenca pelo HIV.2 Os hespesvirus
humanos sdo patégenos amplamente distribuidos que causam doencas benignas e
malignas. Evidéncia soroldgica desta infeccdo é encontrada na maioria da populacéo em
todo o mundo, ocorrendo a disseminagdo pelo contato com secre¢des infectadas.’
Infeccbes primarias, geralmente adquiridas com pouca idade, levam a uma infecgdo
latente ao longo da vida, com a reativacdo intermitente, resultando em doenca
assintomatica. O funcionamento adequado do sistema imune do hospedeiro € essencial
para resolver infeccbes liticas e inibir reativacdo de laténcia em pessoas
imunocompetentes. A reativacdo destes patdgenos € muito mais frequente entre
individuos imunocomprometidos, como os portadores do HIV,'° e a infeccédo pelo HIV
estd associada com aumentado risco de infeccdo por herpes viroses e suas doencas
relacionadas.’



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Virus da Imunodeficiéncia Humana

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HI1V) pertence a familia retroviridae, subfamilia
lentiviridae e género lentivirus. Virions maduros do HIV possuem morfologia esférica
de 100-120 nm de didmetro e séo constituidos de uma membrana bicamada lipidica que
cerca um nucleo denso, em forma de cone truncado, que contém as moléculas do RNA
gendmico, protease, transcriptase reversa, integrase, Vpu, Vif, Vpr e Nef, e alguns
fatores celular. O genoma do HIV-1 é composto por duas moléculas idénticas de RNA
fita simples de 9,2 kb, enquanto que a forma persistente do genoma do virus € o DNA
proviral de cadeia dupla no interior das células infectadas.*

Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatorios, devido a sua dependéncia de fatores
da célula hospedeira para completar seu ciclo de vida. O HIV-1 ndo € uma excecao,
uma vez que se baseia exclusivamente na maquinaria celular para expressar 0s
componentes necessarios para a montagem do virus da progénie. Além disso, o HIV-1 é
altamente dependente de fatores celulares para a sua liberagdo definitiva a partir de
células produtoras de novas particulas virais.*? O alvo do HIV-1 especificamente é o
sistema imunolégico humano, infectando primariamente células T CD4+, macrofagos e
células dendriticas. A infeccdo destroi células CD4+ por varios mecanismos, levando a
um enfraquecimento geral do sistema imune, ao inicio de infeccBes oportunistas e, por
tltimo, & morte.®

A entrada do HIV-1 numa célula-alvo ocorre por meio da glicoproteina gp120 do
envelope viral que interage com um conjunto de moléculas da superficie celular, que
incluem o receptor principal, CD4, e um receptor de quimiocinas (CCR5 ou CXCR4),
que atua como um co receptor, estando ambos presentes como homodimeros e
heterodimeros na membrana plasmatica.'* O receptor CCR5 é de maior importancia na
patogénese da doenca, e 0 uso deste receptor por cepas de HIV-1 primérias, parece ser
crucial para o estabelecimento de uma infecgdo persistente.™®

Eventos imediatos se iniciam quando o HIV-1 se liga ao receptor e co receptor da
célula-alvo. Em seguida, as membranas viral e celular se fundem e o nucleo do virus
entra no citoplasma celular, onde a enzima viral transcriptase reversa transcreve o0 RNA
em DNA de cadeia dupla, que transita para o nicleo, onde a integrase viral catalisa a
integracdo da copia do DNA ao cromossomo do hospedeiro para gerar o provirus
integrado. Durante os eventos tardios subsequentes, a RNA polimerase Il da célula
hospedeira transcreve o DNA proviral de volta para RNA viral. O RNA viral é entdo
transportado para o citoplasma e traduzido em varios precursores poliprotéicos
estruturais (Gag, Gag-Pol e Env) e em varias proteinas acessorias e de regulagdo. Um
subgrupo destas proteinas virais é responsavel pelo trafego até a membrana onde é



montado uma nova particula viral. Durante a liberacdo das particulas ocorre um
processo de maturacdo, no qual a protease viral cliva as poliproteinas precursoras Gag e
GagPol em proteinas maduras, que conduzem a formacdo do nucleo maduro. A
maturacdo do virus é essencial para a infectividade da particula.l!3

A formacdo destas particulas maduras infeciosas do HIV-1 ocorre em duas etapas:
brotamento da particula imatura ndo infeciosa e maturagdo do virus infeccioso. A
formacdo da particula requer o transporte da poliproteina viral Gag para a membrana
plasmatica, onde se associa com outros componentes virais e celulares para produzir
uma estrutura de brotamento. Os virions sdo liberados a partir da superficie da célula,
como imaturos, portanto, particulas ndo infecciosas, contendo uma camada esférica da
poliproteina Gag debaixo da membrana viral. A acdo da protease viral nestas
poliproteinas inicia a maturacdo do virus concomitante ou ap0s o brotamento. A
clivagem proteolitica em locais definidos, numa ordem definida, leva a formacéo de
proteinas da matriz (MA), do capsideo (CA), nucleocapsideo (NC), p6 e dois peptideos
menores. Processamento proteolitico ndo é necessario para a formacéao das particulas ou
brotamento; € necessario para condensacdo destas particulas imaturas, para 0
amadurecimento da Gag, gerando o core viral em forma de cone, essencial para a
infectividade do HIV-1. Prevencdo da clivagem e da maturacdo utilizando inibidores
especificos da protease viral € um dos pilares do esquema terapéutico atual para
pacientes com AIDS.®

2.2. NUmeros no Brasil e no Mundo

Esforcos nacionais e comunitarios para deter a epidemia pelo HIV estdo se propagando
em todo o mundo. Uma quantidade menor de pessoas tem sido infectada pelo virus,
assim como um menor nimero de individuos estd morrendo de doencas relacionadas a
AIDS, e um ndmero bem maior de pessoas estdo fazendo uso do tratamento
antirretroviral. No entanto, o progresso ainda é irregular e, em alguns lugares, muito
lento. Na maioria dos paises, alguns comportamentos de alto risco estdo impulsionando
a epidemia pelo HIV: sexo desprotegido e a partilha de agulhas contaminadas.
Mundialmente, profissionais do sexo e homens que fazem sexo com homens tem
probabilidade 13 vezes maior de estar vivendo com HIV, enquanto pessoas que usam
drogas injetaveis sdo 22 vezes mais propensas a viverem com 0 Virus, em comparacao
com outras pessoas. 1

Algumas intervengdes, como profilaxia e inicio da TARV independente da contagem de
células T CD4+, tem contribuido para redugdes significativas no nimero de infeccéo
pelo HIV em adultos e criancas, de 2,5 milhdes em 2009 para 2,1 milhdes em 2013.18

Em 2012 houve 2,3 milhdes de novas infecgdes pelo HIV em todo o mundo, 0 que
representa um declinio de 33% com relacdo ao numero de novas infecgdes em 2001,
que era de 3,4 (3,1-3,7) milhdes. Ao mesmo tempo, 0 numero de mortes por AIDS
também tem declinado, de 1,6 (1,4-1,9) milhdo de casos em 2012, para 2,3 (2,1-2,6)



milhdes em 2005.1° Globalmente, em 2013, houveram 1,8 milhdes de novas infecgbes
por HIV, 29,2 milhdes de casos prevalentes e 1,3 milhfes de mortes ocasionadas pelo
virus. Através de intervencdes, como a TARV, 19,1 milhdes de vidas tem sido salvas,
70,3% em paises em desenvolvimento.?’ O nimero anual de novas infecgdes pelo HIV
em adultos e adolescentes diminuiu cerca de 50% em 26 paises entre 2001 e 2012. 1°

Em 2012 foram notificados 39.185 casos de AIDS no Brasil. Este niUmero vem se
mantendo estavel nos Ultimos 5 anos. A taxa de detec¢do nacional foi de 20,2 casos para
cada 100.000 habitantes. A maior taxa de deteccdo foi observada na Regido Sul, com
30,9/100.000 habitantes, seguida pela Regido Norte (21,0), Regido Sudeste (20,1),
Regido Centro Oeste (19,5) e Regido Nordeste (14,8). Neste mesmo ano foram
declarados 11.896 6bitos por AIDS no Brasil, o que corresponde a um coeficiente de
mortalidade de 5,5 por 100.000 habitantes. Os coeficientes por regido foram de 7,7 na
Regiéo Sul, seguido de 5,6 no Norte e Sudeste, 4,7 no Centro Oeste e 4,0 no Nordeste.
Nos ultimos 10 anos observou-se uma reducdo de 14% na taxa de mortalidade no
Brasil.?!

2.3. Resposta Imune Celular ao HIV-1

Muitos virus desenvolveram mecanismos para estabelecer a persisténcia no hospedeiro.
Normalmente, o foco envolve reservatorios virais, sitios celulares ou anatbmicos em
que o virus pode persistir apesar das respostas imunes antivirais. Alguns virus
estabelecem um estado reversivel ndo produtivo, ou latente, de infeccdo, que permite
escapar dos mecanismos imunoldgicos.??

