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RESUMO



A fim de determinar a seguranga da retirada da terapia de manuten¢do para retinite por
CMV em pacientes com AIDS com resposta imunologica decorrente da terapia anti-
retroviral altamente eficaz (HAART), 35 pacientes com retinite por CMV tratada, em
terapia supressiva, com CD4+ maior ou igual a 100 células/mm’ por ao menos trés meses e
carga viral menor que 30.000 copias/mm’, foram estudados prospectivamente quanto a
recorréncia da doenga pelo CMV. A terapia de manutengido foi retirada a inclusfio, e os
pacientes foram monitorizados por ao menos 48 semanas, através de exames clinicos e
oftalmologicos, e pela determinagdo de marcadores de viremia para CMV
(antigenemia - pp65), contagem de células CD4+/CD8+ e determinagdo de carga viral
plasmatica do HIV. Estudos de resposta linfoproliferativa foram realizados em 26 dos
35 pacientes. Dos pacientes incluidos no estudo, apenas um teve reativagio da retinite pelo
CMV (retinite) no dia 120 do seguimento. Nenhum paciente apresentou antigenemias
positivas, mesmo na presenc¢a de doenga pelo CMV. Nio foi observada correlagdo entre os
resultados de estudos linfoproliferativos e a contagem de CD4+. A partir destes resultados
e, de acordo com a literatura, pode-se concluir que a retirada da terapia supressiva € segura

nos pacientes com resposta imunologica quantitativa apos HAART.

Resumo



ABSTRACT



To determine the safety of CMV maintenance therapy withdrawal in patients with immune
recovery after HAART, 35 patients with treated CMV retinitis, on maintenance therapy,
with CD4+ cell count greater than 100 cells/mm’ for at least three months and viral
1oad<30000 copies, were prospectively evaluated for the recurrence of CMV disease.
Maintenance therapy was withdrawn at inclusion, and patients were monitored for at least
48 weeks by clinical and ophtalmological evaluations, and by determination of CMV
viremia markers (antigenemia-pp65), CD4+/CD8+ counts and plasma HIV RNA levels.
Lymphoproliferative assays were performed on 26/35 patients. From 35 patients included,
only one had confirmed reactivation of CMV retinitis, at day 120 of follow-up. No patient
returned positive antigenemia tests, even in presence of CMV disease. No correlation
between lymphoproliferative assays and CD4+ counts was observed. CMV maintenance
therapy discontinuation is safe for those patients with quantitative immune recovery after
HAART.

Abstract
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1.1- Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA/AIDS)

A infecg¢do pelo HIV foi um dos eventos de maior impacto socioecondmico e
cultural do século XX. Estima-se que, atualmente, 42 milhSes de pessoas estejam
infectadas pelo HIV, sendo 1.5 milhio de pessoas apenas na Ameérica Latina
(UNAIDS, 2002).

A infecgdo pelo HIV determina uma série de eventos que culminam com a
deterioragdo do sistema imune do hospedeiro a partir da deple¢do de linfocitos CD4+, e
conseqiientemente com o aparecimento de doengas determinadas por agentes oportunistas,
potencialmente graves, no periodo médio de 8 a 10 anos (VERGIS ¢ MELLORS, 2000)

(Figura 1).
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Figura 1- Histéria natural da infecgdo pelo HIV-1 (Adaptado de: FAUCI, AS;
PANTALEO, G; STANLEY, S; WEISSMAN, D. Immunopathogenic
mechanisms of HIV infection. Ann Intern Med.:124:654-63, 1996.)

Fm::n,._.........‘..-.u..._e... e
PRI K gt AL
i J,.-n{‘-lﬂ b

$ain i 5 d.J-

Introdugdo ' i o
| UEEN VI VIMENTD



Os mecanismos pelos quais o HIV determina a deplegio de CD4+ ndo sio
completamente compreendidos, mas incluem: lise da célula CD4+ causada pelo brotamento
viral e/ou insercdo de glicoproteina ENV; efeito citopitico da ligagio gp120/CD4 no
citoplasma; lise da célula infectada por agdo da resposta imune ao HIV; inibi¢io da
matura¢do dos linfécitos no timo; apoptose induzida pela gp120 soluvel; bloqueio da
interagdo entre células CD4+ e os MHC-II das células apresentadoras de antigenos; dano as
células T de meméria e desvio para padrio Tx2 de diferenciagdo (ABBAS et al., 1997).

Os agentes oportunistas que s3o capazes de infectar um individuo com AIDS
dependem essencialmente da extensdo do dano ao “pool” de células CD4+ (CLUMECK e
DE WIT, 1999) (Figura 2).

Figura 2- Associagio entre as doengas oportunistas e a contagem de células CD4+
(Adaptado de ARMSTRONG, D. In Infectious Diseases, 1999, Mosby)
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A estratégia disponivel para tratamento da infecgdo pelo HIV é baseada em
intervengdo nos passos do ciclo do virus, particularmente no bloqueio da fusdo, da
transcriptagdo reversa, da agdo das proteases e integrases (Quadro 1). O bloqueio da fusdo
ocorre através do bloqueio dos pontos de ancoragem do HIV na célula CD4+; o bloqueio a
transcriptagdo reversa ocorre apos a entrada do HIV na célula CD4+, durante o processo de
conversao do RNA viral para DNA. O bloqueio da integrase se da apds o transporte do
DNA para o nucleo da célula, impedindo a integragdo do DNA viral no cromossoma da
célula infectada através das integrases virais — até o presente momento, nio ha inibidores de
integrase a disposi¢do no mercado, mas apenas como objeto de pesquisa. A clivagem de
proteinas virais produzidas a partir do DNA integrado ¢ interrompida através do bloqueio
das proteases, que impede a transformag@o final das longas moléculas protéicas em
enzimas, proteinas estruturais e funcionais; o HIV deixa, portanto, de se tornar infectante
para as novas células (HANNA e HIRSCH, 2000) (Figura 3).

