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RESUMO

A doenca cardiovascular aterosclerética tem se tornado uma importante causa de morbidade e
mortalidade entre individuos com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Atualmente, a
maioria destes pacientes tem acesso aos medicamentos antiretrovirais, o que diminuiu o risco
para a AIDS e elevou a expectativa de vida. Sendo assim, torna-se necessaria uma melhor
monitorizacao dos fatores de risco cardiovasculares tradicionais, cujas alteragdes sao muitas
vezes mais comuns em individuos com infeccdo pelo HIV. Considera-se importante a
avaliacdo laboratorial em pacientes infectados pelo HIV, com ou sem desenvolvimento da
Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e o estabelecimento de politicas preventivas
em saude, por meio do monitoramento da morbimortalidade e seus fatores de risco. Ha,
portanto, a necessidade em se definir novas tendéncias no monitoramento laboratorial em
pacientes infectados pelo HIV, tal como a avaliacdo percentual de células T CD4+ no
monitoramento imunoldgico e indicadores bioquimicos sensiveis e precoces para o risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, no sentido de se diagnosticar condicBes de
risco de morte do individuo, elevando assim a chance de sucesso dos tratamentos necessarios.
Atualmente, observa-se o interesse crescente na mieloperoxidase (MPO; 1.11.1.7) como
marcador do risco cardiaco, devido a possibilidade desta se apresentar com niveis séricos
elevados precocemente em relacdo as biomoléculas utilizadas atualmente para tal fim, como a
proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us). O presente trabalho teve por objetivo avaliar os
niveis de MPO sérica em individuos infectados pelo HIV, como possivel biomarcador para
indicacdo precoce de risco cardiaco, em conjunto com diferentes exames laboratoriais para
avaliacdo e o monitoramento imunolégico destes pacientes. Os resultados obtidos indicaram,
dentre outros, diferencas nos valores percentuais de linfocitos T Cd4+ obtidos por diferentes
metodologias, o que poderia causar conflito nas decisdes clinicas relacionadas ao tratamento e
a assisténcia de pessoas infectadas pelo HIV. Além disso, observaram-se diferencas
significativas nos valores de proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us) e da mieloperoxidase
sérica, sugerindo o uso como elemento laboratorial com valor preditivo de eventos
cardiovasculares nos pacientes infectados pelo HIV.

Palavras-chave: risco cardiaco; HIV; mieloperoxidase



ABSTRACT

Atherosclerotic cardiovascular disease has become an important cause of morbidity and
mortality among individuals with human immunodeficiency virus (HIV). Currently, most of
these patients have access to antiretroviral drugs, which has decreasing the risk for AIDS and
increasing life expectancy. Therefore, it is necessary a better monitoring of traditional
cardiovascular risk factors, whose changes are often more common in individuals with HIV
infection. It is considered important the laboratorial evaluation in patients infected with HIV,
with or without development of Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS) and the
establishment of preventive health policies, through the monitoring of mortality and its risk
factors. So, there is the necessity to set new trends in laboratory monitoring in patients
infected with HIV, such as percentage of CD4+ T cells and early and sensitive biochemical
indicators for the risk of developing cardiovascular disease, in order to diagnose life-
threatening conditions of the individual, thus increasing the chance of success of treatments
needed. Currently, there is growing interest in myeloperoxidase (MPO; 1.11.1.7) as a marker
of cardiac risk because of the possibility of performing with high serum levels occurring in
the biomolecules that are currently used for this purpose, such as ultra-sensitive C-reactive
protein (hs-CRP). This study aimed to assess the levels of MPO levels in HIV-infected
individuals, as a possible biomarker for early indication of cardiac risk, together with
different laboratory tests for immune monitoring and evaluation of these patients. The results
indicated, among others, differences in the percentages of CD4 + T lymphocytes obtained by
different methodologies, which could cause conflict in clinical decisions related to treatment
and care of people infected with HIV. In addition, there were significant differences in the
values of ultrasensitive C-reactive protein (hs-CRP) and serum myeloperoxidase, suggesting
their application as laboratory markers with predictive value for cardiovascular events in
HIV-infected patients.

Key words: cardiac risk; HIV; myeloperoxidase
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CAPITULO 1

INTRODUCAO



1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é caracterizada por uma
inflamacédo crénica persistente que estd associada com deterioracdo progressiva do sistema
imunolodgico, tendo como principal consequéncia o aparecimento de doengas oportunistas
(SURESH et al., 2009), a evolucdo para AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Humana) e
6bito por complicacdes associadas a esta infecgdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Tal condicdo afeta principalmente os linfécitos T que expressam receptores CD4 (T
CD4+), sendo que a entrada do virus nas células do hospedeiro requer sua ligacdo a dois
receptores de quimiocinas, conhecidos como co-receptores do HIV (CXCR4 e CCR5). Nessa
fase inicial, duas glicoproteinas do envelope do HIV, gp120 e gp4l, que juntas formam a
gpl160, sdo fundamentais para o processo infeccioso por sua atuacéo na ligacdo e entrada do
conteddo viral na célula hospedeira (KALIL et al., 2005). A progresséao de infeccdo resulta em
deplecdo progressiva dessas células imunes (linfécitos T CD4+), o que diminui a habilidade
do organismo para combater as doencas oportunistas.

Neste contexto, a quantidade de linfocitos T CD4+ desempenha um papel fundamental
na patogénese do HIV e, desta forma, a sua contagem é um dos parametros imunologicos
mais importantes utilizados no acompanhamento dos pacientes infectados pelo virus (CDC,
1997; O'GORMAN; NICHOLSON, 2000). Por conseguinte, esta contagem é essencial para: i)
a avaliacdo do estado de deficiéncia imunolégica, ii) a determinagdo do prognostico, iii) o
estabelecimento do diagnostico de AIDS (CDC, 1997), iv) determinar a necessidade do inicio
da terapia antiretroviral, v) monitorar a eficacia do tratamento e vi) avaliar a necessidade de
iniciar ou interromper a profilaxia contra infecgdes oportunistas, tais como pelo Pneumocystis
carinii (LI et al., 2009).

A partir de 1996, com a introducdo da terapia antiretroviral de alta poténcia (TARV),
observou-se uma acentuada atenuacao da deficiéncia imunoldgica e, consequentemente, uma
diminuicdo da morbidade e mortalidade em individuos infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (PALELLA et al., 1998). A TARV dispde de uma potente
combinacdo de medicamentos, sendo as principais classes utilizadas: os inibidores da protease
(IPs), os inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos (ITRNSs) e os inibidores
da transcriptase reversa ndo-andlogos de nucleosideos (ITRNNs) (THOMPSON et al., 2010).

Entretanto, associado ao aumento da sobrevida destes pacientes tem se observado
uma série de anormalidades metabolicas e antropométricas, incluindo dislipidemia e

resisténcia a insulina, assim como a perda de gordura subcutanea e obesidade abdominal, que



pode contribuir para o risco cardiovascular precoce em portadores do virus HIV (ANNURAD
et al., 2009).