O virus da imunodeficiéncia humana persiste nos individuos infectados apesar da
resposta do sistema imunolégico.?® Clinicamente, a infeccdo pode ser dividida em trés
fases. Durante a primeira fase, conhecida como infec¢do priméria, o virus replica
rapidamente no hospedeiro, com a viremia se desenvolvendo nas primeiras semanas de
exposicao, levando a um grande nimero de células infectadas na circulacdo e carga viral
(CV) muito elevada, o que é parcialmente controlado pelos linfocitos T CD8+.
Respostas de anticorpo sdo desenvolvidas logo em seguida e dentro de algumas
semanas o nivel de virus no sangue diminui, o que coincide com o desenvolvimento de
uma resposta imune contra o virus. A viremia no entanto ndo € reduzida a zero, ela cai
para uma marca tipica de 10* a 10° copias/mL de plasma. Estudos demonstram a
importancia das células T CD8+ no controle da infeccdo primaria. Os efeitos
combinados de CTL e outros elementos da resposta imunoldgica levam a uma
diminuigéo da CV, embora a eliminacdo dos focos virais nunca seja atingida. Este nivel
¢ mantido durante um periodo assintomatico prolongado, o que caracteriza a segunda
fase da infeccdo. Nesta fase, ocorre a replicacdo viral nos tecidos linfoides periféricos e
a perda gradual de linfécitos T CD4+, levando eventualmente a um colapso da resposta
imune contra o virus e outros patdgenos, e, consequentemente, ao desenvolvimento da
AIDS, que culmina na terceira e ultima fase da infecgdo. Embora a fase assintomatica
possa representar um periodo de laténcia clinica, o virus replica continuamente durante



este tempo, podendo ser detectado na circulagcdo, embora em niveis mais baixos do que
os observados na primeira ou na ultima fase. A fase final da infecgdo é caracterizada,
portanto, pelo surgimento da imunodeficiéncia clinica.??3

Um ano ou dois antes do desenvolvimento da AIDS, muitas vezes had um declinio mais
répido dos linfécitos T CD4+. Esta diminuicdo pode ser precedida por um aumento da
CV, com a replicacéo ocorrendo além do tecido linfoide. Em alguns casos, a progressao
da doenga estd associada com a evolucdo de espécies virais mais patogénicas que
utilizam o receptor de quimiocinas CXCR4 ao invés do CCR5. A medida que a
contagem das células T CD4+ cai abaixo de 200 célulassmm?® de sangue, infeccdes
oportunistas comecam a ocorrer. O grau de declinio das células T CD4+ é um excelente
preditor do risco de infecgdes especificas, proporcionando forte apoio a nogédo de que a
perda destas células é a causa central da imunodeficiéncia nesta doenca.??

Tanto as células T CD4+ quanto as CD8+ sdo mais ativadas na infeccdo aguda e cronica
pelo HIV, e portanto, proliferam rapidamente e tem uma meia vida curta. Isso explica
porque ambos os indices de producdo e morte destas células sdo aumentados ao longo
da infeccdo.?*

Apesar da presenca de imunodeficiéncia, virtualmente todos os componentes celulares
do sistema imune, linfocitos B, células NK, linfocitos T e macrofagos, mostram
evidéncia de ativacdo imune. Elevada proliferacdo de células T CD4+ e CD8+ pode ser
observada in vitro e in vivo. Elevados niveis de citocinas prd inflamatérias incluindo
IFN-a, TNF-a e IL-6 estdo também presentes em pacientes com infeccao pelo HIV, mas
ndo esta claro se isto é, direta ou indiretamente, parte da resposta do hospedeiro ao
HIV.>

Ha também anormalidades funcionais nos linfécitos T CD4+, incluindo um defeito no
inicio da resposta anti HIV-1. No entanto, os defeitos das células T CD4+ ndo impedem
o surgimento de vigorosa e sustentada resposta de células B e T CD8+ ao HIV.%

Varios fatores sdo conhecidos por influenciar a replicagdo viral ¢ definir o “set point”
viral durante a infeccdo aguda. Aptiddo do virus, genética e resposta imune do
hospedeiro sdo alguns dos fatores que modulam a infeccdo aguda. Os anticorpos
neutralizantes contra 0 HIV-1 sdo vistos em menor escala durante a infec¢do pelo HIV,
mas estudos recentes sugerem um papel definitivo da resposta imune celular especifica
para 0 HIV no controle da replicacdo viral durante esta fase da infeccdo. Ha também
uma evidéncia substancial que mostra uma expansdo massiva das células T CD8+,
durante esta fase, que coincide com o declinio inicial da viremia plasmatica. Estas
células citotoxicas HIV especificas, tem o potencial para eliminar células infectadas
diretamente via MHC-I restrita a citolise ou por um mecanismo nédo citotdxico através
da secregdo de fatores soluveis (citocinas). Assim, a relevancia bioldgica da resposta
imune de células T CD8+ € evidente a partir de estudos em humanos e primatas em
infeccdo aguda pelo HIV/SIV.?



A falta de controle imunoldgico que caracteriza a infeccdo pelo HIV-1 tem sido
associada a um defeito na resposta das células T auxiliares especificas ao virus,
necessaria para manter uma funcdo de linfocito T citotoxico eficaz durante a fase de
infeccdo cronica. Embora muitos estudos tenham detectado a presenca de IFN-y
secretado pelas células T CD4+ especificas ao HIV, estas células ndo sé&o
completamente funcionais, e as respostas proliferativas de linfdcitos especificos ao virus
sdo geralmente fracas ou ausentes em todos os estagios da doencga,?® sendo um
indicativo de infeccdo progressiva, subsequentemente mostrando ser largamente
causada pela perda de funcdes, em particular com defeito na secrecdo de IL-2 e
supressao nao fisica. Respostas de células T CD4+ especificas ao HIV sdo detectadas na
grande maioria dos individuos infectados, mas a sua magnitude é normalmente baixa e
varias vezes menor do que a magnitude da resposta de linfécitos T CD8+ nos mesmos
individuos.?’

A taxa de declinio das células T CD4+ parece ser determinada pelo nivel de replicacdo
viral em curso, onde pacientes com CV mais elevada progridem para AIDS mais
rapidamente. Os mecanismos subjacentes a deplecdo de CD4+ ndo sdo completamente
compreendidos, mas provavelmente incluem um aumento da taxa de destruicdo destas
células na periferia e uma diminuicdo na producdo de células T do timo,?? uma vez que
as células pluripotentes hematopoéticas com o passar do tempo, tem a habilidade
prejudicada, o que pode afetar sua capacidade proliferativa. Como resultado destas
alterag@es, a linfopoese de células B e T ¢ diminuida.?®

A progressiva perda de células T CD4+ em individuos infectados pelo HIV esta na raiz
da AIDS. Apesar de mais de trés décadas de estudo, 0 exato mecanismo subjacente a
morte das células T CD4+ durante a infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana
ainda é pouco compreendida e tem sido apontada como uma das questdes chave na
pesquisa do HIV. Em quase todos os casos a perda destas células tem sido associada a
apoptose em estudos in vivo e ex vivo. A resposta celular ao virus € associada com
producdo de interferon tipo | e ativacdo das caspases 1 e 3. A ativacdo da caspase 3 leva
a apoptose sem inflamagdo, enquanto a ativacdo da caspase 1 pode desencadear
piroptose, uma forma altamente inflamatoria da morte celular programada que leva a
liberacdo do conteldo citoplasmatico, incluindo citocinas inflamatérias, no espaco
extracelular.?®

A descoberta de que o HIV tem preferéncia pelas células CD4+ e é citopatico para
estas, estabelece a hipdtese de que o virus provoca deficiéncia imune por matar
diretamente esta populacdo impedindo a renovacdo de células T. Os mecanismos
moleculares envolvidos na morte das células T CD4+ tem sido amplamente estudados,
levando a novos conhecimentos sobre os efeitos a jusante da infeccdo abortiva e
integracdo viral na morte celular. No entanto, as taxas de apoptose aumentaram em
individuos infectados pelo HIV, ndo estando apenas restrito as células CD4+ infectadas,
mas também sendo observadas nos linfocitos T CD4+ ndo infectados e em outros tipos
celulares que ainda ndo séo alvo para a infeccdo, sugerindo que os efeitos citopaticos do
HIV ainda ndo estdo completamente elucidados.?



2.4. Marcadores de Ativacdo Celular

Ativacdo imunologica crénica é uma caracteristica da infeccdo pelo HIV-1 que
contribui para a perda das células T CD4+ e progressdo da doenca para AIDS e morte®
sendo a ativaco das células T CD8+ a maior causa da patologia pelo virus.3! A ativacio
imune persistente é caracterizada por elevados niveis de citocinas e quimiocinas no
soro, desregulagdo das células B, interferéncia com o equilibrio das células T, ativagdo
de linfdcitos, refletida pela expressdo de marcadores tais como CD38 e HLA-DR, e
aumento da apoptose. Notavelmente, niveis de ativacdo das células T CD4+ e CD8+ séo
fortes preditores da progressdo da doenga e controle viral, entretanto as causas desta
ativacio ndo sdo completamente entendidas.