Introdugdo
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Figura 3- Ciclo de replicagdo do HIV e pontos de acdo dos principais anti-retrovirais
(Fonte: MCDONALD, C., KURITZKES, DR. Human Immunodeficiency
Virus Type 1 Protease Inhibitors, Arch Intern Med.: 157:951-9, 1997)

Considera-se que um esquema anti-retroviral seja “altamente eficaz”, quando a
combinagdo destes agentes resulta em supressdo viral prolongada, ou seja, redugio da carga
viral para niveis indetectaveis pelos testes convencionais (inicialmente abaixo de 400
copias/mm’, hoje abaixo de 50 copias/mm’). Os primeiros esquemas a atingir este patamar
de resultado incluiam dois inibidores de transcriptase reversa (ITR) e um ou dois inibidores
de protease (IP). Atualmente, € possivel conseguir supressio viral satisfatoria com
esquemas contendo apenas ITRs (DHHS/KAISER, 2002).

Introdugdo
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A supressdo viral prolongada mostrou-se capaz de permitir a recuperagio das

células depletadas durante o processo patologico, com impacto na recuperagdo

imunologica, e conseqiientemente, na sobrevida (PORTER, 2000).

A expectativa de vida de um paciente com AIDS em tratamento com um

esquema altamente eficaz € atualmente indeterminada.

Quadro 1- Anti-retrovirais disponiveis para uso clinico.

Inibidores de transcriptase reversa
(analogos nucleosideos)
Andlogos da Timidina

Naio andlogos da Timidina

Inibidores de transcriptase reversa
(ndo-anilogos nucleosideos)

Inibidores de protease

Inibidores de fusido

Zidovudina (AZT)
Estavudina (D4T)
Didanosina (DDI)
Zalcitabina (DDC)*
Lamivudina (3TC)
Tenofovir
Abacavir (ABC)
Emtricitabina

Efavirenz
Delavirdina*
Nevirapina

Indinavi
Saquinavi
Ritonavir
Nelfinavir
Lopinavir/Ritonavir

T-20
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1.2- Citomegalovirus
1.2.1- Virologia

O CMV ¢ um virus do grupo herpes (familia Herpesviridae, subfamilia
Bethaherpesviridae), classificado como Herpes-virus humano 5, (HANSEN et al,
1994)estando entre os oito tipos de herpes-virus que sdo patogénicos para o0 homem. Trata-
se de um DNA-virus, bastante termolabil, tendo vida média de 45 minutos a 37°C
(PANNUTIL C. S., 1996), e de 10 minutos a 56°C. E sensivel a baixos pH, éter e ciclos de
congelamento e descongelamento (Figura 4).

Figura 4- Citomegalovirus humano (adaptado com permissdio de Dr. Marko Reschke,
Biografix Projekt, Alemanha)
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O CMV ¢ encontrado na natureza como agente infectante de outros animais
como macacos, cobaias € camundongos, mas tais cepas s3o espécie-especificas e ndo

infectam o homem.

Tem ciclo replicativo semelhante aos demais herpes-virus, com transcrigido de
alguns genes apos a infecgdo, que vao codificar proteinas capazes de regular a expressio do
material genético incorporado (IEA — antigenos imediatamente precoces), € a conseqiiente
producdo dos antigenos precoces (EA), que sdo expressos nas membranas celular e nuclear,
nesta ordem. A expressdo dos antigenos tardios se relaciona com a replicagdo do DNA e

tem fungdo constitucional.

1.2.2- Epidemiologia

A infecgdo pelo CMV ¢€ bastante comum, sendo a prevaléncia entre recém-
nascidos de 0,2 a 2.2% nos EUA (PANNUTIL, C S, 1983), taxa que aumenta na medida em
que o contato social permite a transmissio (DE JONG et al., 1998; DE MELLO et al.,
1996; MACHADO et al.,, 1991). A transmissdao do CMV parece acontecer principalmente
nos primeiros 25 anos de vida, mas encontra dois momentos em que € mais intensa. O
primeiro € o periodo neonatal, por meio do contato com o virus no muco cervical
(REYNOLDS et al., 1973) e com o leite materno (STAGNO et al., 1980). Na infancia, as
principais vias de infec¢do sdo o contato com outras criangas em bergarios € no proprio
domicilio (BALE et al., 1999; DE MELLO et al., 1996; PASS et al.,, 1982). Criangas
infectadas podem carrear o virus no trato respiratorio e urinario por anos, ao passo que, em
adultos saudaveis, dificilmente eliminam quantidades consideraveis de particulas virais.
(KUMAR et al., 1973) Excegdes sdo os pacientes com AIDS soropositivos para CMV, com
contagem de células CD4+ inferior a 50 células por mm® (GALLANT et al, 1992;
PERTEL et al., 1992), que mantém excregao viral.