A infeccdo pelo HIV induz a um estado de inflamacgéo crénica que pode resultar em
disfuncédo endotelial e contribuir para o risco cardiovascular precoce em portadores do virus
(EL-BEJJANI et al., 2008). Além disso, as alteracbes metabolicas secundarias ao tratamento
com TARV também tém sido associadas ao aumento de risco cardiovascular (ANNURAD et
al., 2009), sendo caracterizada por lipodistrofia, resisténcia a insulina e dislipidemia mista,
principalmente pelo uso dos IPs, com elevagdes acentuadas de triglicérides e de LDL-
Colesterol, além da reducdo de HDL-Colesterol (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2007). Desta forma, véarios estudos tém demonstrado que a patogénese de
doencas cardiovasculares em pacientes portadores do HIV esta relacionada tanto com os
fatores da proépria infeccdo quanto com o tratamento pela TARV (FRIIS-MOLLER et al.,
2003; BAKER; LUNDGRE, 2011; CALZA etal., 2011; CAPILI et al., 2011).

Neste sentido, como os sintomas cardiovasculares podem evoluir durante um longo
periodo de tempo, a sua deteccdo precoce seria de grande relevancia para o diagnostico da
doenca cardiovascular (ROSS, 1999). Por isso, um dos cuidados relacionados a infeccédo pelo
HIV inclui o diagnoéstico cardiovascular preventivo por meio do monitoramento da rotina
laboratorial (CHU; SELWYN, 2011). Portanto, a avaliacdo de biomarcadores precoces
apresenta especial significado para caracterizar o risco cardiovascular nos pacientes
portadores do virus HIV e, dentre esses, 0 mais consagrado na pratica clinica é a proteina C
reativa ultra-sensivel (PCR-us) (MASIA et al., 2007).

A proteina C reativa (PCR) ¢ um marcador inflamatério que desempenha um papel
central na doenca cardiovascular (WEBER; HAMM, 2008). E uma proteina de fase aguda,
sintetizada pelo figado e regulada por citocinas, predominantemente a interleucina 1 (IL-1),
interleucina 6 (IL-6) e do fator de necrose tumoral-a. (TNF-o). Seus niveis estdo aumentados
em resposta as infeccdes ativas ou ao processo inflamatorio agudo. ElevacGes modestas dos
niveis de PCR estdo também presentes em situagdes cronicas inflamatorias, como a
aterosclerose, e seus niveis aproximadamente triplicam na presenca de risco de doencas
vasculares periféricas (VOLP et al., 2008).

A enzima mieloperoxidase (MPO; 1.11.1.7) tem sido, ha algum tempo, sugerida como
um dos novos parametros para avaliagcdo precoce de doencas cardiovasculares (NICHOLLS;
HAZEN, 2004). A mieloperoxidase € uma heme-proteina produzida por neutrofilos e

mondcitos. Esta enzima € liberada pela ativacdo e degranulacdo de leucdcitos
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polimorfonucleares na microcirculacdo coronariana nas sindromes coronarianas agudas. Na
aterosclerose, a MPO esta envolvida na oxidacdo da fracdo lipoprotéica de baixa densidade do
colesterol (LDL-colesterol) e na ativagdo de metaloproteinases, participando da instabilizacdo
e da ruptura da placa, interferindo na biodisponibilidade do 6xido nitrico derivado do
endotélio, alterando, assim, o ténus vasomotor e propriedades antinflamatorias (NICHOLLS;
HAZEN, 2009; LORIA et al., 2008). Alguns estudos apontam para o efeito independente dos
niveis de MPO, em relacdo a outros biomarcadores, na evolucdo da doenca cardiovascular e
também para o acompanhamento da evolucdo do quadro clinico de pacientes atendidos em
hospitais ao relatarem dor toracica (BRENNAN et al., 2003; MORROW et al., 2008).

A doenca cardiovascular aterosclerética tem se tornado uma importante causa de
morbidade e mortalidade entre individuos com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV).
Atualmente, a maioria destes pacientes tem acesso aos medicamentos antiretrovirais, o que
diminuiu o risco para a AIDS e elevou a expectativa de vida. Sendo assim, torna-se necessaria
uma melhor monitorizagdo dos fatores de risco cardiovasculares tradicionais, cujas alteracoes
sd0 muitas vezes mais comuns em individuos com infeccdo pelo HIV.

Deste modo, as estratégias de prevengdo continuam a ser importantes para estes
pacientes e, neste contexto, foi dado inicio a esta pesquisa, com o objetivo de avaliar os niveis
de MPO sérica em individuos infectados pelo virus HIV, como possivel biomarcador para
indicacdo precoce de risco cardiaco, em conjunto com diferentes exames laboratoriais para

avaliacdo e 0 monitoramento imunoldgico destes pacientes.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a utilizacdo da mieloperoxidase como um potencial biomarcador na rotina
laboratorial e novas tendéncias no monitoramento laboratorial em pacientes infectados pelo

HIV, tal como a avaliagdo percentual de células T CD4+ no monitoramento imunoldgico.

2.2 Objetivos especificos
Sé&o objetivos especificos deste trabalho:
e ldentificar o perfil imunolégico dos pacientes portadores do HIV;
e Analisar os valores percentuais de linfécitos T CD4+ em pacientes portadores do HIV

por diferentes metodologias;
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e Determinar os niveis séricos de MPO e outros parametros laboratoriais em pacientes
infectados pelo HIV (tratados e ndo-tratados com antiretrovirais) e em individuos
higidos;

e Verificar a associagdo da MPO e outros parametros laboratoriais entre 0s grupos em
estudo;

e Correlacionar os niveis séricos de MPO com os dados laboratoriais obtidos.

3 MATERIAIS E METODO

Foram selecionados para o estudo, individuos portadores do HIV, atendidos no Centro
de Testagem e Aconselhamento/Servico de Assisténcia Especializada do Municipio de Ponta
Grossa (CTA/SAE), e os individuos ndo infectados pelo HIV, do Laboratdrio Universitério de
Anadlises Clinicas (LUAC) da Universidade Estadual de Ponta Grossa, como voluntarios da
pesquisa. Todos os participantes receberam esclarecimentos sobre a pesquisa, assinaram e
dataram o termo de consentimento livre e esclarecido. O protocolo do estudo (N. 0443710) foi
aprovado na Comissdo de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa,
conforme parecer 21/2010 em anexo.

Os materiais e métodos utilizados nesta pesquisa, bem como os resultados obtidos, sdo
descritos nos artigos originados a partir deste trabalho. A dissertacdo é apresentada na forma
destes artigos nos capitulos 1 e 2, de acordo com as op¢des de formato apresentadas pelo

regulamento do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas.

3.1 Primeiro Artigo: Avaliacdo dos valores percentuais de linfocitos T Cd4+ obtidos
estritamente por citometria de fluxo e estimados pelo contador hematolégico no
monitoramento imunolégico de pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV)

Este artigo demonstra a preocupacdo com a utilizacdo da contagem percentual de
células T CD4+ para avaliar a progressdao da doenca, ao invés da tradicional contagem
absoluta de células T CD4+, pois a variacdo dos resultados obtidos por diferentes
metodologias utilizadas poderia ter influéncia sobre as decisbes clinicas relacionadas ao

tratamento e a assisténcia de pessoas infectadas pelo HIV.