Linfécitos T CD4+ sdo mais suscetiveis a infec¢do pelo HIV quando estdo ativados do
que em estado de repouso, e tanto a entrada do HIV quanto a fusdo requerem ativagédo
das células T. Evidéncias, in vitro e in vivo, mostram que hiperativacdo do sistema
imune tem um papel central em promover a progressio da infeccdo pelo HIV."3
Ativacdo dos linfécitos T pode ser avaliada pelo estudo de moléculas de superficie e,
HLA-DR e CD38 sdo dois bem conhecidos antigenos cuja expressdo é positivamente
regulada nestas células ativadas.” A expressio de HLA-DR e CD38 aumenta
dramaticamente nas células CD8+ com a progressdo da doenca.®® Varios estudos tem
mostrado que elevada expressdo de CD38 é um forte marcador progndstico em
pacientes HIV que prediz a progressdo da doenca independente da CV no plasma e da
contagem de células T CD4+ no sangue periférico. Além disso, a expressdo de CD38
correlacionada com a progressao da doenca, também prevé um declinio ainda maior das
células T CD4+ 3

O declinio de células T CD4+ na infeccdo pelo HIV é fortemente associado com 0
aumento dos niveis dos marcadores de ativacdo na populacdo T CD4+. Um consistente
aumento da ativacdo das células T CD8+ também foi encontrado em pacientes
infectados causado por estimulo viral cronico, que poderia levar a exaustdo funcional
destas células, conforme mostra a figura 1.’
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Figura 1. Expressdao do HLA-DR pelas populagdes de linfocitos T CD4+ e T CD8+. (A) paciente
controle, (B) paciente infectado pelo HIV-1 com CD4 395/uL, (C) paciente com AIDS com CD4 47/uL.
Os linfocitos foram identificados por gate em dispersdo frontal e lateral, em seguida células T CD4+ e
CD8+ foram marcadas. A expressdo do HLA-DR esta indicada no quadrante.

Fonte: Activation and coreceptor expression of T lymphocytes in HIV/AIDS patients of China.
Shang H, Zhang Z, Jiang Y et al. J Clin Immunol 2005; 25:68-72.

O inicio da terapia antirretroviral leva a uma diminui¢do dramatica dos marcadores de
ativacdo imune em pacientes infectados pelo HIV, e a persisténcia da expressdo destes
marcadores estd associada com uma falha na terapia.®* Entretanto, os regimes
antirretrovirais tem limitagdes em termos de eficdcia imunoldgica. A maioria dos
pacientes que tem a contagem do numero absoluto de células T CD4+ restaurada,



continua a apresentar elevados niveis de ativacdo dos linfocitos T. Esta persistente
ativacdo do sistema imunoldgico durante a terapia tem, provavelmente, significado
clinico, assim como ocorre nos pacientes ndo tratados.® Estudos recentes tem sugerido
que a regulacdo positiva persistente destas moléculas em pacientes tratados pode ser
utilizada como marcador de replicacdo viral residual, e estes resultados, em conjunto,
apontam para a necessidade de monitoramento destes marcadores em pacientes em uso
de TARV.*

Marcadores solUveis de ativacdo imune tém sido associados com elevado risco de morte
e doenca cardiovascular neste cenario. Ativacdo crénica tem sido também associada
com aumentado risco de desenvolver doenca autoimune e cancer na populacdo nédo
infectada pelo HIV. As razdes pelas quais o sistema imune permanece em ativacao
persistente, mesmo em face de terapia antirretroviral efetiva, ndo estdo claras. Causas
potenciais incluem 1) replicacéo viral persistente, 2) replicacdo sistémica persistente de
coinfeccdo viral como herpes ou hepatite, 3) translocacdo microbiana persistente e/ou
desregulagdo das células T e B.5

Muitos estudos tem mostrado que 0s niveis virais aumentam consistentemente quando o
sistema imunolégico do individuo infectado é ativado por estimulos exdgenos, como
infeccBes oportunistas.” Estes resultados corroboram o trabalho de Smith e
colaboradores,®® no qual dados mostram que infeccBes persistentes por herpesvirus
contribuem substancialmente para ativacao crénica em individuos infectados pelo HIV.

A viremia residual é outro fator que leva a ativacdo imune persistente em pacientes HIV
tratados, como resultado de uma persistente replicacdo viral de baixo nivel. Varios
estudos tem demonstrado que baixos niveis de HIV no plasma podem ser detectados na
maioria dos pacientes infectados com sucesso no tratamento. Os resultados destes
estudos indicam que o nivel desta viremia permanece estavel por pelo menos sete anos.®

2.5. Tratamento

A introducéo da terapia antirretrovial revolucionou o tratamento e o gerenciamento de
pacientes com infeccdo pelo HIV. Novos medicamentos foram aprovados, incluindo
aqueles que oferecem novos mecanismos de acdo, melhorias na poténcia e atividade
contra o virus multi resistente, e um perfil de seguranca favordvel. Esquemas
simplificados tem sido introduzidos nos Gltimos anos, proporcionando uma carga de
comprimidos e dosagem de menor frequéncia. Esta avaliacdo incide sobre questdes
relevantes para o clinico, incluindo quando iniciar a terapia, a escolha das drogas e
indicagBes para mudar o regime inicial.*®

O primeiro medicamento para HIV/AIDS, zidovudina (mais comumente conhecido
como AZT) foi aprovado em 1987, cerca de 6 anos depois do primeiro caso relatado de
AIDS e 4 anos apds a identificacdo do agente infeccioso como o HIV. A répida
aprovacdo do AZT e terapias subsequentes resultou de pesquisa fundamental da



combinacdo de vantagens regulatorias, redirecionamento das drogas e colaboracdes
construtivas de grupos de estudo HIV/AIDS. Cada um desses fatores desempenhou um
papel fundamental no desenvolvimento de novas drogas.*

O caminho para o tratamento moderno contra 0 HIV-1 teve inicio ha aproximadamente
25 anos atras, e, atualmente, as terapias disponiveis tem comprovadamente reduzido a
morbidade e mortalidade da AIDS. Esta reducdo notavel na taxa de mortalidade foi
mediada pela supressdo da replicacdo do virus, pelas melhorias que se seguiram na
contagem das células T CD4+ e prote¢do substancial do sistema imunoldgico, possivel
gracas a terapia antirretroviral altamente ativa (HAART), que tipicamente inclui uma
combinacdo de trés ou mais medicamentos antirretrovirais de pelo menos duas classes
de drogas diferentes.” Porém, embora ganhos consideraveis tenham sido feitos na
gestdo da doenca, a cura e vacina permanecem elusivas, e ainda ha um grande potencial
de terapias para mitigar doengas secundérias e avancar na qualidade de vida do
paciente.>®

A terapia transformou a infeccdo pelo HIV-1 a partir de uma sentenca de morte em uma
doenca cronica controlavel. A otimizacdo gradual da HAART limitou os efeitos
colaterais e melhorou a aderéncia, mas as altas taxas de replicacdo viral retornam se o
tratamento é interrompido. Apesar da supressdo da replicacdo viral ao longo da vida ser
possivel em pacientes aderentes, os problemas de acesso, custo, efeitos colaterais e 0
perigo de resisténcia a terapia, reforcam a necessidade de se encontrar a cura para a
infeccdo. Uma das barreiras a cura é a existéncia de reservatérios latentes de longa
duracdo para o HIV-1, que permitem a persisténcia viral apesar do tratamento. O
progresso em delinear os mecanismos que contribuem para a laténcia do virus, e 0
desenvolvimento de modelos in vitro e modelo animal, tem permitido o
desenvolvimento e testes de terapias em que o alvo ¢ o reservatdrio latente.

Uma série de diferentes drogas que tem como alvo quatro etapas distintas do ciclo de
replicacdo do HIV-1 sdo atualmente aprovadas para administracdo em individuos HIV
positivos. Inibidores da transcriptase reversa nucleotideo (NRTI) e inibidores da
transcriptase reversa ndo nucleotideo (NNRTI) sdo alvos da etapa de transcricdo
reversa, que converte 0 RNA genomico viral em DNA de cadeia dupla linear, enquanto
que os inibidores de protease (PI) inibem a atividade da enzima protease que € critica
para a maturacdo de particulas virais que brotam das células infectadas. Dois inibidores
diferentes podem bloguear a entrada do virus em novas células alvo, anulando a
interacdo entre a gpl120 viral e o co receptor CCR5 ou anulando a disponibilidade da
gp4l que impulsiona a fusdo entre as membranas celular e viral. Os inibidores de
transferéncia de cadeia da integrase (INSTI), bloqueiam a atividade da integrase que é
necessaria para inserir o DNA viral no cromossomo da célula hospedeira. A HAART
prescreve um NRTI, NNRTI e Pl como comprimido Unico ou em varias combinacdes.
A abordagem combinatdria das drogas para o tratamento suprime significativamente a
probabilidade de selegéo de cepas resistentes do HIV-1 que surgem rapidamente durante
a monoterapia.®