A taxa de infeccdo cresce entdo lentamente nos primeiros anos de vida e,
particularmente naqueles paises onde ha baixa soroprevaléncia, pode-se observar um novo
pico no inicio do periodo reprodutivo, quando, presumidamente, a transmissio por via
sexual ganha importancia. A prevaléncia nos paises desenvolvidos varia entre 40 e 60%,
mas nos paises subdesenvolvidos se situa entre 80 e 100% (PANNUTI, C S, 1983).

Introdugdo
24



1.2.3- Quadro clinico no individuo imunocompetente

A entrada no hospedeiro, o CMV infecta linfocitos, mondcitos, macréfagos,

sendo disseminado por todo o organismo por estas células.

O CMYV, assim como os demais herpes-virus, possui a capacidade de
disseminar-se célula a célula na presenga de anticorpos circulantes, permanecer em estado
latente no hospedeiro, reativar-se em condigdes de imunossupressdo, e induzir
imunossupressao no hospedeiro. (CASTRO, 2001)

Quando ¢ percebido clinicamente, o quadro é semelhante & mononucleose, com
febre prolongada, linfadenopatia e linfocitose. Podem ocorrem hepatoesplenomegalia e
faringoamigdalite, embora sejam muito mais comuns a mononucleose infecciosa causada
pelo virus de Epstein-Barr (EBV). Complicagdes da infec¢do pelo CMV podem ocorrer,
associadas as manifestagdes iniciais: pneumonia intersticial, hepatite com elevagdo de
enzimas hepaticas, sindrome de Guillain-Barré, meningoencefalite, miocardite, anemia
hemolitica,  purpura trombocitopénica  imunologica e erupgdes de pele
(CRUMPACKER, 2000).

O tratamento das formas graves de doenga pelo CMV em imunocompetentes €
feita com Ganciclovir, um agente analogo nucleosideo (guanosina) e homélogo do
aciclovir, e as doses e duragdo do tratamento variam conforme o 6rgido acometido € a

situagdo clinica do paciente.

1.3- CMV e a Sindrome da Imunedeficiéncia adquirida

A doencga pelo Citomegalovirus (CMV) é uma importante causa de morbi-
mortalidade em pacientes com AIDS. A retinite por CMV, presente em 85% dos casos, esta
entre as doengas oportunistas mais incapacitantes, levando a perda da visio no olho
acometido em virtualmente todos os casos nao tratados (Figura 5). A retinite por CMV tem
uma alta taxa de recidiva a curto prazo, e esta fortemente associada com aumento da
mortalidade (GALLANT et al., 1992; HOOVER et al., 1996; SMITH ¢ BRENNESSEL,

Introdugdo
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1994; TAY-KEARNEY e JABS, 1996). A incidéncia da doenga pelo CMV esta entre 21 e
44% dos pacientes com AIDS, apresentando contagem de CD4+ menor que 50 células/mm’
(JACOBSON, 1997).

Figura 5- Retinite por Citomegalovirus (Fonte: Armstrong, D. In "Infectious Diseases",
1999, Mosby)

A introdug@o da profilaxia secundaria com Ganciclovir teve grande impacto na
histéria natural da doenga pelo CMV, entretanto, a efetiva redugéio no tempo de progressiao
da doenga s6 veio a acontecer apos a introdug@o da terapia anti-retroviral altamente eficaz
(HAART) na década de 90, e a caracterizag@o da recuperagdo imunologica sustentada. Os
dados da literatura mostram que o tempo estimado para progressdo da doenga pelo CMV,

apos o tratamento com Ganciclovir, era de 56 a 113 dias, mesmo com terapia supressiva.
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A mortalidade associada a doenga pelo CMV também foi bem caracterizada na
era pré-HAART. A doenga pelo CMV foi associada a um aumento de mortalidade, € a
sobrevida média apos um episodio de doenga por CMV era de 6-9 meses. (ACTG, 1992;
DEAYTON, J. R. et al., 2000)

Ap6s o desenvolvimento da terapia anti-retroviral altamente eficaz (HAART), e
o subseqientes sucessos tanto na supressio da replicagio do HIV quanto aumento
sustentado nos niveis de CD4+ circulantes, estudos caracterizando os efeitos da
recuperagdo imune na historia natural das doencas oportunistas foram iniciados. Os
primeiros estudos sobre recuperagdo da imunidade especifica contra CMV foram
publicados em 1998 (MACDONALD et al, 2000; POWDERLY et al., 1998;
WEINBERG et al, 2001), enfocando tanto a resposta humoral (DEAYTON, J. et al,
1999), quanto celular (LI et al., 1998). Os estudos clinicos publicados a seguir
demonstraram a baixa incidéncia de recorréncia apos a retirada da terapia supressiva em
pequenas amostras. (CASSOUX et al., 1999; CURI et al., 2001; JOUAN, M. et al., 2001;
JOUAN, M et al,, 1999; LI et al., 1998; MACDONALD et al., 1998; POSTELMANS et al.,
1999; RUHSWURM et al, 1999; SORIANO et al., 2000; TURAL et al., 1998;
VRABEC et al., 1998; WHITCUP et al., 1999).

Mais recentemente, uma nova sindrome foi descrita nos pacientes com retinite
por CMV tratada que experimentaram recuperagdo imunolégica apés HAART: a Vitrite da
Recuperagdo Imune (“Immune Recovery Vitritis” — VRI). O quadro, descrito pela primeira
vez em 1998, consiste de uma perda de acuidade visual progressiva, indolor, acompanhada
de vitrite, papilite e envolvimento macular com edema macular cistéide ou membranas epi-

retinianas.

