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CARGA VIRAL, CONTAGEM DE LINF OCITOS CD4+ E PEROXIDACAO
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VIRAL LOAD, CD4+ LYMPHOCYTE COUNT AND LIPID PEROXIDATION
IN PATIENTS WITH REAGENT SEROLOGY FOR ANTI-HIV

Joao Felipe Peres Rezer?, Daniela Bitencourt Rosa Leal® e Juliana Fleck*
RESUMO

A infec¢do pelo HIV afeta diretamente os linfocitos T, que expressam receptores para o CD4+, e sua
progressao resulta em deplecdo progressiva dessas células imunes, o que diminui a habilidade do organismo
para combater doengas, chamadas de oportunistas. A linfocitopenia de T CD4+ e o aumento da carga viral sdo
parametros determinantes para a progressao da infecgdo pelo HIV, que culmina no estagio final denominado
de AIDS, que ¢ a fase mais avangada da infec¢do pelo virus. Um dos principais mecanismos de lesdo celular
relativos ao estresse oxidativo é a peroxidagao lipidica, que se relaciona com a oxidagdo da camada lipidica
da membrana celular. O objetivo neste estudo foi avaliar a contagem de linfocitos T CD4+, a carga viral e a
peroxidacao lipidica de pacientes com sorologia positiva para anti-HIV em tratamento com antirretrovirais.
Nossos resultados indicam que esses pacientes apresentaram um aumento na peroxidagdo lipidica e 66,6%
apresentaram niveis indetectaveis de cdpias virais € uma contagem de linfocitos CD4+ satisfatoria.
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ABSTRACT

HIV infection directly affects the T lymphocytes that express receptors for CD4+, and its progression results
in the progressive depletion of these immune cells, which decreases the body s ability to fight some diseases
called opportunistic. The T CD4+ lymphocytopenia and the increased viral load are crucial parameters for the
progression of the HIV infection, which culminates in the final stage called AIDS, which is the most advanced
stage of the infection. One of the key mechanisms of cellular injury related to the oxidative stress is lipid
peroxidation, which is related to the oxidation of the lipid layer of the cell membrane. The aim of this study is
to evaluate the count of lymphocyte T CD4+, the viral load, and the lipid peroxidation in patients with positive
serology for anti-HIV in treatment for antiretroviral. The results indicate that these patients had an increase
in lipid peroxidation, and 66.6% of them had undetectable levels of viral copies, and a satisfactory count of
CD4+ Iymphocytes.
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INTRODUCAO

No organismo, os radicais livres encontram-se envolvidos na produgdo de energia, fagocitose,
regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substincias biologicas
importantes. No entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacdo dos
lipidios de membrana e agressao as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas, carboidratos
e DNA (HUSAIN et al., 1987).

A peroxidagao dos lipidios das membranas celulares ¢ apenas um exemplo de lesdo biologica
que pode ser promovida pelas espécies reativas de oxigénio, uma vez que praticamente todas as
biomoléculas sao suscetiveis a oxidagao (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). Da mesma forma
que as proteinas e o DNA, os lipidios presentes na membrana celular também sdo alvo para o dano
oxidativo, gerando profundas alteracdes tanto na organizagdo estrutural quanto nas fungdes da
membrana celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; MANOHARAM et al., 2004).

Algumas situagdes podem ser geradoras de estresse oxidativo, como a ativagdo de fagocitos
(neutrofilos, macréfagos, mondcitos e eosindfilos) por micro-organismos, alguns xenobioticos, radiagdes
ionizantes, isquemia e exercicio fisico intenso (PEREIRA, 1994; BENZI, 1993).

Além de os fagdcitos produzirem grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio (EROs),
quando sao ativadas outras células como os fibroblastos, os linfocitos B e as células endoteliais, também
ha liberagdo de O, e H,O, (MURRELL, 1990). As EROs produzidas por essas c€lulas, quando ativadas
por micro-organismos patogénicos, atuam como bactericidas, sendo, portanto, um importante meio de
protegdo organica contra o desenvolvimento de infecgdes oportunistas (CURNUTTE; BABIOR, 1987).