Apesar do sucesso da terapia antirretroviral combinada na historia natural da infeccéo
pelo HIV, a terapia tem falhado em sua tentativa de restaurar completamente a satde do
individuo. A maioria dos pacientes virgens de tratamento mostra uma relacéo invertida
CD4/CD8. Na populacdo em geral, este achado é considerado um marcador de
imunossenescéncia. Na infecgdo por HIV néo tratada, a relagdo de CD4/CD8 tem sido
investigada como um preditor de mau prognostico, e tem sido utilizada para prever a
restauracdo da funcdo imunoldgica, e a ocorréncia de comorbidades associadas ou ndo a
AIDS. No entanto, depois de varios anos de tratamento, alguns pacientes ainda mostram
uma relacéo invertida, apesar da normalizacdo na contagem dos linfocitos T CD4+. O
significado clinico e bioldgico desta constatagdo permanecem desconhecidos.*

A importancia da contagem das células T CD4+ como um forte preditor de infeccdes
oportunistas tem sido amplamente investigada, mas pouca atencdo tem sido dada a
significancia da contagem das células T CD8+. Durante a infeccdo por HIV, antes do
tratamento, a contagem de T CD8+ aumenta e T CD4+ diminui. Durante a supressao
viral alguns individuos elevam a contagem de T CD4+ simultaneamente ao declinio dos
linfocitos T CD8+ levando a normalizacdo da relagdo CD4/CD8. Outros individuos,
entretanto, mantém altos niveis de células T CD8+ na circulacdo e persistentemente
uma baixa razdo CD4/CD8. Nestes pacientes tratados a razdo parece correlacionar-se
com marcadores de ativacdo das células T e senescéncia.*!

Os dados encontrados por Serrano-Villar et al*® sugerem que a razio CD4/CD8 em
individuos infectados pelo HIV e em TARYV efetiva, poderia ser um marcador substituto
de ativacdo imune e possivelmente de imunossenescéncia. A relacdo CD4/CD8 merece
mais atencdo pois pode ajudar a identificar individuos com ativacdo imune em curso
apesar de um longo tempo de supressdo viral.

2.6. Infeccdes Oportunistas

Como ja avaliado anteriormente, a HAART trouxe melhorias e qualidade de vida para o
paciente HIV positivo, mas nem todos os pacientes em uso de terapia sdo capazes de
restabelecer o nimero de células T CD4+. Por outro lado, a recuperacdo da contagem
dos linfocitos T CD4+ de pacientes em tratamento, ndo significa restauracdo das
funcBes imunes. Estudos tem descrito dano funcional tanto na resposta imune inata
quanto na adquirida apesar de tratamento efetivo.*?

Pacientes imunodeprimidos, devido a infeccdo pelo HIV, podem ser infectados por
diversos agentes oportunistas que causam diversas doengas ou aceleram a progressédo da
doenca pelo HIV,® e exemplos classicos destes agentes oportunistas que estabelecem
infeccBes persistentes em humanos, sdo os herpesvirus.*® Infecgbes primarias por estes
patogenos levam a uma infecgéo latente ao longo da vida com reativagédo intermitente,
resultando em doenca assintoméatica em imunocompetentes. O sistema imune do
hospedeiro é essencial para resolver infeccdes liticas e inibir reativacdo de laténcia.



Consequentemente a reativacao das herpesviroses € muito mais frequente em pacientes
infectados pelo HIV-1 com um risco aumentado de desenvolver doengas relacionadas.

Dos herpesvirus, 0 EBV e o CMV, infectam cerca de 90% da populacdo.*® Neste
contexto, associacao entre a deteccao de infeccdo por CMV no sangue e um aumento do
risco de doenca causada pelo virus é bem estabelecido,® sendo a doenga mais comum, e
uma séria infeccdo oportunista em pacientes com AIDS.*

2.6.1. CMV

Citomegalovirus € um membro da familia dos herpesvirus humano, de DNA 230 kb de
dupla fita, que pode residir no hospedeiro por toda vida. Os reservatorios celulares sdo
leucdcitos, células epiteliais, glandulas salivares e colo do Utero, podendo ser
encontrado em fluidos corporais de pessoas infectadas, e detectado na urina, saliva,
sangue, lagrima, sémen e leite materno. Resultados sugerem que PBMC sdo também
reservatorio viral, sendo os mondcitos as células predominantemente infectadas.*

CMV € um patdgeno ubiquo que geralmente causa infeccdo assintomatica ou levemente
sintomatica em hospedeiros imunocompetentes. Em contraste, infeccdo por CMV em
pacientes imunocomprometidos leva a alta morbidade e mortalidade.*® E um patdgeno
bem conhecido na populacdo em geral, que ap6s a infeccdo priméria, assim como outros
herpesvirus, permanece latente no hospedeiro e pode ser reativado posteriormente,*’
mas € controlado por imunidade celular efetiva em individuos saudaveis.*® Em
contraste, doenca significativa, seja por ativacdo primaria ou por reativacdo, €
tipicamente vista em individuos imunocomprometidos seja por quimioterapia,
transplante ou AIDS.#

Durante a ultima década, o CMV foi ligado ao envelhecimento prematuro do sistema
imunoldgico (imunossenescéncia), assim como manifestacbes clinicas prematuras de
patologia vascular, particularmente no contexto da infeccdo pelo HIV. Este patogeno é
conhecido por induzir uma vasta resposta de células T, mas a0 mesmo tempo por
possuir varios mecanismos de evasdo imune, 0 mais conhecido deles, provavelmente, é
o estado de laténcia, com expressao de proteina limitada. O CMV dispde de uma grande
variedade de estratégias para evitar uma resposta imune eficiente e esta provavelmente é
a raz&o para a sua sobrevivéncia bem sucedida na populago.*®

Aproximadamente 95% dos individuos HIV positivos sdo infectados por CMV. A
introdugdo da terapia antirretroviral tem reduzido a incidéncia de desenvolvimento de
doenca associada ao CMV, porém, pacientes que sdo incapazes de controlar a replicacéo
deste virus tem aumentado risco de progressdo na doenca pelo HIV e de chegar a
morte.*

Desde a introducdo da HAART, houve um dramatico declinio da incidéncia de
infeccBes oportunistas, inclusive doencas pelo CMV. Em parte isto é correlacionado
com o aumento da contagem de células T CD4+, entretanto, existem varios relatos de



doenca por CMV em individuos em uso de terapia com contagem de linfocitos T CD4+
acima de 200 células/mm?, o que esta associado com falta de imunidade especifica ao
oY \VAS

Doisne e colaboradores®? relatam que durante infecgdo primaria pelo HIV, células T
CD8+ especificas para outras viroses, como CMV e EBV, também mostraram um
significativo grau de ativacdo. Isto demonstra que a ativacdo ocorre durante a fase aguda
da infeccdo pelo HIV e contribui em parte para a marcada expanséao de células T CD8+
ativadas.

2.6.2. EBV

O Epstein Barr virus, assim como o CMV, é um herpesvirus humano ubiquo que infecta
a maior parte da populacdo mundial adulta. O modo primario de transmissdo é pela
saliva, através da qual o virus invade a mucosa orofaringea infectando os linfécitos B e
estabelecendo laténcia nestas células.>*>* O EBV tem uma potente habilidade capaz de
induzir proliferacdo descontrolada e transformacdo da célula infectada. Pacientes
infectados pelo HIV-1 tém elevado risco de desenvolver doengas relacionadas a este
herpesvirus, variando desde desordens linfoproliferativas até linfomas ndo Hodgkin's de
células B.>®

Além da imunodepresséo, a ativa¢do imune cronica, uma marca da infecgdo pelo HIV-
1, pode ter um papel critico na génese de linfomas das células B. Ativacdo celular
dirigida pelo HIV-1 e imunovigilancia prejudicada contra o EBV pode resultar na
estimulacdo cronica das células B e expansdo destas células infectadas, aumentando,
portanto, o risco de desenvolver doengas malignas relacionadas ao EBV.>®

A introducdo da HAART e profilaxia contra doencas oportunistas tem melhorado
significativamente a taxa de sobrevida dos pacientes portadores do HIV-1. No entanto, a
influéncia desta terapia nas doencas malignas associadas ao EBV ndo estad
completamente clara.®

O aumento da carga viral para o HIV decorrente de falha ou interrupcdo da HAART
impulsiona resposta de células T CD4+ indicando que a reativacdo do virus e
consequentemente, 0 aumento da carga antigénica, promove a expansdo dos linfécitos T
CD4+ especificos ao HIV. Dindmica similar € vista em resposta ao CMV e EBV
demostrando que a replicagdo do HIV-1 ndo afeta exclusivamente a frequéncia de
células T CD4+ especificas a ele mas também células especificas para outros antigenos
persistentes.>®

Viremia induzida pelo HIV e citocinas pré inflamatdrias tem um papel importante no
estimulo e expanséo das células B infectadas pelo EBV. Apesar da reconstituicdo imune
parcial, o estimulo das células B dirigido por ativacdo imune persistente representa um
fator de risco para o desenvolvimento de doencas malignas associadas ao EBV.>®