De patogénese incerta, a Vitrite da Recuperagao Imune provavelmente se deve
a resposta imune a antigenos de CMV remanescentes no olho. Os dados da literatura
mostram que a VRI ocorre apenas em individuos que responderam a HAART, indicando

recuperagao da fun¢do imune.
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O tratamento da VRI é feito basicamente com corticosterdides, geralmente nio
ha reativagdo da retinite por CMV e a recuperagdo visual ¢ satisfatoria
(KARAVELLAS et al., 2001).

No Brasil, era marcante a auséncia de dados provenientes de estudos locais
sobre a recuperagdo imunologica pés-HAART, o que estimulou a elaboragio do presente

estudo.
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O objetivo primario deste estudo prospectivo, multicéntrico, ndo-randomizado,
foi o de avaliar a seguranga da retirada da terapia supressiva para CMV em pacientes com
AIDS e retinite por CMV tratada, exibindo resposta imunologica sustentada a HAART
(CD4+ >100 células/mm’ e Carga Viral<30.000 copias/mm’), bem como antigenemias

negativas por pelo menos trés meses consecutivos.

O objetivo secundario deste estudo € o de avaliar a utilidade da antigenemia
para monitorizar a recorréncia de retinite pelo CMV, comparando o teste com dados

provenientes de exames clinicos e oftalmologicos.

O protocolo foi desenvolvido de acordo com as normas para pesquisas
envolvendo seres-humanos, e aprovada pelos comités de ética em pesquisa de cada

institui¢do participante.

Objetivos
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3.1- Pacientes

Os pacientes incluidos neste protocolo foram acompanhados nas seguintes
Instituicdes: 1. Leito-dia do Hospital das Clinicas da Unicamp - Universidade Estadual de
Campinas (Campinas, Brasil); 2. AMDA - Ambulatério Municipal de DST/AIDS de
Campinas (Campinas, Brasil) e 3. Hospital-dia do Instituto de Infectologia Dr. Emilio
Ribas (IIER) (Sdo Paulo, Brasil).

Os critérios de inclusdo foram: pacientes com AIDS, com histéria de retinite
por CMV tratada, recebendo profilaxia secundaria para CMV, com resposta imunolégica
(quantitativa) sustentada, caracterizada por CD4+ maior que 100 células/mm’ por ao menos

trés meses antes da inclusdo, com carga viral estavel e abaixo de 30.000 copias/mm’,
Os critérios de exclusdo foram:
- presenga de implante de Ganciclovir ocular;

- presen¢a de qualquer doenga retiniana (ou catarata), que impedisse a correta

avaliagdo oftalmolégica, como retinite por Toxoplasma gondii,

- localiza¢@o perimacular ou peripapilar da infecgdo prévia por CMV, devido

ao risco de rapida perda visual,
- necessidade de quimio ou radioterapia
- alto risco de morte durante os primeiros 2 meses do estudo;
- necessidade de terapia para doenga pelo CMV em outros orgios;

- incapacidade de compreender os termos da Carta de Consentimento

Informado.
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3.2- Técnicas Laboratoriais
3.2.1- Antigenemia para CMV (PP65)

Os testes de antigenemia (pp65) foram realizados a cada 15 dias, nos primeiros

dois meses apos a retirada do Ganciclovir, e, mensalmente, apds este periodo.

Os mesmos reagentes e protocolos “in-house” foram utilizados em todos os
laboratorios participantes, a fim de obter resultados comparaveis em todos os pacientes. A
sequéncia descrita por van der Bij (VAN DER BIJ et al, 1989) foi seguida, com as
seguintes modificagdes: (a) as células foram fixadas com acetona, no lugar do
paraformaldeido; (b) foram contadas ao todo 3x10° células, e o resultado expresso em
células positivas/3x10°. (HALWACHS et al., 1993; PANNUTL C. S. et al, 1996)

(Quadro 2)

Qualquer resultado positivo seria considerado, para fins de exclusio do
protocolo e “endpoints” laboratoriais, a despeito do mimero de células positivas. Dois testes
positivos consecutivos seriam interpretados como viremia persistente e, portanto, como
“endpoint” laboratorial (Figuras 6A e 6B).
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Figura 6A- Antigenemia para CMV (pp65) — células positivas com nicleo avermelhado

Figura 6B- Antigenemia para CMV (pp65) — detalhe

Casuistica e Métodos
34




Quadro 2- Técnica de antigenemia “in-house”

L:

2-

Extracdo de polimorfonucleares do sangue periférico

a.

b.

h.

i.

coleta e imediato processamento da amostra (8 ml de sangue em tubo com EDTA).
transferéncia para tubo “Falcon”, seguida da adigdo de 2ml de Dextran 5% (em PBS),
pH74

homogeneizagdo por inversio e repouso em estante inclinada a 45° por 30° em estufa a
37°C

transferéncia do sobrenadante para novo tubo “Falcon™ seguida de centrifugagdo por 10’
a 1200rpm

desprezado o sobrenadante, o sedimento ¢ homogeneizado em vortex

para eliminagdo de hemacias persistentes, ressuspensio em 10ml de cloreto de aménio,
pH7.4,por10°a4°C

centrifugagdo por 10° a 1200rpm

desprezado o sobrenadante e homogeneizado o sedimento € lavado por 3 vezes em PBS

ressuspensao em 200 a 2000pul de PBS (dependendo da quantidade de sedimento)

Preparacgdo das laminas

a.

