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Resumo

Este estudo teve por objetivo avaliar o nimero de linfécitos TCD4 + e carga viralem pacientes infectados
comHIV, atendidos em laboratério de referéncia em Goidnia, Goids. Trata-se de pesquisa observacional,
longitudinaleretrospectiva. Foram avaliados prontudrios eletrénicos de pacientes submetidos ao exame
de contagem de linfécitos T CD4 + e carga viral, no periodo de janeiro de 2015 a dezembro de 2017. Dos
14 pacientes avaliados, 35,7% (n=5/14) obtiveram, no primeiro exame, resultados abaixo de 200 célu-
las/mm? e a quantificacéo da carga viral foi expressiva. Na quantificacdo de linfécitos T CD4+, 85,7%
(n=12/14) dos pacientes possuiam valores abaixo do valor de referéncia (VR) minimo, quando fizeram o
primeiro exame, ap6s o diagndstico, e todos estes tiveram a carga de RNA viral acima do valor minimo
quantificdvel (VR: 560 células/mm?a 2700 células/mm?). Foi constatado que, dos 12 dos pacientes que
no inicio apresentaram valores abaixo do normal, 4 deles (33,3%) conseguiram atingir valores normais
delinfécitos TCD4+, apds o tratamento, e 50,0% (n=6/12) dos pacientes alcan¢aram niveis indetectdveis
de carga viral. O monitoramento imune, feito pela citometria de fluxo, aliado a quantificagéo da carga
viral de RNA, ganha notoriedade, pois, por meio destas ferramentas, pode-se determinar o grau de com-
prometimento imunoldgico dos pacientes e a eficdcia do tratamento com antirretroviral.

Palavras-Chave: Imunologia, HIV, Carga viral, Linfécitos T CD4.

Abstract

This study aimed to analyze the number of TCD4 + lymphocytes andviral load in HIV-infected patients
treated at the reference laboratory in Goiania-Goids. This is an observational, longitudinal and retro-
spective study. They underwent clinical tests on patients who underwent T CD4 + lymphocyte count
and viral load, from January 2015 to December 2017. Of the 14 patients evaluated, 35.7% (n = 5/14)
obtained, inthe firstexam, results below 200 cells/mm?>andthe quantification of the vitreous load was
significant. In the quantification of CD4 + T lymphocytes, 85.7% (n = 12/14) of the patients had values
below the minimum reference value (VR), when they underwent the first exam, after diagnosis, and
all ofthem had an RNA load. virus above the minimum quantifiable value (VR: 560 cells/mm?to 2700
cells/mm’). Itwas foundthat, of the 12 patients who initially presented values below normal, 4 of them
(33.396) managedto reach normalvalues of CD4 + Tlymphocytes, after treatment, and 50.0% (n=6/12)
of patients reached undetectable levels of viral load. Immune monitoring, performed by flow cytometyry,
combined with the quantification of RNA viral load, gains notoriety because, through these tools, it is
possible to determine the degree of patients'immune compromise and treatment with antiretroviral.

Keywords: Immunology, Hl, Viral load, CD4 T-Lymphocytes.
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Introducao

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA/AIDS)
recebeu notoriedade, apds o seu relato, em 1981, com a ob-
servacgao de manifestacoes clinicas de infeccdes caracteristicas
de pacientes com imunossupressao ou imunodepressao. Pos-
teriormente, com o isolamento e a caracteriza¢do do Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), descobriu-se que a sindrome
era resultante do estagio avancado da infeccao pelo HIV, que
utiliza células T CD4 + para se multiplicar, afetando, assim, a
resposta imune a patdégenos’.

De acordo com o boletim epidemiolégico do Ministério
da Saude (MS) do Brasil, no ano de 2016, houve 37.884 casos
de infec¢des por HIV notificados. Considerando todo o ter-
ritério nacional, a maioria dos casos era proveniente da regiao
Sudeste, com 15.759 (41,6%), seguida das regides: Nordeste,
com 7.693 (20,3%), Sul, com 7.688 (20,3%), Norte, com 3.912
(10,3%) e, por fim, Centro-Oeste, com 2.832 (7,5%) de casos. Ja
em relacdo a SIDA, de 1980 a junho 2017, foram identificados
882.810 casos, no Brasil. Nos ultimos cinco anos, em média, 40
mil novos casos estdo sendo notificados a cada ano*

As células do sistema imune, em conjunto com os demais
mecanismos de defesa, como: barreira epitelial, antibidticos
presentes no epitélio e proteinas plasmaticas, apresentam
papel fundamental no combate a patégenos. A relevancia
do sistema imune adquirido, composto pelos linfécitos T e B,
merece destaque, pois objetiva eliminar microrganismos intra
e extracelulares, com elevada especificidade e efetividade?.