12

3.2 Segundo Artigo: Avaliagdo de parametros laboratoriais, proteina C reativa e
mieloperoxidase em individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)

O segundo artigo demonstra alteracdes laboratoriais importantes em individuos
infectados pelo HIV, em tratamento ou nao, tais como glicose de jejum, lipidios e proteina C
reativa. Neste mesmo artigo, também € apresentada a avaliagdo da mieloperoxidase (MPO)
em pacientes infectados pelo HIVV como um potencial biomarcador na rotina laboratorial.
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RESUMO

Considerando que a contagem percentual de linfocitos T Cd4+ pode adicionar informacéo
prognostica para pacientes infectados pelo HIV, o objetivo deste estudo foi avaliar os valores
percentuais de linfocitos T Cd4+, de 81 pacientes, obtidos a partir do citdbmetro de fluxo e
estimados através da citometria de fluxo em conjunto com o contador hematolégico. Foi
utilizado o teste t-Student (p<0,05) para comparacao de médias entre valores emparelhados, as
possiveis correlagdes foram determinadas pela correlacdo de Pearson e a concordancia entre
os resultados foi verificada pelo método de Bland-Altman. Foram identificadas diferengas
significativas entre os valores relativos de linfocitos T Cd4+, sendo maiores para o contador
hematoldgico (p<0,05). Correlagbes positivas e significantes (p<0,01) foram encontradas
entre as metodologias para estrato de Cd4+ < 200 células/mL (r=0.93), entre 200-500
células/mL (r=0.65) e > 500 células/mL (r=0.81). Os limites de concordancia foram 1,0+3,8%
para o estrato de Cd4+ < 200 células/mL, aproximadamente 2,2+13,5% para o0 estrato de
Cd4+ entre 200-500 celulas/mL e aproximadamente 6,2+20,4% para o0 estrato > 500
células/mL. As diferencas verificadas nos valores percentuais de linfocitos T Cd4+ obtidas
por diferentes metodologias poderiam causar conflito quando utilizados nas decisdes clinicas
relacionadas ao tratamento e a assisténcia de pessoas infectadas pelo HIV.

Palavras chaves: HIV; linfocitos T CD4 positivos; citometria de fluxo
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ABSTRACT

Considering that counting the percentage of CD4 T lymphocytes can add prognostic
information patients infected with HIV, the aim of this study was to evaluate the percentage
values of CD4+ T lymphocytes from 81 patients determined by flow cytometry and estimated
by flow cytometry in conjunction with the hematology counter. Means were compared
through the Student t test. Pearson’s correlation was determined and the agreement between
results was tested by Bland-Altman. The level of significance was p<0.05. We found
significantly higher mean difference between the relative values of CD4+ T lymphocytes to
the hematologic counter (p <0.05), for all strata studied. Positive and significant correlations
(p<0.01) were found between the stratum CD4 <200 cells/mL (r = 0.93), between 200-500
cells/mL (r = 0.65) and >500 cells/mL (r = 0.81). The limits of agreement were 1.0 £ 3.8%
for the stratum of CD4 <200 cells/mL, approximately 2.2 + 13.5% for the stratum of CD4
between 200-500 cells/mL and approximately 6.2 + 20.4% for the stratum >500 cells/mL.
The differences in the percentages of CD4 + T lymphocytes obtained by different
methodologies could lead to conflict when used in clinical decisions related to treatment and
care of people infected with HIV.

Key words: HIV; CD4 positive T lymphocytes; flow citometry

INTRODUCAO

A histéria natural da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é
caracterizada por um declinio progressivo dos linfécitos T helper (linfécitos T Cd4+)*. Esta
deplecdo ocorre porque o virus infecta e mata os linfocitos T Cd4+, sendo o principal
mecanismo por morte celular programada (apoptose). Estas células funcionam como
reguladores e amplificadores da resposta imune e estdo associadas a imunopatogenia da
infeccdo pelo HIVZ Assim, a diminuicdo dos linfocitos T Cd4+ resulta em um
comprometimento do sistema imunoldgico e a progressao da infecgdo pelo virus, tendo como
principal consequéncia o aparecimento de doencas oportunistas, a evolucdo para AIDS
(Sindrome da Imunodeficiéncia Humana) e o ébito por condicdes associadas & infecgao®.

O nivel de linfocitos T Cd4+ é considerado um dos pardmetros imunoldgicos mais
importantes em individuos infectados pelo HIV para a avaliagdo de seu progndstico e estado
de deficiéncia imunoldgica, para determinar o inicio da terapia antiretroviral, monitorar a
eficacia deste tratamento, avaliar a necessidade de iniciar ou interromper a profilaxia para
infeccdes oportunistas* e estabelecer o diagndstico de AIDS.

Deste modo, a quantificagdo de linfocitos T Cd4+ (imunofenotipagem por citometria
de fluxo) é um procedimento indispensavel na avaliacdo dos pacientes portadores do HIVE. A

imunofenotipagem fornece informagfes importantes sobre os leucdcitos do sistema
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imunolégico, distinguindo linfdcitos totais (Cd45+), os linfcitos T (Cd3+), e os subtipos de
linfocitos T que compreendem duas subpopulagdes: as células T helper (linfécitos T
Cd3+/Cd4+) e as células T citotdxicas (linfécitos T Cd3+/Cd8+)’. Assim, a contagem dos
linfocitos totais e os valores percentuais das subpopulacdes linfocitarias podem ser
determinados pela citometria de fluxo, utilizando o anticorpo monoclonal Cd45+, em
associagdo aos anticorpos Cd3+, Cd4+ e Cd8+®.

A contagem absoluta de linfocitos T Cd4+ pode ser influenciada por fatores
bioldgicos que afetem a contagem total de leucdcitos e de linfocitos, tais como o uso de
medicamentos supressores da medula 6ssea, infec¢des agudas (sepse, maléria e tuberculose,
por exemplo) e gravidez (que pode levar a hemodiluicdo)® Além destes fatores bioldgicos,
pode existir também uma variacdo devido a fatores metodoldgicos, como as diferencas nos
métodos e equipamentos utilizados®** 1,

Varios estudos relataram que variagdes na contagem percentual de linfocitos T Cd4+
sdo parametros mais estaveis que variagGes na contagem absoluta para avaliar a progressao da
doenca'*®*14%°  Além disso, valores relativos de linfécitos T Cd4+ no inicio da terapia
antiretroviral estariam associados ao risco de progressdo da doenca independente de outros
fatores clinicos, incluindo contagem absoluta de linfécitos T Cd4+°,

A principal preocupagdo quanto a utilizacdo da contagem percentual de células T
Cd4+ é como a variacdo dos resultados poderia ter influéncia sobre as decisGes clinicas
relacionadas ao tratamento e a assisténcia de pessoas infectadas pelo HIV.

Portanto, o objetivo deste estudo foi determinar a variacdo das contagens relativas de
linfocitos T Cd4+ entre duas metodologias diferentes: i) estimativa dos valores percentuais
pelo contador hematoldgico e pelo citbmetro de fluxo, e ii) determinacdo destes valores

utilizando somente o citdmetro de fluxo.

MATERIAIS E METODO
Participantes

Foram selecionados 81 individuos portadores do virus HIV. Todos os participantes
receberam esclarecimentos sobre a pesquisa, assinaram e dataram o formulério de
consentimento livre e esclarecido. O estudo foi aprovado na Comissdo de Etica em Pesquisa
da Universidade Estadual de Ponta Grossa (N. 0443710-21/2010).
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Analise laboratorial

As amostras bioldgicas foram coletadas pelo sistema a vacuo (Vacutainer®), contendo
0 anticoagulante EDTA-K3, sendo obtidos dois tubos com 5 mL de sangue venoso, um para
analise no citdmetro de fluxo (imunofenotipagem) e um para analise no equipamento
hematoldgico tradicional (identificacdo por impedancia e rugosidade). Todas as analises
foram realizadas dentro de 6 horas apds a coleta.

