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RESUMO

Este trabalho apresenta os resultados da pesquisa intitulada Niveis de TNF-a e
seu Polimorfismo Genético em Pacientes HIV Positivos, Portadores de Lipodistrofia e em
Uso de Terapia Anti—retroviral. Objetivou—se, por meio da pesquisa ora apresentada, estudar
os niveis séricos de TNF-a ¢ seu Polimorfismo Genético em Pacientes HIV Positivos,
Portadores de Lipodistrofia e em Uso de Terapia Anti—retroviral. Justifica esse objetivo a
necessidade de melhor conhecer um dos fatores envolvidos no desenvolvimento de uma
sindrome clinica conhecida como lipodistrofia, considerada um efeito adverso da terapia anti—
retroviral, a fim de que esse conhecimento oportunize a exeqiiidade de um regime terapéutico
seguro, propiciando, desse modo, uma possivel melhoria na qualidade de vida dos pacientes.
A metodologia empreendida para a determinagdo quantitativa dos niveis séricos de TNF—a
utilizou-se do método ELISA, enquanto, tendo em vista a pesquisa da ocorréncia do
polimorfismo, utilizou—se da reagdo de PCR para a extragdo do DNA, seguida da digestao
pela enzima de restrigdo Ncol. Participaram da presente pesquisa 40 pacientes, dos quais 26
do sexo masculino e 14 do sexo feminino. Desses pacientes, procedeu—se a dosagem dos
niveis de TNF—a, bem como pesquisa da presencga ou auséncia do polimorfismo genético (—
308A).

PALAVRAS-CHAVE: Polimorfismo genético. Fator de Necrosito Tumoral alfa.
Lipodistrofia.



ABSTRACT

This work presents the results of the research entitled Levels of TNF-a and its
Genetic Polimorfism in Patient Positive HIV, Bearers of Lipodistrophy and in Use of Anti-
retroviral Therapy. It was aimed at, through the research for now presented, to study the levels
serics of TNF-o and its Genetic Polymorphism in Patient Positive HIV, Bearers of
lipodistrophy and in Use of Anti-retroviral Therapy. The need of know better the factors
involved in the development of a syndrome clinic known as lipodistrophy justifies that aims,
considered an adverse effect of the anti-retroviral therapy, so that that knowledge oportunize
the reliable of a safe therapeutic regime, propitiating, in that way, a possible improvement in
the quality of the patients' life. The methodology undertaken for the quantitative
determination of the serics levels of TNF-a it was used of the ELISA method, while, tends in
view the research of the occurrence of the polymorphism, it was used of the reaction of PCR
for the extraction of DNA, followed by the digestion for the restriction enzyme Ncol. Forty
patients participated of the present researches, which 26 were male and 14 were female. In
this patient, the dosing of the TNF-a levels was proceeded, as well as it researches of the
presence or absence of the genetic polymorphism (-308A).

KEYWORDS: Genetic Polymorphism. Alpha - Tumor Necrosis Factor. Lipodistrophy.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A SINDROME DA IMUNODEFICENCIA
ADQUIRIDA

Ao tratar sobre a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS ou Sida),
Nadler (1997) define essa doenca como uma avangada manifestacao clinica da infec¢ao pelo
virus da imunodeficiéncia humana, que apresenta-se como HIV-1 e HIV-2. Acrescenta ainda
que geralmente a infeccdo pelo HIV leva a uma imunossupressao progressiva, especialmente
da imunidade celular e a uma desregulagdo imunitaria. Tais desregulagdes e supressdes
imunitarias acabam por resultar em infecgdes oportunistas, neoplasias e/ou manifestacdes
outras (deméncia, caquexia, trombocitopenia, etc.) que sdo condi¢des definidoras de aids,
quando em presenga da infec¢do pelo HIV. Essa sindrome vem modificando profundamente a
pratica médica, a sociedade contemporanea e as iniciativas em satde publica em todo o
mundo.