2.7. Justificativa

Trinta anos depois da descoberta do HIV-1 ainda ndo temos perspectiva de cura da
infeccdo. Terapia antirretroviral combinada reduziu significativamente a mortalidade e
morbidade, com novos regimes mais potentes e que apresentam menos efeitos
colaterais, no entanto, estes medicamentos nao restauram completamente a salde ou o
estado imunoldgico dos pacientes infectados. Infeccdo pelo HIV-1 ndo tratada é
caracterizada por constante replicacdo viral que leva a perda de células CD4 + T e prevé
a progressdo da doenca.®’

Os linfécitos T ativados, identificados pela expressdo de CD38 e HLA-DR, sdo
fortemente implicados na patogénese da infeccdo pelo HIV-1, levando a hipotese de
que, a ativacdo imune pode contribuir para a deplecdo das celulas T CD4+
indiretamente através de Vvarios mecanismos, coOmo imunossenescéncia e supressao
imune. Diante disso, é possivel sugerir que, estratégias terapéuticas para reduzir o
namero de células CD4+ expressando CD38 e HLA-DR podem limitar a replicacdo do
virus e consequentemente a progressio da doenca.>®

Vaérios estudos ja realizados mostram uma forte associacdo destes marcadores de
ativagdo imunolégica com a infeccdo pelo HIV. Em fungdo da importancia destes
marcadores, neste estudo avaliaremos a frequéncia dos mesmos, em associa¢do a razao
CD4/CD8, o que constitui um problema para os portadores do HIV, uma vez que pode
conduzir o sistema imunoldgico a exaustao.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar os niveis de ativagdo das células T CD4+ e CD8+ através da frequéncia da
expressdo dos marcadores de ativacdo celular, CD38 e HLA-DR, em pacientes
infectados pelo HIV-1 sob terapia antirretroviral estavel.

3.2. Objetivos Especificos
3.2.1. Correlacionar a razao CD4/CD8 com os marcadores de ativacao celular.

3.2.2. Avaliar a frequéncia de coinfecces virais e sua associacdo com a ativacdo
imunoldgica



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Selecdo das amostras

A amostra total foi composta por individuos aprovados para doagdo de sangue no
Hemocentro da Bahia (HEMOBA) com linfécitos T CD4+ acima de 500 células/pL e
por individuos portadores do HIV-1 no Hospital Universitario Professor Edgar Santos
(HUPES) e no Centro Especializado em Diagndstico, Assisténcia e Pesquisa (CEDAP).

Para a inclusdo no estudo foram selecionados voluntarios doadores de sangue acima de
18 anos, aprovados para doacao pelo HEMOBA, que compdem o grupo controle. Para a
incluséo dos casos, foram selecionados voluntarios portadores do HIV-1, maiores de 18
anos, em uso de TARV estavel por um minimo de seis meses e carga viral menor que
50 copias/mL por pelo menos seis meses

Como critérios de exclusdo, mulheres gravidas, uso de drogas imunossupressoras ou
imunomoduladoras nos ultimos 60 dias e presenca de neoplasia oportunista em
atividade.

Todos os participantes foram orientados a assinar o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, ap6s o protocolo ter sido submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira da Universidade Federal da Bahia. Os
voluntarios responderam ainda um questionario para compor as informac6es necessarias
associadas ao estudo e para caracterizagdo dos diferentes grupos.

Um ndmero de 129 pacientes portadores do virus foi incluido no estudo, somado a 31
voluntarios doadores de sangue do Hemoba, totalizando 160 individuos.

4.2. Estratificacdo das amostras

As amostras foram separadas em 5 grupos: grupo controle (GC), formado pelos
doadores de sangue do Hemoba, totalizando 31 individuos; grupo virgem de tratamento
(VT), composto por 45 pacientes portadores do HIV-1 que nunca fizeram uso de
TARV; e trés grupos HIV positivos em uso de antirretroviral, distintos quanto ao
namero de células T CD4+ e razdo CD4/CD8 (R). Estes grupos foram identificados
como RC (restauracdo completa), com individuos com CD4>500 e R>1, RP
(restauracdo parcial), com CD4>500 e R<1, e RI (restauragdo inadequada), com
CD4<500 e R<1. O grupo RC foi composto por 27 individuos, o RP por 30 e o RI por
27, que somados ao grupo VT, totalizaram um ndmero de 129 pacientes portadores do
HIV.



4.3. Coleta e tratamento das amostras

As amostras de sangue foram coletadas em tubos de 4 mL contendo EDTA e
acondicionadas em temperatura ambiente sendo levadas ao laboratério logo apos a
coleta. Foi feita a separacdo de 1,2 mL do plasma e conservacao a -80°C para posterior
triagem sorolégica (HBV, HCV, HTLV, EBV, CMV e Sifilis). A andlise de citometria
de fluxo foi realizada no sangue total, tanto para a contagem celular quanto para a
mensuracdo dos marcadores de ativagéo.

4.4. Sorologias

As amostras dos pacientes controles foram analisadas apenas para CMV e EBV uma
vez que eram individuos doadores do HEMOBA aprovados para doacéo, e portanto, ja
tinham as demais sorologias negativas. Os pacientes portadores do HIV-1 foram
avaliados quanto a deteccdo de IgG para todas as sorologias citadas acima, através do
método de quimioluminescéncia.

4.5. Citometria de Fluxo

As amostras de todos os voluntéarios foram analisadas por citometria de fluxo, que
permite uma imunofenotipagem celular. A citometria € uma tecnologia capaz de
analisar simultaneamente diversos parametros de células ou particulas em suspenséo.
Seu principio esta na incidéncia de uma fonte de luz laser que intercepta cada particula,
e a dispersdo desta luz fornece dados relativos ao tamanho e a granulosidade desta
particula. Moléculas ou estruturas de interesse podem ser estudadas pela marcacdo com
anticorpos monoclonais acoplados a fluorocromos, que sdo compostos fluorescentes que
emitem um comprimento de onda capaz de ser detectado pelo citdmetro de fluxo.

A contagem dos linfocitos T CD4+ e T CD8+ foi realizada pela ligacdo dos anticorpos
monoclonais anti-CD3+, anti-CD4+, anti-CD8+ e anti-CD45+. O anti-CD3+ é um
marcador especifico dos linfocitos T, que associado ao anti-CD4+ caracteriza 0s
linfocitos T auxiliares, e associado ao anti-CD8+ caracteriza os linfocitos T citotoxicos.
Foram caracterizados ainda os leucdcitos e linfécitos totais através da marcacdo com o
anti-CD45+, presente na superficie de todas estas células.

Para a realizacdo deste procedimento foram utilizados tubos Trucount da Becton
Dickinson. Neste protocolo utilizamos 50uL do sangue total de cada paciente, que foi
adicionado a 20uL do anticorpo contendo anti-CD3 associado ao fluorocromo
Complexo Ativado de Proteina Clorofil-Peridina (PerCP), anti-CD4 associado ao
Isotiocianato de Fluoresceina (FITC), anti-CD8 associado a Ficoeritrina (PE) e anti-
CD45 associado a Estreptavidina (PeCy5). Ap0s uma rapida agitacdo para complexagéo
dos monoclonais a superficie das células, as amostras foram incubadas ao abrigo da luz
por 15 minutos a uma temperatura entre 20 e 25°C. Esta incubacao € necessaria devido a



fotossensibilidade dos fluorocromos associados aos anticorpos monoclonais.
Posteriormente foi adicionado 450uL de solugdo tampéo de lise, com a finalidade de
lisar as hemécias presentes nas amostras, e depois foram novamente incubadas nas
mesmas condi¢des. ApoOs a incubacdo as amostras foram lidas no citdmetro de fluxo
FACSCalibur da Becton Dickinson. Com a identificacdo celular o programa realiza as
contagens das células selecionadas, como mostra a figura 2.
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Figura 2. Andlise das contagens absolutas das subpopulagdes de linfocitos T por citometria de fluxo
No primeiro e terceiro gréficos identifica-se a populacdo de leucdcitos totais CD45+ e linfocitos T CD3+,
respectivamente, através da positividade do anticorpo por complexidade interna das células e realizada a
selecdo desta populagdo. Os gréficos subsequentes analisam as contagens destas células pela positividade
do anticorpo monoclonal especifico para CD3, CD4 e CD8. Os valores absolutos e percentuais sdo
expressos na tabela a esquerda.

Para a analise da frequéncia dos marcadores de ativacdo celular, CD38 e HLA-DR,
utilizamos 2 tubos de poliestireno para cada amostra. No primeiro tubo acrescentamos
100uL do sangue total e adicionamos 3uL de cada monoclonal isoladamente, anti-CD38
associado ao fluorocromo FITC, anti-CD3 associado ao PE, anti-CD4 associado ao
PerCP e anti-HLA-DR associado ao APC. No segundo tudo apds a adi¢do dos 100uL da
amostra acrescentamos 3pL do monoclonal CD38 associado ao FITC e do anti-CD45
associado ao PeCy5. Ap0s esta etapa, 0s tubos passaram por agitacdo e foram incubados
ao abrigo da luz por 20 minutos a uma temperatura entre 20 e 25°C. Posteriormente, foi
acrescentado 1mL de solucdo tampdo de lise, nova agitacdo, e submetido a nova
incubacdo por 20 minutos nas mesmas condi¢des anteriores. Apos este periodo de
incubacdo, foram realizados trés ciclos de lavagem das células, cada ciclo com 1mL de
solucéo salina, e centrifugados por 10 minutos a 2500 rotagdes por minutos (RPM) em
temperatura entre 20 e 25°C. Ao final das lavagens foi acrescentado 400uL de solugéo
salina para ressuspensdo das células e analisados no citometro FACSCalibur pelo
software Cellquest. Uma vez selecionados os marcadores nas populacdes especificas, €
possivel conhecer a expressdo dos mesmos em cada populagdo, como mostra a figura 3.
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Figura 3. Analise dos marcadores de ativacao imunoldgica expresso pelas populagdes de linfdcitos T
CD3+ e T CD4+ por citometria de fluxo No primeiro e segundo gréficos identifica-se a expressdo do
CD38 pela populagdo de linfécitos T CD3+ e T CD4+, respectivamente. No terceiro e quarto graficos
tem-se a expressdo do HLA-DR nas populagdes de células T CD3+ e T CD4+.