Como na imunofenotipagem, a determinacdo dos linfécitos T Cd4+ é o parametro
imunoldgico mais importante em individuos infectados pelo HIV, os valores percentuais da
contagem de linfdcitos obtidos somente pelo citdmetro de fluxo e pela combinagdo dos dois
equipamentos (citdmetro de fluxo e contador hematoldgico) foram comparados.

Valores percentuais de linfocitos T Cd4+ estimados pelo Equipamento
Hematoldgico associado a citometria de fluxo

As amostras foram submetidas a contagem celular utilizando o contador hematoldgico
Cell-Dyn 3700 (Abbot®, Quebec, Canada) e o citometro de fluxo FACSCalibur (Becton
Dickinson-Biociences®, San Jose, Califérnia, EUA). Primeiro, obteve-se a contagem
absoluta de linfocitos totais por meio do equipamento de hematologia. Em seguida, o valor
absoluto dos linfocitos totais do equipamento de hematologia foi combinado com os valores
absolutos de linfécitos T Cd4+ obtidos por citometria de fluxo, obtendo o valor relativo dos
linfocitos T Cd4+.

Valores percentuais de linfécitos T Cd4+ obtidos pelo Citémetro de fluxo

Realizou-se a imunofenotipagem de cada amostra utilizando o protocolo para
contagem de células T do método padrdo Multitest/TruCount (anticorpos monoclonais
Cd45+/Cd3+/Cd8+/Cd4+) pelo citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson-

Biociences®, San Jose, Califdrnia, EUA), para obter a contagem relativa de células T Cd4+.

Analise estatistica

Foi realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade, sendo que
os valores obtidos apresentaram distribuicdo normal. Os procedimentos estatisticos utilizados
envolveram a analise descritiva (média e desvio-padrdo), de correlacdo e de comparacgéo entre
as duas metodologias. Os dados foram analisados através do teste t-Student para comparagao

de médias entre valores emparelhados. Para verificar a correlagcdo entre as variaveis foi
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utilizada a correlagdo de Pearson. Na andlise de diferentes metodologias foi verificada a
concordancia entre os resultados, pela representacdo grafica pelo método de Bland-Altman. O
nivel de significancia adotado foi de p < 0,05. Os dados foram tratados através do programa
estatistico MedCalc®.

RESULTADOS

Os 81 individuos selecionados foram agrupados realizando uma estratificacdo de
acordo com a contagem absoluta de linfocitos T Cd4+: 18 amostras com contagem de células
T Cd4+ inferiores a 200 células/mL (132147 células/mL), 34 amostras entre 200 e 500
células/mL (342174 células/mL) e 29 amostras com contagem superior a 500 células/mL
(701+156 células/mL).

Os resultados das contagens percentuais de linfocitos T Cd4+ obtidos diretamente pelo
citbmetro de fluxo e os valores estimados pelo contador hematoldgico, estdo representados na
Tabela 1.

Tabela 1. Resultados de média, desvio padrdo e a comparacdo de médias da contagem
percentual dos linfécitos T Cd4+ obtidos pelas duas metodologias para os estratos estudados.

Estrato de Cd4+

(células/mL) n Citdbmetro de fluxo ~ Contador Hematol4gico p

< 200 18 10,99 + 3,99 11,86 + 5,10 0,040*
200 - 500 34 22,89 + 6,47 25,08 + 9,07 0,037*
> 500 29 29,84 + 10,46 36,07 + 16,78 0,002*

* diferenca de média estatisticamente significativa, teste t-Student.

A correlacdo dos valores percentuais de linfocitos T Cd4+ obtidas pelas duas
metodologias para os trés estratos de Cd4+ estudados, esta representada na Figura 1A, 2A e
3A, assim como, a concordancia representadas pelos graficos de Bland-Altman, demonstradas
nas Figuras 1B, 2B e 3B.

Observando-se o grafico de Bland-Altman pode-se perceber que a diferenca entre as
duas medidas foi de 1,0% para o estrato de Cd4+ < 200 células/mL, e os limites de concor-
dancia foram de -2,8 a 4,8%. Nos estratos de Cd4 entre 200 e 500 células/mL, assim como
para a contagem de linfocitos superiores a 500 células/mL observou-se limites de concor-
dancia mais amplos 2,2% (-11,4 a 15,7%) e 6,2% (-14,1 a 26,6%) respectivamente, em
relacdo ao extrato de Cd4+ < 200 células/mL.
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Figura 1 - Correlacdo dos valores percentuais de Cd4+ (A) e os limites de concordancia entre os valores
estimados por meio grafico de Bland-Altman (B) obtidos pelo contador hematoldgico e pelo citdmetro de fluxo
no estrato de Cd4 < 200 células/mL.



21

A r=0.65
p<0,05
40F
% 35} . o
8 o ° o o o
o 30
X
= 2 5
Lé; 25| o SR 08 &
i =] [
2
6 20 = [e] o o [e] I
E o 2 ~ Qo
= o
O 15} o,
10h ° 1 1 1 1 1 1 1 1

10 15 20 25 30 35 40 45 50
Contador Hematol 6gico Cd4%

B

< 20F -

S +1.96 SD

T ap| e e —————— e e e o

o 3F 57

E o]

*qE'j 10 -

:9 5k o 99 2 2 N 2

(&} o . o% 3 Mean

< 0 2 o 22

3 st ©oo S ®

2 o o] o

g -0} -1.96 SD

e S vt

T o -11.4
-15 1 1 1 1 1 1 1 1

10 15 20 25 30 35 40 45
Média de Hemato C4% e Cit dmetro Cd4%

Figura 2 - Correlacdo dos valores percentuais de Cd4+ (A) e os limites de concordancia entre os valores
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no estrato de Cd4 entre 200 e 500 celulas/mL.
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Figura 3 - Correlacdo dos valores percentuais de Cd4+ (A) e os limites de concordancia entre os valores
estimados por meio grafico de Bland-Altman (B) obtidos pelo contador hematoldgico e pelo citbmetro de fluxo
no estrato de Cd4 > 500 células/mL.

DISCUSSAO

Neste estudo, foi analisada a variabilidade entre as contagens relativas de linfécitos T
Cd4+ geradas pelo citbmetro de fluxo e aquelas estimadas por uma metodologia alternativa
em que se faz necessaria a combinacdo de resultados do equipamento hematologico

(contagem absoluta de linfécitos totais) e o citbmetro de fluxo (contagem absoluta de
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linfocitos T Cd4+). Observou-se que estimativa da contagem dos linfocitos T Cd4+ a partir do
contador hematoldgico foi superior em valores relativos para os trés estratos estudados,
variando de aproximadamente 1%, para o estrato Cd4+ <200 células/mL, até 6%, para o
estrato >500 células/mL. Uma possivel explicacdo para essas diferencas € a forma utilizada
para a determinacdo dos linfécitos totais pelos dois equipamentos. A variabilidade adicional
da contagem é devida a uma maior imprecisdo na forma com que 0 equipamento
hematolégico classifica os linfocitos totais*’.

Os resultados encontrados corroboram com informacgdes relatadas anteriormente
mostrando que a contagem de linfocitos obtida de analisadores hematoldgicos esta propensa a

errosl7,l8,19,20

e, por outro lado, a utilizacdo de um gate em células marcadas com Cd45+
associado a um parametro de dispersdo de luz, utilizando o citémetro de fluxo confere melhor
precisdo e exatiddo na quantificacdo dos linfocitos em relagdo aos parametros de volume
celular e condutancia dos contadores hematolégicos®.