Em 1982, a aids foi reconhecida a partir da identificagdo de alguns casos de
pneumonias extremamente graves e raras que logo chamaram a atencao dos epidemiologistas
do Centro de Controle de Doencas (CDC) nos Estados Unidos. Sepkowitz (2001), ao analisar
essas pneumonias, afirma que, até aquele momento, aquelas pneumonias eram observadas
somente em pessoas com graus severos de imunodeficiéncia, ocasionada por qualquer motivo,
tais como por quimioterapia e/ou mesmo por doengas congénitas e eram causadas pelo
Pneumocystis jiroveci. Também podiam-se observar que as pessoas acometidas
compartilhavam caracteristicas comuns, quais sejam: adultos jovens e sadios, homens que
fazem sexo com homens (HSH) e usuarios de drogas. Adiante em 1983, o HIV foi isolado
pelo grupo de LucMontagner, Instituto Pasteur, e posteriormente, em 1984, por Robert C.
Gallo, do CDC dos EUA.

A epidemia da infeccdo pelo HIV e da aids tornou-se um fenomeno global,
dindmico e instavel, cuja ocorréncia nas diferentes regides do mundo depende, entre outros
aspectos, do comportamento individual e coletivo do individuo. Essa doenca destaca-se entre
as enfermidades infecciosas emergentes pela sua grande magnitude e pela extensao dos danos
causados as populagdes e, desde a sua origem, cada uma de suas caracteristicas e repercussdes
tem sido exaustivamente discutida pela comunidade cientifica e pela sociedade em geral, tal
como preceituam Brito, Castilho e Szwarcwald (2001) e ratifica Scheld (2005) e Valente
(2005), porquanto esses estudiosos afirmam que apesar de ter sido restrita inicialmente a areas
especificas, o HIV disseminou-se rapidamente por todo o mundo, ocasionando uma epidemia
massiva e tornando-se mundialmente um dos maiores causadores de morte.
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De acordo com estimativas do Programa Conjunto das Nagdes Unidas sobre
HIV/AIDS (UNAIDS) em sua tltima atualizagdo de 2007, a prevaléncia do HIV parece estar
estabilizada. Entretanto, o niumero de pessoas vivendo e convivendo com esse virus aumentou
para 33,2 milhdes em 2007, comparado com 29,0 milhdes em 2001. Outras estimativas
demonstram que 2,5 milhdes de pessoas foram infectadas pelo virus HIV pela primeira vez no
ano de 2007 e que 2,1 milhdes de pessoas morreram de doengas relacionadas a aids. Esse
dados desenham um mapa preliminar da geografia da aids em certos espagos mundias, tal
como esposados em UNAIDS (2007) e Melchior (2006), respectivamente, a saber:

e A Africa Subsaariana permanece como sendo a regiio mais afetada.
Dados demonstram que 1,7 milhdes de pessoas foram infectadas pela
primeira vez pelo HIV no ano de 2007, chegando a um numero
alarmante de 22,5 milhdes de pessoas vivendo com o HIV. Outro fator
relevante ¢ o grande nimero de mulheres acometidas, chegando a 61%
do total de pessoas infectadas, o que difere de outras regides do mundo.

e No Brasil, cerca de 41 mil novos casos de aids foram registrados em
2004. A epidemia iniciou atingindo principalmente homens que
mantinham relagdes sexuais com homens e, em seguida, usuarios de
drogas injetdveis. No entanto, hoje a transmissdo heterossexual ¢
responsavel por uma propor¢ao crescente de infecgdes, sendo as
mulheres as mais afetadas. Conjuntamente a isso, observa-se a
interiorizacdo progressiva dessa epidemia cujo inicio remonta a década
de 90. Esse contexto ¢ corroborado, em consonancia com Tin (2005);
Fernandes (2005); Yu ( 2005); Garcia (2005), por meio da constatacao
de que, ha algumas décadas a aids era vista como uma doenca que
levava inevitavelmente ao Obito pelo fato de ndo haver qualquer
possibilidade de interferéncia farmacologica capaz de alterar o seu
curso. Contudo o tratamento dessa enfermidade, que era tida como uma
sentenca de morte, adquiriu avangos importantes apos a introducao da
terapia anti-retroviral combinada, outrora denominada Highly Active
Antiretroviral Therapy (HAART) e atualmente TARV, que tem
mudado drasticamente o curso da infec¢do pelo HIV.