5. ANALISE ESTATISTICA

A idade ndo apresentou distribuicdo normal e foi apresentada em mediana e intervalo
interquartil, maximo e minimo. A distribuicdo por sexo foi apresentada em proporcoes,
bem como a cor dos individuos, dividida em branca, e negra/parda. Os valores
referentes a0 numero de células e a expressdo dos marcadores também estdo
apresentados em mediana e intervalo interquartil, mdximo e minimo, que foram obtidos
através do teste de frequéncia.

A comparacdo de medianas das variaveis idade, contagem celular e ativacdo imune,
entre os 5 grupos de estudo for feita utilizando o teste de Kruskal-Wallis.

A comparacdo de medianas das variaveis ativacao imune e nimero de células entre 2
grupos foi feita com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, uma vez que se
tratavam de variaveis categéricas independentes com distribuicdo anormal. Os testes
foram realizados ajustando a aceitacdo de diferenca para uma probabilidade de 0,025
(p<0,025). O nivel de significancia foi estabelecido em 5%.



6. RESULTADOS

6.1. Caracteristicas gerais dos individuos

As caracteristicas gerais por grupo estdo resumidas nas tabelas 1 e 2. Na tabela 1 estéo
valores referentes a idade, e percentuais de sexo e cor dos individuos por grupo. Na
tabela 2 estdo os percentuais do uso de cigarro, drogas e alcool por grupo.

Tabela 1. Caracteristicas demograficas dos individuos por grupo.

Pacientes com HIV

Grupo
o Controle .
Caracteristicas (Sem Restauracao Virgem de
HIV) Completa  Parcial Inadequada Tratamento p
N=31 N=27 N=30 N=27 N=45 N=160

Idade - Mediana

(Interquartil) 41 (25-59) 51(33-75) 48(32-68)  49(30-64) 31(20-64) 0,001

Sexo Feminino (%) 32,3 44,4 50,0 18,5 48,9 0,062

Cor Negra (%)* 96,8 74,1 80,0 100,0 97,8 0,000

*Versus branca.

Os grupos de restauracdo completa, parcial e inadequada apresentaram valores
préximos referentes a mediana da idade (p = 0,106), ndo sendo possivel portanto,
comparar o impacto da imunossenescéncia nestes grupos. Por outro lado, o grupo VT
apresentou menor idade em geral, uma vez que sdo pacientes com pouco tempo de
diagnostico e que ainda ndo iniciaram o tratamento. Observa-se que em geral 0 sexo
masculino é mais acometido pelo virus HIV e que os grupos com restauracdo completa
e parcial sdo os que apresentam uma maior quantidade de individuos brancos.



Tabela 2. Frequéncia (%) do uso de cigarro e drogas no passado, e atualmente, e consumo de
alcool, por grupo.

Grupo Restauracdo  Restauragdo  Restauracéo Virgem de

Caracteristicas Controle Completa Parcial Inadequada  Tratamento P
N=31 N=27 N=30 N=27 N=45 N=160
Cigarro anterior 25,8 51,9 60,0 63,0 62,2 0,008
Cigarro atual 3,2 3,7 26,7 22,2 26,7 0,011
Drogas anterior 6,4 7,4 10,0 18,5 28,9 0,034
Drogas atual 0 3,7 3,3 3,7 8,9 0,59
Alcool 61,3 59,3 43,3 51,9 66,7 0,457

O grupo VT se destaca por ser o de maior consumo de drogas tanto no passado quanto
atualmente, seguido pelo grupo RI, que teve um alto indice do uso de drogas no
passado.

6.2. Identificacdo das populac@es celulares e dos marcadores de ativacao por citometria
de fluxo

Na contagem absoluta do numero de células de subpopulacdes de linfocitos T,
inicialmente identificamos as células pelas propriedades da presenca do monoclonal
anti-CD3 e pela complexidade interna das mesmas e utilizamos a marcacdo destas
células também através de monoclonais anti-CD4 e anti-CD8. E possivel entio
selecionar a populacdo de interesse (“estratégia de gate”) pela presenca do anticorpo
especifico para cada célula. Os marcadores avaliados foram CD38 e HLA-DR, que
foram determinados nas populacdes de células T CD4+ e T CD8+ através dos
monoclonais anti-CD38 e anti-HLA-DR, anti-CD3+ e anti-CD4+. No momento da
leitura € possivel selecionar a populagdo de interesse pela “estratégia de gate” devido a
presenca dos anticorpos monoclonais especifico para cada marcador nas populacfes
selecionadas.

6.3. Contagem de células e expressdo dos marcadores de ativacdo pelas populacdes de
linfécitos em cada grupo.

Os valores referentes a contagem dos linfécitos e aos marcadores de ativacdo por
populacdo nos grupos, estdo expressos nas tabelas 3, 4 e 5, respectivamente. As figuras
4 a 7 representam os marcadores por populacgéo.



Tabela 3. Medianas (interquartil) referentes a contagem dos linfécitos T CD3+, CD4+, CD8+.

Células Grupo Restauragdo  Restauragdo  Restauracdo  Virgem de P
Controle Completa Parcial Inadequada  Tratamento
CD3+ 1407 1432 1830 1303 1355 0,015
Mediana
(interquartil) ~ (749-3849) (579-4617) (933-3119) (549-2241) (437-3724)
CD3+CD4+ 592 481 718 346 398 0,000
Mediana
(interquartil) ~ (103-969) (118-935) (102-955) (14-793) (15-955)
CD3+CD8+ 540 566 1017 782 833 0,000
Mediana
(interquartil)  (185-1495)  (17-2245) (575-1894) (364-1934) (323-2962)

Tabela 4. Medianas (interquartil) referentes ao percentual da expressdo dos marcadores CD38 e
HLA-DR pelos linfocitos T CD3+, CD4+ e pelos leucdcitos totais.

Marcadores de Grupo Restauracdo  Restauracéo Restauracédo Virgem de
Ativacédo Controle Completa Parcial Inadequada Tratamento
CD3CD38 3,9 1,7 5,0 31 2,5
Mediana
(interquartil) (0,2-10) (0,2-8,6) (0,6-26) (0,6-48) (0-17,9)
CD4CD38 2,7 0,9 34 2,2 15
Mediana
CD3HLA-DR 9,9 54 13 23 26,6
Mediana
CD4HLA-DR 4,2 1,6 25 4,8 7,8
Mediana
(interquartil) (1,5-55,3) (0,8-9,3) (0,5-32,7) (0,5-25,1) (0,5-20,6)
CD45CD38 11,5 6,0 14,6 8,9 7,5
Mediana
(interquartil) (1-32,4) (1,7-38,5) (3,4-37) (1,4-44,8) (1-73)




N&o houve marcacdo das celulas T CD8+ na citometria de fluxo. Uma vez que a
populacdo CD3+ compreende basicamente os linfocitos T CD4+ e T CD8+ optamos por
marcar apenas as populagdes T CD3+ e T CD4+, e portanto, os valores referentes a
expressdo dos marcadores CD38 e HLA-DR pela populacdo de linfocitos T CD8+, foi
obtida atraves de calculo matematico. No momento da leitura da amostra é possivel
delimitar, no grafico, as populacGes de interesse, garantindo que estes resultados se
refiram apenas a estas populacdes. Os valores estdo representados na tabela 5.

Tabela 5. Valores referentes a expressao dos marcadores CD38 e HLA-DR pelos linfécitos T CD8+.

Marcadores de Grupo  Restauracdo Restauracdo Restauracdo  Virgem de

Ativacéo Controle  Completa Parcial Inadequada  Tratamento
CD8CD38 1,2 0,8 1,6 0,9 1,0
CD8HLA-DR 57 3,8 10,5 18,2 18,8
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Figura 4. Distribuicdo dos valores absolutos da expressdo do CD38 pela populagdo CD3+ nos
grupos.
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Figura 5. Distribuicdo dos valores absolutos da expressdo do CD38 pela populacdo CD4+ nos
grupos.
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Figura 6. Distribuicdo dos valores absolutos da expresséo do HLA-DR pela populacdo CD3+ nos
grupos.
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Figura 7. Distribui¢do dos valores absolutos da expresséo do HLA-DR pela populacdo CD4+ nos
grupos.