Na comparag&o dos valores percentuais de linfocitos T Cd4+ no estrato de Cd4+ < 200
células/mL pelo contador hematoldgico e pelo citbmetro de fluxo verificou-se que as medidas
tém uma forte correlacdo (r= 0.93). Entretanto elas ndo apresentam uma boa concordancia,
uma vez que pelo grafico de Bland-Altman (Figura 2A) pode-se perceber que a diferenca
entre as duas metodologias foi de 1,0% de linfécitos T Cd4+ e os limites de concordancia
foram de * 3,8%.

Em relacdo ao estrato de Cd4+ entre 200 e 500 células/mL, nota-se que as medidas séo
moderadamente correlacionadas (r=0.65). Apesar da correlacdo, a Figura 2B (grafico de
Bland-Altman), demonstra limites de concordancia mais amplos de aproximadamente
2,2+13,5%. Assim como para a contagem de linfocitos superiores a 500 células/mL com
limites de concordancia aproximadamente de 6,2+20,4% como demonstrado na Figura 3B
(gréfico de Bland-Altman), apesar de este estrato apresentar uma forte correlacdo (r=0.81).

De forma semelhante, MacLennan et al. (2007)%, ao avaliarem o uso de citdmetros de
fluxo, para fornecerem apenas a contagem absoluta de células T Cd4+, associados a contagem
de linfocitos totais em analisadores hematoldgicos, para obter a percentagem de linfécitos T
Cd4+, obtiveram viés de 0,92% e limites de concordancia -5,83% para 7,66%, através do
FacsCount e do método Multitest/Tubos Trucount no citdmetro de fluxo FACSCalibur, para a
contagem absoluta de linfocitos T Cd4+ inferior a 200 células/mL.
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A principal importancia da utilizagdo dos valores percentuais de linfocitos T Cd4+
estaria no fato da contagem absoluta variar frente a estimulos independentes da infeccdo pelo
HIV e os valores percentuais serem menos sujeitos a essa variabilidade®.

Se considerarmos os valores percentuais de linfocitos T Cd4+ para a avaliacdo
imunolégica dos individuos infectados pelo HIV, podemos observar que para o estrato de
Cd4+ < 200 células/mL a contagem poderia ser subestimada em até 4,8% ou superestimada
em até 2,8%, para o estrato de Cd4+ entre 200 e 500 células/mL poderia ser subestimada em
até 15,7% ou superestimada em até 11,4 e para o estrato de Cd4+ > 500 células/mL poderia
ser subestimada em até 26,6% ou superestimada em até 14,1%, como verificado nos gréaficos
de Bland-Altman para os trés estratos. Neste estudo, a plotagem de Bland-Altman foi
necessaria para verificar a concordancia entre os resultados pelas duas metodologias, uma vez
que a utilizacdo do coeficiente de correlacdo de Pearson nao possibilita uma analise mais
acurada dos niveis de concordancia entre as medidas obtidas individualmente®® Nesse sentido,
a analise de concordancia utilizada entre o contador hematoldgico e o citébmetro de fluxo
indicou limites relativamente amplos para os estratos analisados, indicando elevada

variabilidade.

CONCLUSAO

Neste estudo, foi possivel constatar que, apesar de uma boa correlacdo entre os valores
percentuais de linfocitos T Cd4+ estimados pelas duas metodologias, a concordancia entre as
medidas obtidas individualmente indicou limites relativamente amplos para todos 0s estratos
de Cd4+ estudados.

Do ponto de vista clinico, as diferencas dadas pelos limites de concordancia dos
valores percentuais de linfocitos T Cd4+ poderiam causar conflito nas decisdes relacionadas
ao tratamento e a assisténcia de pessoas infectadas pelo HIV. Portanto, a interpretacdo da
contagem percentual de linfocitos T Cd4+ para o monitoramento imunoldgico dos pacientes
portadores do virus da imunodeficiéncia humana deve ser criteriosa levando em consideracao

que variacdes podem ocorrer devido a metodologia utilizada.
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RESUMO

Objetivos: Analisar as concentracfes séricas da mieloperoxidase (MPO; 1.11.1.7) e outros
parametros laboratoriais em pacientes infectados pelo HIV (tratados ou ndo com
antiretrovirais) e individuos ndo-infectados. Métodos: Participaram do estudo 154
voluntéarios, sendo 47 ndo-infectados (grupo controle - CON), 27 individuos infectados nédo
tratados (grupo NTARV) e 80 individuos tratados (grupo TARV). Foram analisadas as
contagens de linfécitos T Cd4+ e carga viral dos pacientes infectados; e hemograma, glicemia
de jejum, colesterol total (COL), HDL-col, LDL-col, trigliceridios, MPO e PCR-us de todos
0s participantes do estudo. Resultados: Foram encontradas diferencas significativamente
aumentada para glicose, COL, LDL-col, e triglicérides no grupo TARV e reducdes
significativas nos niveis do HDL-col, para os grupos TARV e NTARV. Niveis
significativamente elevados da PCR-us foram observados apenas para o grupo TARYV,
enquanto os niveis da MPO estavam elevados nos grupos TARV e NTARV de forma
significativa. Houve correlacdo da MPO com a PCR-us (r=0,21, p=0,032) para 0s pacientes
infectados pelo HIV e nenhuma correlagdo significativa da MPO com os demais parametros
analisados foi observada. Concluséo: A investigacdo de biomarcadores precoces € importante
para o diagnostico, sendo a mieloperoxidase uma importante op¢do no acompanhamento
clinico de individuos infectados pelo HIV. Os niveis séricos da MPO apresentaram correlacdo
com a PCR-us, e apresentaram-se elevados nos individuos infectados pelo HIV, indicando
possivel valor preditivo de eventos cardiovasculares nestes pacientes. Porém, sdo necessarios
estudos prospectivos para confirmar o papel da mieloperoxidase como biomarcador de risco
cardiovascular na populacdo portadora do virus HIV.

Palavras-chave: risco cardiaco; HIV; mieloperoxidase
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INTRODUCAO

Com o sucesso da introducdo da HAART - therapy antiretroviral active highly,
observou-se uma diminuicdo da morbidade e mortalidade [1] e, um consequente aumento do
risco cardiovascular em individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV)[2].

Com o tempo, a infeccdo pelo HIV se amplifica por meio de mecanismos adicionais
pré-aterogénicos relacionados as vias de ativacdo imune, inflamacao, coagulacéo e alteracdo
das lipoproteinas (por exemplo, particulas de lipoproteina de alta densidade), contribuindo
para aumento do risco cardiovascular[3].

Além disso, as alteracfes metabdlicas secundarias a terapia antiretroviral, que resultam
em um perfil metabdlico desfavoravel, caracterizado por hiperglicemia, resisténcia a insulina,
dislipidemias e aumento da adiposidade visceral, também estdo envolvidas ao risco
cardiovascular precoce nesta populagéo[4, 5].

Neste sentido varios estudos tém demonstrado que a patogénese de doengas
cardiovasculares em pacientes infectados pelo HIV entdo relacionados aos fatores da propria
infeccdo e também ao tratamento antiretroviral[6-8].

A aterosclerose é um processo dinamico e a instalacdo, progressdo, vulnerabilidade
elou ruptura da placa provocam uma cascata de eventos envolvendo diversas células e
mediadores inflamatorios[9]. Portanto, uma compreensdo mais profunda da fisiopatologia da
aterosclerose tem orientado os estudos cientificos para a avaliacdo de novos marcadores
biolégicos como potenciais ferramentas para o diagndstico clinico[10-13].