Os linfocitos T se subdividem em T CD4+ e T CD8+. O
linfécito T CD4+, ou auxiliar, contribui para a producao de
anticorpos pelos linfocitos B e na ativacao das células fagoci-
tarias que destroem microrganismos. Ja o linfocito T CD8+,
ou citolitico, provoca a lise de células que estao infectadas
por microrganismos intracelulares4. A diminui¢do dos lin-
fécitos T CD4 +, ao longo do tempo compromete o sistema
imunoldégico, tornando-o menos eficiente no combate a
patégenos agressores. Este quadro aumenta a suscetibilidade
individual a doencas oportunistas que sao inofensivas em
pessoas higidas®.

Ainfeccdo pelo HIV comeca com a etapa de adsorcao, que
compreende a ligacdo do virion a superficie da célula alvo. Esta
é mediada por uma interacdo de alta afinidade entre o dominio
extracelular da glicoproteina viral gp120 e receptores celulares
especificos, sendo o CD4 o principal receptor. Além disso, um
grupo de receptores de quimiocinas, CCR5 e CXCR4, tém sido
identificados como os principais correceptores in vivo para o
HIV-1. Assim, ap6s a ligagcao da gp120 ao receptor celular CD4,
ocorrem alteragdes conformacionais que facilitam a ligagdo ao
correceptor e subsequente entrada viral, evento decorrente da

fusdo do envelope viral com a membrana celular, um processo
facilitado pela glicoproteina gp41+°.

Para o diagndstico da infeccao do HIV, sao utilizados testes
sorolégicos e moleculares. Dentre eles, tem-se o padrao ouro,
que consiste emimunoensaio (IE), comumente, de quarta ge-
racdo, para triagem e teste confirmatério Western Blot (WB)6.
Ja a AIDS, que é resultante do estado avancado da infeccdo,
diagndstica pela quantificacdo, numérica e percentual, de
linfécitos T CD4+, ja que a segunda sofre menor alteracao de
seus valores. A quantificacao dos linfécitos T CD4+ é obtida
por volume de sangue e os valores abaixo de 500 células/
mm?>, ou inferiores a 24%, s&o considerados alterados. Paciente
com contagem de células abaixo de 200 células/mm? estdo
suscetiveis a doencgas oportunistas, como pneumocistose e
a toxoplasmose’.

Diante desse cenario, o monitoramento das subpopulagdes
delinfécitos T CD4+ e T CD8+ e da carga viral, se faz necessario,
pois a diminuicdo de linfécitos coloca o individuo em estado
de supressao ou depressao imunoldégica, deixando-o suscet-
iveis a diversas patologias. Para isso, a quantificacdo, por meio
da citometria de fluxo, tornou-se importante ferramenta no
acompanhamento na contagem de linfécitos T CD4+ e T CD8+,
mostrando-se eficaz na determinagao do nivel de progressao
da doenca e expondo os riscos de infec¢des a que o individuo
esta sujeito®.

O presente estudo objetivou levantar dados em relacdo
a quantificacdo do numero de linfécitos T CD4+ e da carga
viral, em pacientes infectados com HIV, no periodo de 2015
ao ano de 2017, atendidos em laboratério de referéncia de
Goiania-Goias.

Métodos

Trata-se de estudo observacional, longitudinal e retrospec-
tivo, com avaliagcao de prontuarios eletrénicos, de pacientes
que se submeteram aos exames de contagem de linfécitos
T CD4 + e carga viral. A contagem de células T CD4+ , para
acompanhamento da progressao da doenga e monitoramento
do tratamento em individuos infectados pelo HIV-1, representa
uma das principais aplicages clinicas da citometria de fluxo,
metodologia utilizada para o estudo morfoldgico, fenotipico
e funcional de células através da deteccdo da dispersao da
luz e da fluorescéncia emitida por moléculas (fluorocromos)
ligadas as mesmas.