6.4. Avaliacdo da interferéncia do uso de drogas/cigarro no passado, atualmente, e
consumo de bebida alcoodlica na carga viral, nimero de células e ativacdo celular

Foi encontrado interferéncia do uso de drogas para a CV atual dos pacientes (p=0,002)
na comparacdo entre todos os grupos. Houve relacdo também com a razdo CD4/CD8
(p=0,009), com o percentual de células T CD3+CD4+ (0,002) e com os leucdcitos
totais, CD45 (p=0,017). Para o consumo de drogas atual houve relacdo significativa
para a expressdo de HLA-DR na populacdo T CD3+, na comparagdo entre todos 0s
grupos (p=0,033). O uso de alcool mostrou interferéncia para a CV atual dos pacientes
(p=0,048) na comparacao entre os grupos. Houve relacdo significativa do uso de bebida
alcodlica também com o percentual de células T CD3+CD4+ (p=0,032) e com a
expressao do HLA-DR por esta mesma populacéo (p=0,022).

6.5. Avaliacdo da interferéncia do tempo de diagnéstico na carga viral, nimero de
células a ativacéo celular

O tempo de diagnostico interferiu no nimero de células T CD4+ atual dos pacientes
(p=0,001) na comparagao entre 0s grupos



6.6. Avaliacdo das coinfeccdes

As coinfecgdes avaliadas foram HBV, HCV, HTLV, CMV, EBV e sifilis. A analise foi
realizada através de triagem soroldgica para deteccdo da presenca do anticorpo 1gG
especifico. A tabela 5 traz os resultados encontrados.

Tabela 6. Percentual das coinfecgdes por grupo

Caracteristicas Grupo Restauracdo Restauracdo Restauracdo Virgem de

Controle Completa Parcial Inadequada  Tratamento
EBV (anti-VCA) 100 100 100 100 97,78
CMV (anti-CMV) 87,10 100 100 96,30 97,78
Sifilis 0 25,92 46,67 44 44 35,56
(trepomémico)
HTLV (anti- 0 0 6,67 3,70 0
HTLV)
HCV (anti-HCV) 0 7,41 36,67 18,52 0

HBV (AgHBs) 0 22,22 10,0 0 4,44




7. DISCUSSAO

No presente trabalho foram observadas diferencas significativas na expressao de HLA-
DR nos grupos, porém, a expressdo do CD38 sofreu menor variagao.

A expressdo do HLA-DR aumentou a propor¢do que diminuia a reconstituicdo imune
do paciente (referente a contagem de células T CD4+ e a razdo CD4/CD8), sendo mais
elevada nos grupos de restauracao inadequada e virgem de tratamento, este Gltimo com
93,33% dos pacientes com a razdo CD4/CD8 abaixo de 1. O grupo com restauragdo
imunoldgica plena, como esperado, apresentou menor expressdo do marcador. Os
resultados encontrados sugerem que a reconstituicdo imune, avaliada pela razdo
CD4/CD8, associada a marcadores de ativacdo imunoldgica, pode colaborar com
informacdes relevantes em individuos tratados e com supressao viroldgica, assim como
em individuos ndo tratados.

O grupo controle, embora sem infec¢do pelo HIV-1, também apresentou expressdo do
HLA-DR consideravelmente, inclusive mais elevada do que o grupo de restauracao
plena. Pode-se sugerir que a qualidade de vida tenha um papel importante neste achado.
Hoje em dia, pacientes portadores do HIV tendem a buscar um padrdo de vida mais
saudavel e isso pode impactar positivamente no sistema imunoldgico. A dieta também
desempenha um papel importante no sistema imune de pacientes com HIV, porque
guantidades suficientes de macro e micronutrientes sdo essenciais para 0 Seu
funcionamento normal.®® O desequilibrio do estado nutricional é um dos principais
cofatores na infeccdo pelo HIV e pode contribuir para a morte durante a progressao para
AIDS.% Profissionais da area de salde devem reforgar aos pacientes a importancia de
uma dieta saudavel para ajudar a preservar a fun¢do imunoldgica e minimizar os riscos
impostos pela doenga e pelo tratamento.>®

A ativacdo imunolégica nas subpopulagdes de linfocitos T CD4+ e T CD8+ em
pacientes infectados pelo HIV é um forte preditor de progressdo da doenca e controle
viral, no entanto, as causas desta ativacdo ndo sdo completamente compreendidas e,
além disso, é provavel que a ativacdo destas células seja mediada por processos
distintos. Os mecanismos que conduzem a ativacdo e deplecao dos linfocitos T CD4 +
sdo de particular interesse uma vez gque sua manutencdo € fundamental para postergar o
inicio da AIDS.*°

Dados anteriores mostram que, embora a maioria dos estudos avalie a ativacao
imunoldgica através das porcentagens de células T que expressam o marcador CD38, o
prognostico de ativagdo aumentou quando a ativacdo imune foi avaliada pela
coexpressdo de CD38 com HLA-DR, sugerindo que a expressdo de varios marcadores
sobre as células T poderia ser indicativo de um estado de hiperativacdo. As células T
duplamente ativadas com CD38 e HLA-DR predisseram significativamente a
progressao para AIDS.%!



Vaérios estudos tém demonstrado que além da contagem e percentual de células T
CDA4+, a razdo CD4/CD8 prevé o risco de morbidades relacionadas ou ndo a AIDS.
Além disso, um estudo de 2012 mostrou que pacientes infectados pelo HIV em uso de
HAART prolongado e portanto, com prolongado periodo de supressao viral, a contagem
e percentual de linfocitos T CD4+ e razdo CD4/CD8 na linha de base, sdo preditores
independentes de recuperacdo imunologica e que a falta no aumento de qualquer um
destes indicadores parece ser prejudicial para a realizacdo de uma boa recuperagédo
imunoldgica a longo prazo em pacientes sob uso de terapia.®?

Uma baixa razdo CD4/CDS8, identifica individuos com anormalidades imunoldgicas e
um pior progndstico. Esta situacdo apresenta maior ativacdo imunoldgica, inata e
adaptativa, imunossenescéncia, desequilibrio de células CD4 + e CD8 + na mucosa do
intestino e maior risco de morbidade e mortalidade. Em contraste, aqueles que
normalizam a relacdo CD4/CD8 tem tracos de um sistema imune saudavel. Observa-se
que o inicio da TARV cedo pode contribuir para uma normalizacdo mais rapida e
robusta da proporcdo CD4/CD8 em comparacdo com iniciacdo tardia. Assim, a
propor¢do de células CD4/CD8 pode ajudar a discriminar ainda mais o risco de
progressdo da doenca em individuos tratados com sucesso e, uma resposta bem sucedida
a terapia pode levar tanto a normalizacdo da contagem de células CD4 + T periféricas
quanto a proporcéo de células T CD4 + em relagdo as células T CD8 +.4

Em um estudo de coorte com individuos adultos infectados pelo HIV, buscou-se
determinar correlacdo da ativacdo imune com o uso de TARV durante infeccdo precoce
ou cronica. A associa¢do mais consistente foi entre a frequéncia de células T CD4+ e
CD8+ expressando HLA-DR. Nao foi observada correlacdo para o CD38 isoladamente,
e isto pode ser devido ao fato, pelo menos em parte, de que 0 CD38 é expresso ndo s
em células ativadas, mas também em células T naives. A relacdo com a expressao de
HLA-DR foi consistente entre os doentes tratados no inicio da infeccdo e aqueles
tratados com infecgdo cronica.®®

Embora a falha na normalizacdo da relacdo CD4/CD8, apesar da restauragdo na
contagem das células T CD4+ periféricas seja uma observacdo comum na pratica
clinica, poucos estudos tém abordado o significado biol6gico deste fendmeno. A
importancia da carga viral e da contagem dos linfocitos T CD4+ como marcadores
substitutos da eficacia da terapia na gestdo global dos individuos infectados pelo HIV
pode ter levado a negligenciar a importancia da relacdo de CD4/CD8. Estudos
anteriores a introducdo da HAART em 1996, reconheciam a relagdo CD4/CD8 como
um preditor para AIDS, proporcionando semelhantes informacdes de progndstico ao da
contagem de CD4. Para o nosso conhecimento, nenhum estudo tem abordado
especificamente o significado biologico ou clinico da razdo CD4/CD8 em individuos
infectados pelo HIV em uso de TARV supressiva. A maioria dos estudos nesta area tem
sido conduzida na populagdo em geral, em que a relagdo CD4/CD8 tem sido proposta
como um marcador do perfil de risco imunoldgico, o que implica em um conjunto de
defeitos que definem a imunossenescéncia.*’



Ainda no que se refere a razdo CD4/CD8, a associacdo entre esta e a ativacdo
imunolégica na infeccdo pelo HIV tem uma simples explicacdo bioldgica.
Considerando-se que este parametro tenha sido previamente associado com
envelhecimento imunoldgico e sistémico juntamente com o fato da imunossenescéncia
ser induzida por ativagdo imune cronica, sugere-se que esta relagdo CD4/CD8 pode ser
um marcador substituto da imunossenescéncia também na infeccdo pelo HIV.
Consequentemente, um ponto de suma importancia a ser explorado € se a persisténcia
de uma baixa relacdo CD4/CD8 apesar de TARV supressiva, também poderia
identificar individuos infectados pelo HIV com envelhecimento sistémico acelerado.*

No presente trabalho, foi encontrado uma maior expressdao de HLA-DR nas células T
CDB8+ (analisadas pela diferenca entre CD3+ e CD4+) do que nas células T CD4+. Isto
pode estar associado ao perfil imunolégico deste grupo celular, uma vez que séo as
células responsaveis pela resposta imune as infecgdes virais. Um estudo realizado na
China por Shang e colaboradores’ corrobora estes achados.