H& um interesse crescente em identificar uma substancia cujos niveis na corrente
sanguinea identifiqguem o processo aterosclerotico ativo, ou seja, biomarcadores que refletem
a fisiopatologia aguda da inflamacéo, vulnerabilidade e/ou ruptura da placa[13].

Deste modo, como a inflamacdo desempenha um papel fundamental na iniciacdo e
progressao da aterosclerose[9], a proteina C-reativa ultra-sensivel (PCR-us), um marcador
inflamatério de fase aguda, apresenta especial significado para caracterizar 0 risco
cardiovascular[10-12] e, dentre os biomarcadores, é considerada o mais consagrado na pratica
clinica. Entretanto, tem sido demonstrado que outros biomarcadores investigados atualmente
permitem prever o risco de infarto do miocardio, independente do monitoramento laboratorial
realizado pela PCR-us[14].

Dentre estes biomarcadores, a mieloperoxidase (MPO; 1.11.1.7) tem sido apresentada

com caracteristicas de mensuracdo acessiveis para, no futuro, fazer parte da rotina
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laboratorial[10]. A MPO é uma enzima bactericida liberada pela ativacdo e degranulagdo de
leucdcitos neutrofilos. Na doenca cardiovascular, a MPO exerce um potente efeito pro-
aterogénico, participando da instabilizacdo e da ruptura da placa, incluindo a ativacdo de
metaloproteinases, a alteracdo do ténus vasomotor e certas propriedades antinflamatorias por
meio da reducdo da biodisponibilidade do 6xido nitrico derivado do endotélio e através da
oxidacdo da fracdo lipoprotéica de baixa densidade do colesterol (LDL-colesterol)[15].

Deste modo, varios estudos estdo destacando a determinacdo da MPO como um
biomarcador sensivel e precoce de risco cardiovascular[16-20]. Entretanto, ainda sdo escassos
na literatura estudos que avaliam a MPO como estratégia de monitoramento laboratorial no
risco cardiovascular em pacientes infectados pelo HIV.

Com isso, os objetivos do presente estudo foram analisar as concentragdes séricas da
mieloperoxidase e outros parametros laboratoriais em pacientes infectados pelo HIV (tratados

ou ndo com antiretrovirais) e individuos ndo-infectados.

MATERIAIS E METODOS
Participantes

Foram selecionados para o estudo 154 individuos, todos maiores de 18 anos de idade,
sendo 107 portadores do virus HIV atendidos no Centro de Testagem e
Aconselhamento/Servico de Assisténcia Especializada do Municipio de Ponta Grossa
(CTA/SAE) e 47 individuos ndo-infectados pelo HIV, do Laboratério Universitario de
Analises Clinicas (LUAC) da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), como
voluntarios da pesquisa.

Estes participantes foram alocados em trés grupos: 80 individuos HIV - positivos
tratados com terapia antiretroviral (TARV), 27 HIV - positivos néo tratados (NTARV) e 47
individuos nao-infectados formaram o grupo controle (CON).

Foram incluidos no grupo TARV somente 0s pacientes gque estavam em terapia
antiretroviral por pelo menos trés meses, no grupo NTARV aqueles que nunca haviam
iniciado a terapia.

Todos os individuos estavam em jejum por pelo menos 12 horas antes da coleta de
sangue e em todos os grupos foram selecionados apenas voluntarios que ndo estivessem
tomando qualquer medicamento que pudesse afetar o perfil lipidico. Foram usados como
critérios de exclusdo do estudo, os tradicionais fatores de risco cardiaco, sendo excluidos

todos que apresentaram algum historico de doenga cardiovascular.
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Dados da histdria clinica dos participantes do estudo como idade e sexo, historia atual
da infeccdo (uso ou ndo de antiretrovirais, classe de antiretroviral utilizada e data de inicio da
terapia) e outros medicamentos em uso foram obtidos no momento da coleta de sangue.

Todos os participantes receberam esclarecimentos sobre a pesquisa, assinaram e
dataram o termo de consentimento livre e esclarecido. O estudo foi aprovado na Comissao de
Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa (N. 0443710-21/2010).

Analise laboratorial

Foram avaliados parametros imunologicos dos pacientes infectados, assim como 0s
parametros bioquimicos e hematoldgicos de todos os participantes do estudo que preencheram
os critérios de incluséo.

As amostras biologicas de sangue venoso foram coletadas, por meio de sistema a
véacuo (Vacutainer®), sendo 10,0 mL de sangue colhido em tubos sem anticoagulante e 10,0
mL de sangue total em tubos com anticoagulante EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético).
Os tubos sem anticoagulante foram imediatamente centrifugados para obtencdo de soro e
separados em duas aliquotas, uma para avaliacdo dos parametros bioguimicos e outra
congelada a — 80°C para posterior analise da mieloperoxidase e PCR-us. Os tubos com

anticoagulante foram utilizados para analise dos parametros imunoldgicos e hematol4gicos.

Andlise dos parametros imunolégicos

Foi realizada a imunofenotipagem de cada amostra utilizando o protocolo para
contagem de células T do método padrdo Multitest/TruCount pelo citdmetro de fluxo
FACSCalibur (Becton Dickinson-Biociences®, San Jose, Califérnia, EUA), para obter a
contagem absoluta de células T CD4+ (células/mL).

A andlise viroldgica foi realizada por meio da determinacdo da carga viral, uma
avaliacdo quantitativa do RNA do virus HIV através da técnica bDNA e kit HIV 3.0 RNA em
sistema automatizado System 340® (Siemens®). Os resultados foram expressos em n° de
copias/mL. Os limites de detec¢do para carga viral foram de 50 copias/mL (limite minimo) e

500.000 cépias/mL (limite maximo).

Andlise dos parametros bioquimicos
Os exames de glicose, colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol)

e triglicérides foram mensurados pelo método de automacdo no aparelho BT 3000 plus
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(Wiener Lab®, Rosario, Argentina). Quando foram observados niveis de triglicérides < 400
mg/dL, a equacdo de Friedwald (LDL-colesterol = [Colesterol total] — [HDL-colesterol] —
([Triglicérides]/5)) foi usada para determinar os niveis de lipoproteina de baixa densidade
(LDL-colesterol). A dosagem de glicose, colesterol total, triglicérides foi realizada pelo

método enzimatico, enquanto que o HDL-colesterol pelo colorimétrico sem precipitacéo.

Analise dos biomarcadores

Os niveis de mieloperoxidase no soro foram determinados pela técnica de enzima
imunoensaio (ELISA- Enzyme-linked immuno sorbent assay) no formato sanduiche
(Immunology Consultans Laboratory®, USA).

Os niveis de PCR-us foram determinados pelo método de turbidimetria ligada ao

latex, no aparelho BT 3000 plus (Wiener Lab®, Rosario, Argentina).

Anélise dos parametros hematoldgicos

As amostras foram submetidas a contagem celular utilizando o contador hematoldgico
Cell-Dyn 3700 (Abbot®, Québec, Canada), obtendo-se os valores de leucdcitos totais e
contagem absoluta de neutrdfilos.