preparagio de uma suspensio com 1,5x10° células/ml, colocado 200ul desta solugio por
il da ci f
centrifugagdo por 5 minutos a 970 rpm (as laminas foram feitas em duplicata)

secagem das laminas e fixa¢io com acetona
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Quadro 2 (continuagio): Técnica de antigenemia “in-house”

3. Coloragdo das ldminas
d. aplicacdo de 35ul de anticorpo monoclonal (Clonab HCMV - Biotest AG)diluido a 1:10
em PBS por area de reagdo
e. ncubagdo por 45’ em cadmara mida, 4 temperatura ambiente
f. lavagem das liminas com PBS por 3 vezes de 5° cada
g. aplicagdo de 35ml de conjugado anti-mouse/peroxidase (Biotest AG) 1:40 em PBS na
area de reagdo
h. lavagem das laminas com PBS por 3 vezes de 5’ cada
1. cobertura das ldminas com solugio de amino-etil-carbazol (AEC — Sigma) recém
preparada* por 8 no escuro
J. lavagem das laminas por 10’ com tampao de acetato de sodio 0,1M, pH4.9
k. lavagem em agua destiladaa 17,2’ ¢ 5°
l. laminas coradas com Hematoxilina de Mayer (Merck) a 1:10 por 30-60" ¢ lavadas em
agua destilada
m. cobertura com laminula sobre glicerina tamponada
3. Leitura das ldminas
a. observagdo de dois “spots” totalizando 3x10° células
b. células positivas quando micleo adquire coloragio vermelha escura
c. contagem de células expressa em “células positivas por 3x10°”
*(20 mg de AEC dissolvida em 5 ml de dimetilformamida - Sigma e 100 ml de tamp3o acetato de sodio

0,1 M, pH 4.9 - filtrado, se necessario, ¢ adicionado 50 ul de H,0» a 30% - mantido no escuro até o uso)
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3.2.2- Contagem de Subpopulagdes Linfocitarias CD4+/CD8+

A contagem de subpopulagdes linfocitarias foi realizada em laboratério de
referéncia (SUS) de acordo com as recomendagdes vigentes no Brasil, a cada 3-4 meses.
Testes adicionais foram realizados sempre que necessario. Foram utilizados kits da

Beckton-Dickins em aparelhos FacsCount para este fim.

3.2.3- Carga Viral para HIV-1

A carga viral para HIV-1 foi realizada em laborat6rio de referéncia (SUS) a
cada 3-4 meses, de acordo com as recomendagdes vigentes no Brasil. Testes adicionais
foram realizados sempre que necessario. Para este teste, foi utilizado técnica NASBA
(Nuclisense Biolab®) com limite inferior de detecgio de 40 copias/mm’.

3.2.4- Testes de resposta Linfoproliferativa

Os testes de resposta linfoproliferativa foram realizados pelo Laboratorio de
Alergia e Imunologia Clinica e Experimental da FM-USP (Sio Paulo), uma vez durante o
estudo. Como tal procedimento ndo fazia parte do protocolo inicial, esta analise ndo foi
realizada em todos os pacientes. Foi utilizado um protocolo “in-house” para este fim

(Quadro 3). Indices de proliferagio maiores ou iguais a 3,0 foram considerados positivos.

Nos pacientes com resultados negativos, um novo teste foi realizado em no

minimo trés meses apos O primeiro.
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Quadro 3- Protocolo para Teste de Resposta Linfoproliferativa

Protocolo para realizacdo de Teste de Resposta Linfoproliferativa

1. Isolamento de células mononucleares do sangue periférico heparinizado por
centrifugacdo em gradiente de densidade Ficoll-Hypaque (Pharmacia, Sweden) e
ressuspensao em meio RPMI suplementado com gentamicina (40p g/mL) e 10%
soro AB (Sigma, USA) como previamente descrito (KALLAS et al., 1998).

2. Cultivo das células ( 2,0 x 10 */well) por 5 dias em placas de cultura de 96
alvéolos em triplicata (Corning- Costar, Cambridge, MA) a 37° C com 5% de CO,
na presenca de meio, Candida Metabolic Antigen 5 pug/mL (CMA, Sanofi-Pasteur,
Franga), Pokeweed Mitogen (PWM, 5.0 p g/mL) e antigeno CMV.

3. O CMV antigeno (CMV-Ag) foi preparado de sobrenadantes de fibroblastos de
pele humana AD169 como descrito (MENDES et al., 2001) e usado na dilui¢do
final de 1:25.

4. Avaliagdo da resposta proliferativa pela incorpora¢io de timidina triciada (1,0 p
Ci/well Radiochemical Center, Amersham, NEN, UK) adicionada 18 h antes do
fim do cultivo e a radioatividade medida em contador beta (1205 Betaplate Wallac
Oi, Turku, Finland). Os resultados foram expressos como indice de estimulagio
(IE) obtido pela divisdo da média de c.p.m / wells estimuladas com CMA, PWM
ou antigeno CMV pela c.p.m / wells com o meio sozinho ou sobrenadante de

cultura de fibroblastos humanos nio infectados, respectivamente.
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3.3- “Endpoints”

Os “endpoints” laboratoriais foram caracterizados por duas antigenemias
positivas consecutivas e/ou queda da contagem de células CD4+ para menos de 100
células/mm’.