A citometria de fluxo € um método mais sensivel e simples
de imunofenotipagem quando comparado a técnicas cldssicas,
como imunocitoquimica e imunofluorescéncia, ambas anali-
sadas por microscopia. A imunofenotipagem por citometria
de fluxo é considerada o padrdo ouro para a quantificacdao
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de células T CD4 +. Essa técnica permite a identificacao e/ou
a quantificacdo simultanea e rapida de multiplos antigenos
em um elevado numero de células pela andlise da presenca/
auséncia de antigenos expressos na superficie ou no interior
da célulad.

Em relagdo a detecgdo quantitativa de dcido nucleico viral,
destaca-se a utilizacdo da reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real (PCR-RT), técnica quantitativa destinada a
monitorar a infeccao pelo HIV, orientar o tratamento e prever
a evolucao futura da doenga. Com base nessas quantificacoes,
sabe-se que niveis altos de RNA plasmaticos estao associados
a queda rapida na populacgao de linfécitos CD4 e a progressao
mais rapida para AIDS.

O grupo amostral do presente estudo foi constituido por
pacientes maiores de 18 anos, de ambos os sexos, que fizeram
a contagem de linfécitos T CD4+ e carga viral, no periodo de
janeiro de 2015 a dezembro de 2017. Todos os participantes
desta pesquisa possuiam diagndstico prévio da infeccdo por HIV.

A amostragem inicial era constituida de 162 pacientes.
Foram excluidos 57 pacientes que obtiveram o diagndstico
sorolégico positivo para HIV, mas nao fizeram a monitorizagao,
22 pacientes receberam o diagnéstico sorolégico negativo

para HIV, 8 pacientes ndo possuiam aidade minima de 18 anos,
18 pacientes ndo realizaram o segundo exame, 43 pacientes
ndo possuia um dos parametros analisados. Foram incluidos,
nesse estudo, 14 pacientes que tinham o diagnéstico de HIV
e fizeram a monitorizacdo imune para a doenca.

Os dados coletados, a partir dos prontuarios, foram: idade,
sexo e ano do diagnéstico soroldgico. Os dados foram inseridos
em planilha eletrénica com o auxilio do software Excel e, poste-
riormente, foram analisados por meio de estatistica descritiva.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Paulista (UNIP), sob o parecer de
numero 3.190.675.

Resultados

Na populacdo deste estudo, todos os pacientes (14) eram
do sexo masculino, com média das idades de 29,7 anos. Por
meio da quantificacdo de linfécito T CD4+, percebeu-se que
85,7% (n=12/14) dos pacientes estavam abaixo do valor de
referéncia (VR) minimo, quando comparado aos valores rela-
tivos ao primeiro exame, apds o diagnéstico de HIV, e todos
0s 14 pacientes tiveram a contagem de RNA viral acima do
normal (VR: 560 células/mm? a 2700 células/mm?) (Tabela 1).

Tabela 1. Quantificacdo de LT CD4+ no primeiro exame de monitorizacdo imune e carga viral.

Paciente Género Idade Diagnéstico Ano/Més
1 M 35 2015 2015/06
2 M 34 2015 2015/08
3 M 25 2015 2015/11
4 M 22 2015 2015/12
5 M 33 2014 2014/07
6 M 32 2015 2015/09
7 M 20 2015 2015/05
8 M 32 2016 2016/02
9 M 26 2016 2016/01
10 M 41 2016 2016/01
1 M 25 2016 2016/05
12 M 24 2016 2016/08
13 M 31 2015 2015/3
14 M 36 2017 2017/2

Exame Linfécitos CD4% €D 4 mm® HIV-PCR
totais COPIAS/ml
1 2850 16,1 458,9 50
1 1305 16,7 217,9 1.273
1 3268 28,8 941,2 2512
1 1517 13,2 200,2 593.205
1 2996,4 26,9 806 8.792
1 2450 20 490 23.971
1 2952 16,7 493 67.730
1 411 1,7 7 560.517
1 1092 4,6 50,2 140.938
1 867 6,2 53,8 123311
1 1274 2,1 26,8 187.748
1 1806 306 552,6 9.911
1 1274 14,3 182,2 64.968
1 1348,5 25,5 343,9 109.491
V.R 27a57 560 a 2700 INDETECTAVEL