Tratamento estatistico

As caracteristicas dos pacientes foram apresentadas como média e desvio padrdo para
as variaveis continuas e para as variaveis categoricas como numeros e percentuais. Foi
realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade dos dados
laboratoriais. Para as variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal, a transformacéo
logaritmica foi realizada antes da analise paramétrica. Com isso os dados foram apresentados
de forma descritiva por meio de mediana e intervalo interquartil. As possiveis diferencas entre
0s grupos foram evidenciadas por meio do teste de Qui-Quadrado (x2) para as variaveis
categoricas e pelo teste t-student ou pela analise de variancia (ANOVA) seguida do pos-teste
de Tukey, para as variaveis continuas. Para as possiveis correlacdes entre os parametros
laboratoriais e os niveis de MPO foi utilizada a correlacdo de Spearman. Em todas as analises
o nivel de significancia foi pré-fixado em de p<0,05. Os dados foram tratados através do
programa estatistico STATISTICA 7 (Statasoft, EUA).
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RESULTADOS

Preencheram os critérios de inclusdo 154 individuos, sendo as caracteristicas dos
grupos comparados apresentadas na Tabela 1. A contagem absoluta de linfocitos T CD4+ e a
determinacéo da carga viral estabeleceram o perfil imunologico semelhante para os pacientes

infectados pelo virus HIV incluidos no estudo (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracterizagdo dos grupos estudados: controle (CON), tratado com antiretrovirais
(TARV) e ndo-tratado (NTARV).

COM TARV NTARV Valor

Caracteristicas (n=47) (n=80) (n=27) p
Idade, médiaxDP * 37,62+14,52 41,14+10,12  38,17%9,86 0,27
Género, n. (%)t

Masculino 17 (36,2) 32,0 (40,0) 11,0(40,7) 0,89

Feminino 30 (63,8) 48,0 (60,0) 16,0(59,3) 0,89
CDA4+ (células/mL), médiatDP ** — 5064252 530+339 0,36
C.V. (<50 copias/mL), n. (%)t - 54 (67,5) 20 (74,1) 0,52
Tratamento (anos), médiatDP 5,9+3,7
Terapia Antiretroviral

IPs, n. (%) 51 (63,8)

ITRNSs, n. (%) ---- 78 (97,5) ---- ----

ITRNNS, n. (%) - 26 (32,5) -—- ———
* ANOVA ---- ndo se aplica;
Tx2 C.V., carga viral,
** teste t-student IPs, inibidores da protease; ITRNS, inibidores da transcriptase reversa analogos de

nucleosideos; ITRNNs, inibidores da transcriptase reversa ndo-andlogos de
nucleosideos.

A Tabela 2 demonstra os resultados da analise laboratorial para os grupos estudados.
As diferencas significativas observadas entre os biomarcadores de risco cardiaco (MPO e

PCR-us) nos grupos estudados estdo demonstradas na Figura 1.
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Tabela 2 - Mediana e intervalo interquartil das analises laboratoriais para o grupo controle
(CON), tratado com antiretrovirais (TARV) e ndo-tratado (NTARV).

Parametros laboratoriais CON TARV NTARV
(n=47) (n=80) (n=27)
Bioquimicos
Glicose (mg/dL) 85 (79-91)° 92 (85-100) " 89 (85-99)
HDL-colesterol (mg/dL) 53 (45-68) 42 (33-51)° 41 (34-51)°
LDL-colesterol (mg/dL) 85 (71-96) 116 (91-138) " 101 (77-123)®
Colesterol total (mg/dL) 156 (142-183)° 191 (160-213)° 171 (142-202) ®
Triglicérides (mg/dL) 97 (70-128)° 151 (101-238) " 128 (81-180) ®
Biomarcadores
Mieloperoxidase (ug/L) 104 (80-142) 207 (109-374)" 165 (95-325)°
PCR-us (mg/L) 1,21(0,49-3,41)® 2,39 (1,26-6,11)° 1,97 (0,69-3,80)
Hematologicos
Leucécitos totais (10° cél/mL) 5.3 (4.7-7.0)® 4.8 (4.2-6.4)° 5.4 (4.4-5.7)
Neutréfilos (10° cél/mL) 3.2 (2.6-3.5)? 1.2 (0.5-2.7)2 2.0 (0,6-3.0)°

Letras minusculas diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (p<0,05, ANOVA com pds-teste de
Tukey).

800- 25- %
*
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§) 515'
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CON TARV NTARV CON TARV NTARV

Figura 1 - Medianas e intervalos interquartis das concentracOes séricas de mieloperoxidase (MPO) e proteina C
reativa ultrasensivel (PCR-us), obtidas nos grupos controle (CON), ndo tratado (NTARV) e tratado (TARV).
* Diferenca significativa com relacdo ao grupo controle (p<0,05).

Para o grupo controle ndo foi encontrado nenhum valor acima de 350 ng/L,

considerado cut-off para alto risco cardiovascular[17], enquanto 30% e 26% dos individuos
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apresentaram MPO acima deste ponto de corte, para 0s grupos TARV e NTARV,

respectivamente.

No que diz respeito a PCR-us, valores acima de 3 mg/L sdo associados a eventos
cardiovasculares futuros[21], sendo observadas elevacdes para 28% dos individuos do grupo
controle, 43,75% do grupo TARV e 29,63% do grupo NTARV.

Os niveis de mieloperoxidase sérica também foram analisados realizando a sua
correlagdo com os parametros laboratoriais e imunolédgicos (CD4+ e carga viral). A MPO
apresentou correlacao positiva e significativa somente com a PCR-us na populacao infectada

pelo HIV (Figura 2), ndo sendo encontrada nenhuma correlacgéo significativa da MPO para 0s

outros parametros estudados.
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Figura 2 — Correlagdo de Spearman para as concentracBes séricas de mieloperoxidase (MPO) e proteina C
reativa ultrasensivel (PCR-us), obtida para os pacientes infectados pelo virus HIV.

DISCUSSAO
No presente estudo foram encontradas diferencas significativas para todos os

parametros bioguimicos analisados no grupo em terapia antiretroviral, sendo encontradas
elevacOes para glicose, LDL-colesterol, colesterol total e triglicérides, em relacdo ao grupo
controle. Alem disso, foram observadas reduc@es significativas nos niveis do HDL-colesterol
no grupo TARYV e, também no grupo ndo-tratado, quando comparados ao grupo controle. Os

resultados encontrados concordam com informagGes prévias, mostrando que a dislipidemia
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relacionada a TARV ¢é caracterizada por elevacdo nos niveis de colesterol total e triglicérides,
com redugdo nos niveis de colesterol HDL, com ou sem elevagdo do LDL colesterol[22].

Embora existam muitas descricbes de que a atividade protetora do HDL seja
diretamente proporcional aos niveis de HDL-2 e inversamente aos niveis de HDL-3,
atualmente, a avaliacdo clinica se baseia quase que exclusivamente sobre o HDL total, sem
levar em conta as subclasses individuais, estando, portanto, ja bem sedimentado o conceito de
que o HDL-colesterol esta fortemente relacionado a reducéo da doenca arterial coronariana, o
que indica que a reducdo do HDL estaria relacionada a elevacdo do risco da doenca arterial
coronariana[23]. Ocorrem niveis reduzidos do HDL colesterol devido a ativagdo imune
precoce durante a infeccdo pelo HIV e estdo relacionados ao processo aterosclerético devido
as suas atividades antioxidantes e antinflamatdrias[22].

Além das alteracdes lipidicas, os pacientes em uso de TARV podem apresentar
alteracbes no metabolismo da glicose e ambos sdo conhecidos fatores de risco
cardiovasculares. As anormalidades da homeostase da glicose sdo comuns entre 0s pacientes
em uso da TARV e sua exposi¢do cumulativa eleva a incidéncia de diabetes mellitus, como
mostrou o estudo D:A:D (Data Collection on Adverse Events of Anti-HIV Drugs) - um estudo
longitudinal que acompanhou 11 coortes em todo 0 mundo[24].