Os “endpoints” clinicos consistiram de doenga pelo CMV ou forte suspeita de
doenga pelo CMV, que levasse ao tratamento especifico ou empirico com Ganciclovir ou
Foscarnet, a despeito dos resultados dos testes de antigenemia; ou Vitrite da Recuperagio
Imune (VRI), se a corticoterapia ndo fosse possivel ou ndo houvesse resultado em melhora
clinica.
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4- RESULTADOS
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Trinta e cinco pacientes foram incluidos neste estudo, sendo 12 provenientes do
Hospital de Clinicas da Unicamp, 18 do Instituto de Infectologia Dr. Emilio Ribas, e cinco
do Ambulatério Municipal de DST/AIDS de Campinas. Vinte e seis (74%) eram do sexo
masculino. A média de idade era de 37,2 anos (“range” 27-57, mediana 36 anos). A média
de tempo decorrido entre a recuperagio de CD4+ até a inclusdo no protocolo foi de 4543
dias (“range” 92-1038, mediana 307 dias) (Quadro 4).

A mediana de seguimento foi de 386,5 dias (“range” 96-504). Nenhum
seguimento foi inferior a 360 dias, exceto nos casos em que os critérios de “endpoint”
foram estabelecidos. Os dados de CD4+ prévios 4 HAART estavam disponiveis para 29
dos 35 pacientes. Destes, a média de CD4+ ao inicio do protocolo foi de 278 células/mm>
(“range” 112-684). Ao final do seguimento, a média de CD4+ era de 342 células/mm’
(“range” 113-755). O aumento médio na contagem de CD4+ durante o periodo de retirada
do Ganciclovir foi de 62 cells/mm”.
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Quadro 4- Centros de acompanhamento e caracteristicas pessoais dos pacientes

Instituicdo | Iniciais | Idade | Sexo | CD4+ pré-HAART® | CD4+>100*

00S | 36 | M 48 224

JP 37 | M 48 659

AMDA | MIM | 27 | F 92 124
MM | 42 | F 343 434

OAS 57 | M 9 926

JLC 33 | M 34 615

JBCS | 44 | M 48 175

WRA | 43 | M 26 307

MSIG | 27 | M ND 290

SFB 41 | M 103 181

s JCOB | 43 | M 52 770
AMSM | 32 | F ND 160

PMS | 46 | F 38 92

ECRJ | 38 | F 96 93

ER 4 | M 96 741

VAB | 27 | M ND 96

ARM | 27 | M 32 254

RFF 34 M 33 1038

RTOC | 34 | F ND 209

GPS 34 | M 54 1018

FON | 36 | M 33 884

ARP | 31 | M 16 716

ABS 36 M 22 513

CAC | 30 | M 16 823

ECSM | 33 | F 240 696

LAS 33 | M 123 846

T DM 27 | M ND 826
JFC 41 | M 51 175

JLP 32 | M 41 358

MSS | 44 | F 19 92

SLO | 43 | M 25 292

NCSM | 35 | M 120 730

HAO | 34 | M 24 153

JMRS | 43 | M 2 164

YHB | 53 | F 126 227

ND: Nao disponivel
#: CD4+ basal pré-HAART (exclui monoterapias e terapias duplas)
*:Periodo de tempo com CD4+>100 células/mm’ no inicio do protocolo (dias)
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4.1- Recorréncia da doenca pelo CMV e outros eventos

Dois pacientes (JFC ¢ AMSM) apresentaram doenga neurologica progressiva

com CD4+ maior que 100 células/mm’, como descrito abaixo:

No dia 120 do seguimento, o paciente JFC apresentou polirradiculopatia
progressiva e tipica retinite por CMV, levando ao diagnéstico clinico de doenga pelo CMV,
a despeito das antigenemias ¢ PCR para CMV negativas no liquor. Apos o tratamento com
Ganciclovir, houve recuperagio completa das fungSes neurologicas, e ndo houve
progressdo para perda visual. Os testes de resposta linfoproliferativa eram negativos,
indicando a auséncia de resposta especifica para CMV. A contagem de células CD4+, no

momento da recorréncia, era de 195 células/mm’.

O paciente AMSM apresentou febre e polirradiculopatia progressiva a partir do
dia 96 do seguimento. Tratamento empirico com Ganciclovir foi iniciado prontamente, a
despeito das antigenemias negativas. Foi realizada PCR para CMV no liquor duas semanas
apos a avaliagdo inicial (em material coletado no inicio do quadro clinico), com resultado
negativo. Os testes de resposta linfoproliferativa foram negativos, e a contagem de
linfécitos CD4+ no inicio do quadro era de 181 células/mm’. A despeito do tratamento
agressivo, o paciente faleceu antes que um diagnéstico etiologico pudesse ser estabelecido.

Os familiares, no entanto, néo consentiram com a realizagio da autopsia.

Um paciente (YHB) apresentou, no dia 322 do seguimento, quadro clinico
compativel com vitrite da recuperagio imune (VRI) - 739 dias ap6s inicio da HAART, mas
evoluiu com resolugio completa em duas semanas, sem necessidade do uso de
corticosterdides. A contagem de células CD4+ ao inicio dos sintomas era de 336
células/mm’, e os testes de resposta linfoproliferativa feitos no dia 14 do seguimento eram
positivos (indice=3,0).

Um paciente apresentou diminui¢do sustentada da contagem de CD4+, abaixo
de 100 células/mm’, a partir do dia 237 do seguimento, e foi excluido do estudo. A partir
deste momento, o paciente recebeu profilaxia secundaria e nio apresentou recidiva até o

final do estudo. Os testes de resposta linfoproliferativa foram negativos (indice=2,0) no
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momento da exclusdo. A contagem de linfocitos CD4+ ao final do seguimento era de 159
células/mm’.