REVISTA BRASILEIRA MILITAR DE CIENCIAS, V.6,N. 15,2020 1 75




De acordo com o Boletim Epidemiolégico de HIV do MS2,
a carga viral de HIV é considerada indetectavel abaixo de 40
copias/mL, baixa entre 40-500 cdpias/mL e alta maior ou igual
a 100.000 cépias/mL. Levando em consideracao os valores

referenciais, dos 14 pacientes, 35,7% (n=5/14) obtiveram, no
primeiro exame, resultados inferiores a 200 células/mm® e a
contagem de RNA do virus foi expressiva, representando assim,
progndstico ruim para estes pacientes (Tabela 2).

Tabela 2. Pacientes com contagem de LT CD 4+ abaixo de 200 mm® e altas taxas de carga viral.

Paciente Género Idade Diagnéstico Ano/Més
8 M 32 2016 2016/02
9 M 26 2016 2016/01
10 M 41 2016 2016/01
11 M 25 2016 2016/05
13 M 31 2015 2015/3

O paciente 11, na Tabela 2, pelos niveis da contagem
absoluta de linfécito T CD4+ e pela carga viral, se encontrava
em estado avancado de HIV/SIDA. Realizou a monitorizacdo
imune com suspeita de meningite criptocécica e, ap6s 15 dias,
evoluiu para o ébito.

Tabela 3. Pacientes apds o tratamento.

Paciente Género Idade Diagnéstico Ano/Més
1 M 35 2015 2016/09
4 M 22 2015 2016/05
6 M 32 2015 2016/10
14 M 36 2017 2017/6
Discussao

Estudos tém demostrado que os melhores marcadores
para a avaliacdo do prognéstico da AIDS sao a contagem de
carga viral e de linfécitos T CD4+. Sendo que, altas taxas de
RNA do virus circulante estdo estritamente ligadas ao declinio
dos linfécitos T CD4+51°,

Os pacientes ficam suscetiveis as patologias quando a con-
tagem de linfécito T CD4+ esta entre 200 a 500 células/mm?®,
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Exame Linfécitos CD4% CD4mm? li,“V-PCR
totais COPIAS/ml
1 411 1.7 7 560.517
1 1092 4,6 50,2 140.938
1 867 6,2 53,8 123311
1 1274 2,1 26,8 187.748
1 1274 14,3 182,2 64.968
V.R 27 a57 560 a 2700 INDETECTAVEL

Apds tratamento e acompanhamento, 33,2% (n=4/12) dos
pacientes, que possuiam nimeros abaixo dos valores de refer-
éncia, tiveram a contagem de linfécito T CD4+ normalizada,
com diminuicao da carga viral (Tabela 3).

Exame Linfécitos CD4% CD4mm® I-'IIV-PCR
totais COPIAS/ml
3 4465 22,1 986,8 40
2 3500 21,7 759,5 177
3 2376 28,1 667,7 INDETECTAVEL
2 2015 33,1 667 INDETECTAVEL
VR 27a57 56022700 | INDETECTAVEL

como: pneumonias pneumococicas, tuberculose pulmonar,
herpes zoster, candidiase orofaringea e sarcoma de Kaposi.
Abaixo de 200 células/mm?, o paciente pode desenvolver his-
toplasmose disseminada e coccidioidomicose. Com contagens
criticas, abaixo de 100 células/mm?® podem ocorrer doencas
oportunistas, como toxoplasmose e criptococose, circunstan-
cias estas, que, comumente, leva o paciente a 6bito, devido ao
comprometimento da resposta imune contra microrganismos',




O paciente 11, que apresentava contagem absoluta de
linfécito T CD4+ de 26,8 células/mm? e carga viral de 187.748
copias/ml, realizou o exame com a indicagdo de meningite
criptococica e, ap6s 15 dias, nao resistiu as complicagdes e teve
morte cerebral. A criptococose é uma patologia oportunista
sem importancia clinica, até oferecer se tornarimportante risco
ao grupo de pessoas imunossuprimidas, principalmente com
HIV/AIDS. Neste contexto, o fungo é responsavel por induzir
pacientes a um quadro de meningite, com taxas de mortali-
dade de 10 a 73% dos casos'.