Portanto, as alteracGes nos fatores de risco cardiovasculares sdo comuns em individuos
com infeccdo pelo HIV e, desta forma, as estratégias de prevencdo sdo de grande importancia
nesta populacdo. Neste estudo, foram avaliados biomarcadores cardiovasculares de
instabilidade da placa e inflamagdo: PCR-us e MPO.

Foram encontrados niveis significativamente mais elevados para o biomarcador PCR-
us apenas para 0 grupo infectado pelo HIV em uso de terapia antiretroviral. Os resultados
obtidos para os niveis de PCR-us concordam com os obtidos por Masia et al. (2007) [25]e por
Guimardes et al. (2008)[26], que demonstraram uma elevacao significativa de PCR-us para 0s
pacientes em uso de TARV, sugerindo aumento de risco cardiovascular.

Para o biomarcador MPO foram encontrados niveis significativamente mais elevados
nos grupos de pacientes infectados pelo HIV (tratados ou ndo com a terapia antiretroviral), em
relagdo ao grupo controle, o que pode ser indicativo de alteragdes cardiovasculares
importantes na populagdo HIV - positiva. Ross et al., em 2009[27], relataram que marcadores
inflamatdérios como a MPO e PCR-us, estdo associados com a ativagcdo do endotélio, e
ambos estdo associados com a espessura interna da artéria caroétida, além disso, apresentaram

niveis significativamente aumentados para os pacientes infectados pelo HIV em terapia
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antiretroviral, apoiando o papel da inflamagdo na ativagdo endoteliale de doengas
cardiovasculares na infecgao pelo HIV.

O presente estudo também mostrou uma correlacdo significativa da MPO com a PCR-
us (r=0,21, p=0,032) para os pacientes infectados pelo HIV, de forma semelhante a Meuwere
et al. (2007)[28], que, em um estudo caso — controle, com 3.375 individuos saudaveis, além
de demonstrarem uma correlagdo significativa da MPO com a PCR-us (r=0,25, p<0,001),
também demonstraram que niveis elevados de MPO estdo associados ao aumento de risco
futuro de eventos cardiovasculares, independente de fatores de risco tradicionais. Como o
aumento dos niveis sisttmicos de MPO tem sido associado a identificacdo de eventos
cardiovascular futuros mesmo com biomarcadores classicos como a troponina e a PCR-us
normais[14, 16], e independentemente de fatores de risco tradicionais[28], a correlacdo
positiva entre os dois biomarcadores neste estudo sugere um risco aumentado de eventos
cardiovasculares em pacientes infectados pelo HIV.

Os dados obtidos com o cut-off para aumento do risco cardiovascular demonstram um
maior percentual de individuos com valores de PCR-us (CON=28%, TARV=43,75% e
NTARV=29,63%), que se pode associar a eventos cardiovasculares futuros, em relacdo ao
biomarcador MPO (CON=0%, TARV=30% e NTARV=26%), para os grupos estudados.

Isto pode ser explicado pelo fato da PCR-us ser um marcador inflamatério de fase
aguda global e, portanto, sua determinagdo ndo ser especifica para processos vasculares,
podendo ocorrer elevacbes modestas dos niveis de PCR em uma variedade de condicbes
inflamatdrias (artrite reumatoide, doenca maligna, vasculite, etc.). Assim, a inflamacédo local
ndo esta tdo bem refletida pela determinacdo da PCR, provavelmente impedindo o seu valor
para a fase aguda da doenca cardiovascular[11, 13].

Além disso, é interessante observar que, entre 0s grupos estudados, pacientes tratados
com TARV apresentaram maior percentagem de individuos com valores de MPO (30%) e
PCR-us (44%) acima dos valores cut-off para aumento do risco cardiovascular.

Observou-se ainda, que o tempo médio de tratamento foi de 5,9+3,7 anos e a maior
parte dos pacientes utilizava antiretrovirais da classe dos ITRNs e IPs. Os resultados
encontrados concordam com informac0es relatadas em outros estudos, que demonstraram a
elevacdo da incidéncia de eventos cardiovasculares com o tempo de exposicdo a terapia
antiretroviral[29]. Friis-Moller et al (2007)[30], avaliaram a incidéncia de eventos
cardiovasculares nos pacientes expostos a IPs ou a ITRNNs e demonstraram que a incidéncia

de eventos cardiovasculares aumentou nos pacientes em uso de IPs, principalmente nos
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expostos por mais de seis anos, sendo que este risco pode ser em parte explicado pela
dislipidemia produzida por este farmaco.

CONCLUSAO

A investigacdo de biomarcadores precoces tem se tornado cada vez mais importante
para complementar o diagndstico clinico em doengas cardiovasculares. Com base em estudos
recentes, a MPO pode ser excelente candidata como biomarcador precoce de risco cardiaco,
além dos marcadores tradicionais para a rotina laboratorial.

Neste estudo, foi verificado que os niveis séricos da MPO estavam elevados e
apresentaram correlacdo com a PCR-us, um biomarcador classico de risco cardiaco, sugerindo
valor preditivo de eventos cardiovasculares nos pacientes infectados pelo HIV. Porém, sdo
necessarios estudos prospectivos para confirmar seu papel como biomarcador de risco
cardiovascular na populacdo portadora do virus HIV, que apresenta uma manifestacao
diversificada de sintomas, devido as alteracfes bioquimicas e imunoldgicas observadas como
resultado da replicacdo do virus no organismo e até mesmo pela utilizacdo da terapia

antiretroviral.
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CONSIDERACOES FINAIS

As conseqiiéncias da morbidade por doencas cardiovasculares sdo inimeras e 0
elevado indice de mortalidade é um dos importantes componentes dessa lista. Além das
doencas cronicas metabdlicas, as complicacdes das doencas infecciosas também s&o
importantes causas de mortalidade na populacdo brasileira e dentre elas, encontra-se a AIDS,
sindrome de imunodeficiéncia provocada pelo virus HIV. Considerando a elevada incidéncia
de mortalidade por doengas cardiovasculares aterotrombdticas e o envolvimento da
mieloperoxidase na progressdo da doenca e também a elevada incidéncia de morte por
complicacdes relacionadas a deficiéncia na defesa do organismo pelo sistema imunologico,
foram avaliadas: i) metodologias utilizadas no monitoramento da infec¢do pelo HIV, cujos
resultados demonstraram a importancia da escolha da metodologia como possivel fator de
variacdo da conclusdo clinica e ii) a utilizacdo da PCR ultrassensivel e mieloperoxidase
séricas como elementos laboratoriais importantes a avaliacdo cardiovascular dos pacientes
infectados pelo virus HIV. Com as novas informacdes alcancadas e novos estudos, espera-se
estabelecer condicdes para 0 uso de marcadores especificos e mais precoces, a fim de
permitir medidas preventivas e terapéuticas eficientes na promocao da salde destes pacientes.

Os beneficios de resultados promissores neste tipo de investigacdo se estendem a
prevencdo e a melhoria da saude do paciente pré-disposto, menores taxas de internacdo e de
custos para o sistema publico de saude. Neste contexto, a mieloperoxidase pode ser um
parametro de grande potencial preditivo de risco cardiaco e, portanto, a sua aplicacdo no
monitoramento laboratorial de auxilio ao diagnostico clinico deve ser investigada de forma

mais aprofundada em estudos prospectivos.
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