4.2- Testes de Antigenemia (PP65)

Nenhum paciente apresentou antigenemias positivas durante este estudo,
incluindo os dois pacientes que necessitaram de Ganciclovir endovenoso (um deles com
diagnostico clinico estabelecido).

4.3- Testes de resposta Linfoproliferativa (LPA)

Os testes de resposta linfoproliferativa foram realizados em apenas 26 dos 35
pacientes. O indice de proliferagdo foi maior ou igual a 3,0 em quinze pacientes (57%) e
menor que este valor em onze pacientes. Nos pacientes positivos, a média dos indices de

prolifera¢@o era de 22.8 (“range” 3.0-154.9).

Nao houve correlagdo com os resultados de LPA e qualquer outro parimetro
imunologico medido no estudo, incluindo contagem de células CD4+ e CD8+ antes da
HAART, ao inicio do protocolo, no momento do LPA e ao final do seguimento. Também
se compararam os resultados de LPA com a razio CD4+/CD8+ nestes periodos, e ndo se
encontrou correlag¢do entre os dados. Por fim, comparam-se os dados de LPA com as razdes
CD4+ (ao final do seguimento)/CD4+ (pré-HAART) e CD8+ (ao final do
seguimento)/CD8+ (pré-HAART), e tempo entre CD4+>100 e o momento da realiza¢do do
LPA, sem que qualquer correlagio fosse encontrada. (Tabela 1)
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Tabela 1- Contagem de células CD4+ e indices de resposta linfoproliferativa

CD4+ basal | CD4+ ao inicio CD4+ no Indice de resposta

Iniciais -HAART) | do seguimento | momento do LPA | TCD4 | TCD4RS linfoproliferativa
JLE 34 153 321 981 615 0,4
JBCS 48 254 218 454 175 0,9
GPS 54 212 222 1332 | 1018 11,6
FON 33 353 471 1158 884 154,9
ARP 16 116 99 981 716 2,0
ABS 22 200 167 778 513 3,6
CAC 16 149 135 1115 823 228
ECSM 240 398 666 1045 696 15,6
LAS 123 581 685 1137 846 30,4
WRA 26 161 228 673 307 1,6
MSIG ND 329 480 358 290 3,9
JEC 51 184 175 367 175 0,9
MSS 19 187 199 388 92 4,0
SFB 103 204 353 611 181 4,0
JCOB 52 257 221 1197 770 20,6
AMSM ND 192 181 256 160 0,3
PMS 38 169 252 169 92 3,2
ECRJ 96 275 275 288 93 0,4
ER 96 191 144 844 741 28.4
VAB ND 165 165 220 96 2,0
MLM 343 495 495 616 434 2.9
OAS 9 684 660 1365 926 14,7
SLO 25 254 254 467 292 1.2
NCSM 120 380 386 1037 730 21,0
YHB 126 2271 227 493 227 3,0
ARM 32 259 240 582 254 0,9

TCD4: tempo decorrido com CD4+ acima de 100 células/mm’ até o final do seguimento
TCD4RS: tempo entre o primeiro CD4+ acima de 100 células/mm’ e a retirada da terapia

supressiva

ND: Nao disponivel
(*): Teste de resposta linfoproliferativa positivo (i > 3,0)
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5- DISCUSSAO
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Até ha poucos anos, pacientes com AIDS que apresentavam doencas
oportunistas como pneumonia por P. carinii ou retinite por Citomegalovirus tinham
indicacdo de profilaxia secundaria vitalicia. As conseqiiéncias desta abordagem sempre
foram desastrosas do ponto de vista clinico: a sobreposigio de doencas oportunistas € o
acimulo de drogas gerava aumento da toxicidade em varios 6rgdos e tecidos, tais como
medula 6ssea e sistema nervoso central e periférico. A soma de medicagdes e a interagdo
medicamentosa fazem da prescrigio médica um labirinto que o paciente com AIDS

freqiientemente nao est4 preparado para enfrentar.

A complexidade do esquema de tratamento da AIDS esti inversamente
relacionado a adesio do paciente ao tratamento anti-retroviral, o que compromete a
perspectiva de controle da carga viral a médio e longo prazos(BARTLETT et al., 2001).

Com isso, a busca pela simplificacgio de esquemas de tratamento visa nio
somente a humanizacdo do tratamento do paciente com AIDS, mas também a viabilizagdo
do objetivo final do tratamento, ou seja, controle da replicagio do HIV plasmatico e a
recuperacdo imune. Esta simplificagdo pode ser conseguida tanto pela simplificagdo
posoldgica, quanto pela observagio de medicamentos de uso continuo que passam a ser

desnecessarios dentro do esquema.

A retirada da profilaxia secundaria para CMV implicou na necessidade de um
seguimento clinico rigoroso, no qual os dados laboratoriais nio sio tteis na detecgdo
precoce da recidiva. Entretanto, este seguimento ndo foi mais dispendioso do que o
seguimento necessario para qualquer paciente com o mesmo grau de imunossupressdo. Nio
foi utilizado, no acompanhamento dos pacientes incluidos no estudo, nenhuma técnica,
exame ou rotina que ndo estivesse disponivel para os demais pacientes; a intervengdo, na

maior parte das vezes, se resumiu as avaliagdes médicas e 4 coleta de exames de rotina.