Um dos bem conhecidos produtos da peroxidagdo lipidica ¢ o malondialdeido (MDA)
(ALEXANDROVA; BOCHEYV, 2005; CHERUBINI et al., 2005), o qual ¢ o produto final da
degradacao ndo enzimatica de acidos graxos poliinsaturados. Altos niveis de MDA elevam a formagao
de lipoperdxidos, indicando um aumento da peroxidagao lipidica (KASHYAP et al., 2005).

Pacientes infectados pelo HIV apresentam, apos a infec¢ao aguda, aumento progressivo dos
niveis plasmaticos de RNA viral e da destrui¢ao do sistema de defesa imune celular, com diminuigao
do numero de linfocitos CD4+ (SABIN et al., 2000). Durante a infeccdo aguda pelo HIV, o virus
replica-se largamente na auséncia de qualquer resposta imune de adaptacao, atingindo niveis acima
de 100 milhdes de copias/ml. E durante esse ciclo inicial de replicagdo viral que ocorrem importantes
processos patogénicos. Incluem-se a disseminagdo para uma série de reservatdrios tissulares e a
destruicao de linfocitos CD4+ pelo HIV. Os elevados niveis de virémia sdo normalmente de curta
duragdo, indicando que o hospedeiro € capaz de gerar uma resposta imune que controle a replicagao.
Nas semanas seguintes, a virémia diminui antes de atingir um ponto estavel. Este nivel de virémia
que se segue a resolucdo da infeccao aguda € um fator preditivo muito forte da taxa de progressao da
doenca a longo prazo (ROSENBERG et al., 2000).
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O uso da terapia antirretroviral combinada (TARV) melhorou significativamente a evolugdo
clinica dos pacientes, porém, alguns medicamentos podem apresentar perfil oxidativo aumentado e
outros efeitos da TARV, como alteragdes no metabolismo lipidico e muscular (DERESZ et al., 2007).

A infeccdo pelo HIV produz estresse oxidativo e, secundariamente, dano celular de gravidade
variada, e sua regressao ¢ dependente do balanco redox entre oxidantes e antioxidantes (STHEBENS,
2004). As células T CD4+ dos individuos HIV positivos sdo caracterizadas por apresentar baixa
capacidade antioxidante (AUKRUST et al., 2003; PRICE et al., 2005). O objetivo neste estudo foi
avaliar a contagem de linfécitos T CD4+, a carga viral e a peroxidagdo lipidica de pacientes com

sorologia reagente para anti-HIV em tratamento com terapia antirretroviral.

MATERIAL E METODOS

AMOSTRA

A amostra era composta por 15 pacientes de ambos os sexos infectados pelo HIV, atendidos
no ambulatorio de doencas infecciosas do Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM). O
grupo controle era composto por 15 individuos saudaveis com sorologia ndo reagente para anti-

HIV. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos.
QUANTIFICACAO DAS CELULAS CD4+

Aquantificagdodascélulas CD4+foirealizadapor citometriade fluxo (citometro- FACSCalibur).
O principio desse teste consiste na determinagdo das populagdes de linfocitos T(timo dependentes),
através da identificagdo de moléculas expressas na sua superficie (CD-Cluster of Differentiation).
Isso € possivel utilizando-se anticorpos monoclonais especificos, ligados a fluorocromos, os quais,
durante a andlise, permitirdo ao citometro de fluxo detectar a fluorescéncia emitida pelas células

marcadas, e assim distingui-las.
CARGA VIRAL

O teste utilizado foi o b-DNA (Branched DNA) HIV-1 RNA 3.0, utilizando-se como produto
Versant HIV-1 RNA 3.0 Assay (Siemens), que € um ensaio de hibrida¢ao em fase solida tipo sanduiche
de acidos nucleicos, usando moléculas de DNA ramificadas para determinagdo quantitativa de RNA

do virus HIV-1 em plasma humano.
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PEROXIDACAO LIPIDICA (TBARS)

A quantificacdo do contetido de TBARS foi realizada em amostras de soro dos pacientes
segundo o método de Jentzsch et al. (1996), que utiliza a reacdo com o acido tiobarbiturico (TBA)

como marcador de peroxidacao lipidica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A peroxidacdo lipidica (niveis de TBARS) em soro dos pacientes com sorologia positiva
para anti-HIV apresentou um aumento estatisticamente significativo com p< 0,05. Nos controles, a
média encontrada foi de 4, 97 nmolIMDA/ml (SD =+ 0,98), e nos pacientes HIV positivos foi de 14, 84
nmolMDA/ml (SD + 10, 72).