Nosso trabalho avaliou ainda o uso de drogas, cigarros e a ingestdo de bebida alcodlica
que, segundo a literatura, pode influenciar o sistema imunolégico. O uso de drogas
interferiu na carga viral dos pacientes, na razdo CD4/CD8, no namero celular e na
expressdo de HLA-DR pela populagdo CD3+. A infec¢do pelo HIV e progressao da
AIDS sdo afetados por um certo nimero de cofatores, incluindo o abuso de drogas. Os
opioides, cocaina, alcool e outras substancias tem sido implicados como fatores de risco
para a infeccdo pelo HIV, todos eles com o potencial de comprometer a imunidade do
hospedeiro e facilitar a replicacdo viral. Usuarios de drogas injetaveis correm um risco
significativo de infeccdo pelo HIV e contribui para a disseminacdo mais rapida do virus.
O impacto negativo do abuso de drogas no sistema imune do hospedeiro é um fator para
a promocéo da infecgdo pelo HIV. Assim, o uso de drogas tem sido sugerido como um
cofator na imunopatogénese da doenca pelo HIV.% Um estudo realizado por Reynolds e
colaboradores® descobriu que a heroina potencializa a replicagdo do HIV em astrécitos
humanos normais, e outro trabalho, realizado por Selimova et al,®® demonstrou o
aumento da replicacdo do virus nas fases iniciais do ciclo de vida em células T. Estudos
epidemioldgicos sugerem que individuos HIV positivos usuarios de cocaina tém menor
contagem de células T CD4 +, aumento do risco de progressdo da doenca e de morte
relacionada a AIDS. In vitro, a cocaina aumenta a replicacdo do HIV-1 nas PBMC de
humanos e aumenta a CV em camundongos. Tem sido proposto que a cocaina aumenta
a infecgéo/replicacdo do HIV-1 por inibicdo de quimiocinas protetoras e/ou por alta
regulacéo do correceptor de entrada do virus.®’

O grupo que apresentou maior consumo de drogas foi justamente o grupo VT, tanto no
passado como atualmente, ainda com uso de 8,89%, seguido pelo grupo RI com elevado
indice de drogas no passado (18,52%). Este dado esta em concordancia com o que foi
citado acima, quanto ao potencial das drogas de comprometer a imunidade do paciente e
facilitar a replicagdo viral, o que é exemplificado pela baixa relacdo CD4/CD8 e alto
indice de marcadores de ativacdo imune.



A ingestdo de bebida alcoolica interferiu na carga viral, percentual de linfécitos T CD4+
e expressdo do HLA-DR pela populacéo de células T CD4+. O abuso no uso de alcool
parece alterar a infectividade do virus HIV-1, a resposta imune do hospedeiro, e a
progressao da doenca e lesdo do tecido, com impacto especifico sobre a progresséo da
doenca. O consumo por pacientes portadores do virus afeta o sistema nervoso central e
0 sistema imunoldgico além do figado, coracdo, pulmdes, e do sistema mdsculo
esquelético. Os efeitos imunossupressores bem conhecidos associados ao consumo de
alcool tém sido propostos por aumentar a susceptibilidade a infeccdo pelo HIV,
prejudicando os mecanismos imunolégicos responsaveis pelo controle da carga viral. A
ativacdo imunoldgica notada com o consumo excessivo de alcool tem uma provavel
probabilidade de contribuir para o impacto de desregulacdo do sistema imune levando a
progressao da doenca e lesdo de tecido. Também tem sido demonstrado que a ingestdo
alcodlica aguda, aumenta a replicacdo de HIV em PBMC isoladas, e prejudica o
estimulo as respostas de linfdcitos.®

No que diz respeito ao tempo de diagndstico houve diferenca significativa para o
namero de células T CD4+ atual. Em pacientes com maior tempo de diagnoéstico, é de
se esperar que, com o passar do tempo haja uma diminuicdo da contagem de células
CD4+ a medida que ocorre a progressdo da doenca. Os pacientes foram divididos em
grupos conforme a contagem de células T CD4+, e dentro de cada grupo 0s menores
valores atuais para os linfocitos CD4+ em geral, s@o de pacientes com maior tempo de
diagnostico. Segundo dados de Pinzone e colaboradores,*? algumas caracteristicas
demogréficas como sexo masculino e idade mais avangada, tém sido associadas com
ganho reduzido de células T CD4+. Este achado pode ser explicado pelo fato de que a
producdo celular é maior no sexo feminino e em sujeitos mais jovens e esta associada a
nova producdo de células T CD4+. Houve variagdo também para os marcadores CD38 e
HLA-DR, onde os valores mais elevados da expressdo destes marcadores foram
encontrados entre 0s pacientes com maior tempo de diagndstico, na maioria das vezes,
acima de 12 anos.

A analise para sorologia confirmou a presenca de IgG para CMV em 98,45% dos
pacientes portadores do virus e em 87,10% dos pacientes controles. O EBV esteve
presente em 99,22% dos pacientes infectados pelo HIV-1 e em 100% do grupo controle,
como esperado, uma vez que S0 0S herpesvirus mais comuns em pacientes
imunocomprometidos, bem como na populacdo em geral. Citomegalovirus é o maior
patdgeno oportunista entre pessoas infectadas pelo HIV,%® e as doencas causadas por
este virus tem, assumidamente, o papel mais significante na vida das pessoas que vivem
com AIDS.”® Os pacientes infectados com o HIV-1 tém alto risco de desenvolver
doencas relacionadas ao Epstein Barr virus. Ativacdo imune crdnica é uma marca da
patogenia do HIV-1 e pode desempenhar um papel na estimulacdo e expansdo das
células B infectadas com EBV.> Para o grupo controle, a presenca destes herpesvirus
provavelmente ndo influencia na ativagdo imune uma vez que se encontram em estado
latente, e diante do achado em nosso grupo de estudo, ndo h& como avaliar o papel



destes herpesvirus bem como sua interferéncia na expressao dos marcadores de ativacdo
dos pacientes HIV, ja que os resultados impossibilitam uma comparacéo.

Para as demais coinfec¢des o resultado mais expressivo foi para sifilis, presente em
37,98% dos pacientes, porém nossa triagem testou apenas a presenca de IgG, que é
indicativo de infeccdo passada, mas ndo informa sobre infeccdo em atividade. Os grupos
RP e RI apresentaram maior prevaléncia deste marcador, que foi menos frequente no
grupo de restauracdo completa. As doencas sexualmente transmissiveis sdo um
problema constante na infeccdo pelo HIV.™ Evidéncias sugerem que ha uma sinergia
entre sifilis e HIV, e que o T. pallidum tem a capacidade de ativar células do sistema
imunoldgico.”? Para os resultados da coinfecgdo pelo HCV, 13,95% dos pacientes
portadores do HIV foram positivos para 1gG, sendo o grupo de restauracdo parcial o de
maior prevaléncia de infecgdo. Dados do trabalho de Feuth et al”® mostraram que as
células T de pacientes coinfectados pelo HCV apresentaram aumento dos marcadores de
ativacdo e exaustdo em comparacdo a controles saudaveis, sugerindo que HIV e HCV
tem um papel complementar na ativagdo das ceélulas T na coinfeccdo. Os demais
resultados foram menos expressivos, com 8,53% dos pacientes coinfectados com o
HBV e 2,32% com o HTLV. Vale ressaltar que todos os testes foram feitos para avaliar
a presenca de IgG e, portanto, ndo se pode afirmar que estas coinfeccdes estejam
interferindo nos niveis de ativacdo, uma vez que, a infeccdo pode ndo ser recente.

No presente trabalho ndo foi possivel avaliar o impacto das coinfec¢bes diante do
resultado obtido em nosso grupo de estudo, bem como outros fatores que por ventura
interfiram na ativacdo imunoldgica, como por exemplo, producdo de citocinas,
entretanto, obtivemos um grupo amostral robusto e consequentemente um resultado
significativo dentro do que foi proposto.



8. CONCLUSAO

O presente trabalho sugere uma forte associacdo da expressao do HLA-DR com o
sistema imunoldgico dos pacientes portadores do HIV-1, e a relagdo CD4/CD8 somada
a esta expressdo, constitui um bom marcador de ativacdo imune. A terapia
antirretroviral em associacdo a restauragdo imune completa apresenta um importante
papel na reducdo da ativacdo imunoldgica, como ficou claro a partir dos resultados
encontrados, com menor ativacao no grupo RC do que no proprio grupo controle, o que
reforca a importancia do inicio imediato da terapia antirretroviral.
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