Nao se encontrou, neste estudo, qualquer evidéncia de que a antigenemia possa
predizer a reativagdo da retinite pelo CMV. O tnico paciente com recorréncia de retinite
por CMV ndo apresentou nenhuma antigenemia positiva durante o periodo de seguimento.
A doenca pelo CMV neste paciente pode ter sido causada apenas por reativacdo local, e ndo
por disseminagdo sistémica (TUFAIL et al, 1999). Este mecanismo de reativagio, ainda
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ndo bem compreendido, pode se dever a impermeabilidade do endotélio vascular do olho as
células imunoefetoras (JACOBSON et al., 1997). Além disso, a ativagio imune decorrente
da infecgdo por outros patogenos pode desencadear a reativagio do CMV. (SODERBERG-
NAUCLER e NELSON, 1999)

Dos 35 pacientes estudados, 57% eram respondedores em testes de resposta
linfoproliferativa. Estes resultados sio semelhantes aos descritos por Gerna (GERNA et al_,
2001). No entanto, entre os 11 ndo-respondedores (43%), apenas um apresentou recidiva
comprovada da retinite pelo CMV durante o seguimento. Em conformidade com os dados
previamente publicados na literatura, ndo se encontrou correlagdo entre os testes de
resposta linfoproliferativa (LPA) e as contagens de CD4+ e CD8+ pré-HAART, 2 inclusio
no protocolo, no momento do LPA, e ao final do seguimento. Também nio se encontrou
correlagdo entre os dados de LPA e o tempo decorrido com CD4+ maior que 100
células/mm’. Entretanto, julga-se importante ressaltar que a auséncia de um grupo-controle
€ o0 tamanho da amostra limitaram o valor desta analise.

A discrepancia entre a resposta CD4+ especifica e o LPA foi descrita
previamente em dois estudos. Piccinini relatou concordancia de apenas 80,7% entre a
resposta linfoproliferativa e a citometria de fluxo (para deteccio de células CD4+
especificas para CMV) em pacientes com AIDS (PICCININI et al., 2001). Keane,
comparando LPA e a produgio de IFN-gama por técnica de ELISpot, encontrou produgdo
de resposta especifica mesmo em alguns pacientes sem resposta linfoproliferativa positiva.
Outra  vantagem relatada da detecgdo da IFN-gama por técnica de ELISpot € a
possibilidade de usar células congeladas, o que facilitaria a dinidmica de coleta e
processamento de amostras em instituigdes com poucos pacientes (KEANE et al., 2000).
Nenhuma destas técnicas, citometria de fluxo ou ELISpot, foram utilizadas na detecgio de
pacientes sob risco de recidiva para CMV até o presente momento. No entanto, representam
objeto de estudo para estratificagio de pacientes com risco de recidiva da doenca pelo
CMV no futuro.

Encontrou-se, neste estudo, apenas um caso de VRI, em contraste com os dados
relatados por Karavellas (KARAVELLAS et al, 1999). Neste paciente, houve um
importante aumento na contagem de CD4+ (126 células/mm’ antes da HAART para 336
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células/mm’ na apresentagdo da VRI), conforme descrito por Jabs (JABS et al , 2002). Este
caso de VRI, ocorreu mais tardiamente no curso da recuperagéo imune do que previamente
descrito (HENDERSON e MITCHELL, 1999; KARAVELLAS et al,, 1999), sugerindo que

este evento pode ocorrer mesmo apds longo periodo do inicio da recuperagdo imune.

Em razdo da baixa recorréncia de retinite pelo CMV, e conforme sugerido
pelos dados publicados previamente, (BERENGUER et al., 2002; CURI et al., 2001;
JOUAN, M. et al, 2001; MACDONALD et al, 1998, MARGOLIS, 2000;
POSTELMANS et al., 1999; SORIANO et al., 2000; TURAL et al., 1998; TURAL et al.,
1999; VRABEC et al., 1998; WHITCUP et al., 1999) conclui-se que a retirada da profilaxia
para retinite por CMV € um procedimento seguro em pacientes com recuperagio imune
quantitativa apos HAART, com contagens de CD4+ estéveis e acima de 100 células/mm>.

A demonstragdo clinica do impacto da HAART na histéria natural da AIDS tem
sido um dos passos significativos em diregdio a uma compreensio mais completa desta

doenga.

Na era pos-HAART, observa-se um importante decréscimo na incidéncia de
doenga pelo CMV em pacientes com AIDS. (CASSOUX et al., 1999, DEGREZIA e
ROBINSON, 2001; MITCHELL et al, 1999; SALMON-CERON, 2001) No entanto, a
infecgdo pelo CMV permanece como um evento fortemente associado com alta morbidade
e mortalidade, principalmente nos casos em que a infecgdo oportunista abre o quadro
clinico definidor de AIDS e nos casos de faléncia terapéutica.

Novos esforgos devem ser direcionados para a elucidagio dos mecanismos de
reativagdo viral, o papel das imunidades celular e humoral no controle da viremia e os

mecanismos envolvidos na recuperagdo imune pos-HAART.
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6- CONCLUSAO



Conclui-se que a retirada da terapia supressiva para retinite por CMV ¢ segura

no contexto estudado.

N@o ha evidéncia de que a realizagio de testes periddicos de antigenemia
permita evidenciar pacientes com possibilidade de reativagdo da retinite por CMV, razio
pela qual um cuidadoso seguimento clinico e oftalmolégico parece ser suficiente nestes

Casos.
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