Observamos que alguns pacientes (8,9, 10, 11 e 13) apre-
sentaram altas contagens de RNA viral e queda significativa
nas contagens de linfécito T CD4+, abaixo de 200 células/mm?,
configurando quadro de HIV avangado. Estes dois parametros
estao estritamente ligados ao prognéstico da doenca, uma vez
que altas taxas do virus refletem na diminuicao de linfécito T
CD4 + e oferece risco aos pacientes quanto ao acometimento
de patologias oportunistas. Com isso, o diagnéstico precoce
tem importante impacto na qualidade de vida desses paci-
entes, tendo em vista que, por meio da Terapia Antirretroviral
(TARV), os reservatoérios latentes de linfécitos T CD4+ sdo
eliminados, ndo gerando deplecdo do sistema imunolégico
e induzindo a diminuicao da viremia a niveis tdo baixos que
sdo incapazes de serem transmitidos®.

Segundo Vermund e Wilson14, diversas sdao as causas
que dificultam o diagndstico prévio, como por exemplo, a
falta de expectativas quanto aos beneficios do tratamento, o
preconceito por parte dos individuos, a falta de apoio social,
a falha na privacidade do aconselhamento e o bloqueio pes-
soal. Com base nesses obstaculos, os profissionais da area da
salde tém papel relevante no entendimento da importancia
do diagnéstico precoce.

Constatamos que, dos 14 pacientes deste estudo, 85,7%
(n=12/14) apresentaram contagem de linfécito T CD4+ abaixo
dos valores normais de 560 células/mm?® e a quantificacdo de RNA
do virus, acima do nivel indetectavel (>40.000 cépias/mL). Com a
terapia antirretroviral e 0 acompanhamento, 33,2% (n=4/12) dos
pacientes, que no inicio estavam com niveis fora do normal, con-
seguiram elevar a contagem absoluta de linfécito T CD4+ a niveis
acima dos valores de referéncia e reduzir a carga viral drasticamente.
Dos 14 pacientes, 35,7% (n=5/14) obtiveram, no primeiro exame,
resultados abaixo de 200 células/mm?, caracterizando a AIDS. O
tratamento, por meio de antirretrovirais, tem o objetivo de melhorar
aqualidade de vida do paciente, bem como a sua sobrevida, sendo
necessario o uso continuo, que provoca efeitos colaterais severos
aos seus adeptos, dificultando a adesdo ao tratamento™.

As diretrizes atuais sugerem o tratamento TARV logo no
inicio do diagndstico, pois estudos demostraram que paci-

entes que se submeteram ao tratamento, com o quadro de
HIV avancado, estavam suscetiveis a progressdo da doenca
de forma acelerada, em comparac¢ao aqueles que iniciaram
a terapia TARV precocemente’®". Segundo Geocze et al.'’é, a
inclusdo da terapia antirretroviral de alta poténcia (HAART)
proporcionou diminuicdo de 33% no numero de 6bitos de
pacientes com HIV, pois 0 mesmo atua na inibicdo da protease
do virus, impedindo a producdo de novas cépias’.

A predominancia de homens jovens diagnosticados com
HIV neste estudo corrobora com os dados do boletim epide-
miolégico do estado de Goias, que ressalta que, no periodo
de 2013 a 2017, a razdo do sexo aumentou, sendo que para
cada 1 mulher com HIV, 4,1 casos acontecem em homens. E
que afaixa etdria de infeccdo entre 20 a 39 anos é responsavel
por 70% dos casos®.

Concluséao

O diagnéstico precoce, no contexto do HIV/SIDA, esta
estritamente relacionado a evolugdo da doenca, pois indi-
viduos que se submetem ao tratamento previamente, co-
mumente, usufruem de melhor qualidade de vida. Assim, o
monitoramento imune, feito pela citometria de fluxo, aliado a
quantificacdo da carga viral de RNA, ganha notoriedade, pois,
por meio destas ferramentas, pode-se determinar o grau de
comprometimento imunoldgico dos pacientes e a eficaciado
tratamento com antirretroviral.
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