Analisando o efeito da ZDV (zidovudina), Asuncion et al. (2004), em trabalho realizado com
mitocondrias cardiacas de ratos, encontraram aumentos nos niveis de 8-oxo-7,8-diidro-2’-deoxiguanosina
nos niveis GSSG e na razdo GSSG/GSH, todos marcadores de estresse oxidativo. Também foram
verificados aumentos na formacao de MDA, indicando lipoperoxidagdo, como encontrado neste estudo,
sendo que em todos os pacientes aqui estudados o uso da zidovudina estava presente entre os medicamentos
da terapia antirretroviral.

Os pacientes imunodeprimidos pela infec¢do causada pelo HIV possuem sérias alteragdes
no metabolismo das células imunes, incluindo alteragdes bioquimicas. Sugere-se que a inducdo
inapropriada de apoptose de células T esta envolvida na perda continua de células CD4+ durante
a infeccao pelo HIV-1 (SAMUELSSON et al., 1997).

A evolugado da terapia antirretroviral proporcionou aos portadores de HIV/AIDS uma redugao
significante na ocorréncia de infeccdes oportunistas, tornando essa doenca de carater cronico e
controlavel. Os indicadores de mortalidade por AIDS sofreram altera¢des acentuadas com o advento
da terapia antirretroviral combinada, particularmente nos paises em que a disponibilidade desses
medicamentos ¢ universal e gratuita, como no Brasil.

A adesdo ao tratamento ¢ muito importante na sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS). Chaisson (1999) evidenciou que, para manter a carga viral indetectavel por mais tempo e
obter aumentos significativos na contagem de linfoécitos CD4+ (> 200), a adesdo aos medicamentos
deve ser superior a 90%. Nao encontramos diferenca na intensidade da peroxidacdo lipidica em
individuos com carga viral detectavel.

Os resultados encontrados (Tabela 1) indicam que 66,6% dos pacientes em tratamento no
Hospital Universitario de Santa Maria fazem uso correto da terapia antirretroviral, uma vez que a

maioria deles apresentou uma taxa indetectavel de copias do virus/ml.
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Tabela 1 - Tabela com a contagem de linfocitos T CD4+, carga viral de pacientes HIV positivos em tratamento com

terapia antirretroviral.

Paciente Contagem de Linfécitos T CD4+ (ul) Carga viral (copias/ml)
1 431 < Lim. Minimo
2 323 < Lim. Minimo
3 109 61. 400
4 833 74
5 826 < Lim. Minimo
6 429 9.087
7 546 < Lim. Minimo
8 797 < Lim. Minimo
9 98 1.158
10 516 < Lim. Minimo
11 244 < Lim. Minimo
12 259 70
13 446 < Lim. Minimo
14 440 < Lim. Minimo
15 159 < Lim. Minimo

< Lim. Minimo = Inferior ao limite detectavel (50 copias/ ml).

CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da significativa melhora nos parametros clinicos, virais e imunologicos dos individuos
HIV positivos que utilizam terapia antirretroviral, alguns medicamentos que a compdem podem
desencadear o estresse oxidativo.

A adesdo do tratamento estd relacionada ao bom progndstico, possibilitando aumento na
contagem de linfécitos CD4+ e manutencao da carga viral indetectavel, como encontrado neste estudo,
possibilitando, assim, uma melhor qualidade de vida e condi¢des de saude do paciente com HIV. Mais
estudos devem ser realizados; ndo sabemos se somente a infec¢ao pelo HIV € a responsavel pelo estresse

oxidativo no grupo estudado, uma vez que todos os pacientes faziam o uso de terapia antirretroviral.
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