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Apds duas décadas, desde que a aids foi reconhecida, o padrao epidemiologico
mundial da infec¢do pelo HIV sofreu importantes modificagdes. Atualmente a doenga estd
disseminada de forma ampla em todos os continentes, o que contrasta com o inicio, quando a
infecgdo se concentrava na América do Norte, Europa Ocidental ¢ regides da Africa
Subsaariana. De acordo com o relatério da UNAIDS (2007), hd uma estimativa de que,
atualmente, existam no mundo todo em torno de 33,2 milhdes de pessoas portadoras do HIV e
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que no ano de 2007 ocorreram 2,5 milhdes de novas infec¢des. No mesmo ano ocorreram 2,1
milhdes de obitos em decorréncia da aids. Acresce a isso a triste estatistica de que 68% das
pessoas infectadas pelo HIV e 76% das mortes decorrentes desta doenca estdo concentrados
na Africa Subsaariana. Em contra-partida, na Costa do Marfim, Quénia ¢ Zimbabue, tém-se
observado uma queda na taxa de prevaléncia; o que também se tem observado em paises
asiaticos dos quais sao exemplos Camboja, Mianmar e Tailandia.

As estatisticas esposadas no documento supramencionado informam, ainda,
que na América Latina, a epidemia permanece estavel. No ano de 2007 foram estimados 100
mil novos casos de infec¢ao pelo HIV e 58 mil mortes. Atualmente se estima que 1,6 milhdes
de pessoas vivem com HIV naquela regido. A transmissao do virus persiste entre populacdes
com risco iminente, haja vista o exercicio cotidiano de certas praticas de risco, tal como ¢
exemplo o risco a que profissionais do sexo e homens que fazem sexo com homens estdo
expostos. O sexo com parceiros que se descuidam da necessaria prote¢do constitui-se em um
grande fator de risco, propenso a desencadear varias doencas em niveis, muitas vezes,
epidemioldgicos. Ademais, fatores como o estigma da doenca e a discriminacdo generalizada
tém dificultado os esforgos na tentativa de se conseguir o acesso universal a prevengao, ao
tratamento, a aten¢do e ao apoio em relacao ao HIV.

O referido documento, em consércio com o BRASIL (2004) revela que, no
Brasil, desde o inicio da epidemia até 30 de junho de 2004 foram registrados 362.364 casos de
aids, tendo sido registrado 160.933 dbitos por essa sindrome no mesmo periodo. Atualmente o
nosso pais concentra um tergo das pessoas que vivem com HIV na América Latina. E digno
de destaque o indice de incidéncias da aids no Estado do Para, que notificou, entre os periodos
de 1985 a 2006, 4.049 casos, sendo 2.809 ocorréncias acometendo individuos do sexo
masculino ¢ 1.240 acometendo individuos do sexo feminino. Merece atengdo, ainda, o fato de
que no Pard também foi observado o maior numero de casos incidentes em individuos
heterossexuais, tal como nos diz SESPA (2006). Apés duas décadas, desde que a aids foi
reconhecida, o padrdo epidemioldgico mundial da infeccdo pelo HIV sofreu importantes
modificagdes. Atualmente a doenca esta disseminada de forma ampla em todos os
continentes, o que contrasta com o periodo inicial do aparecimento da doenca, quando a
infeccdo concentrava-se na América do Norte, Europa Ocidental e regides da Africa
Subsaariana.

O documento UNAIDS (2007) proporciona a construgdo de um quadro
panordmico de progndstico e de ocorréncias ja registradas de infeccdo pelo virus HIV. A
seguir, sumarizamos as principais informacgdes apresentadas pelo referido documento:

e Hé uma estimativa de que, atualmente, existam no mundo todo cerca de
33,2 milhdes de pessoas portadoras do HIV e que no ano de 2007
ocorreram 2,5 milhdes de novas infecgdes. No mesmo ano ocorreram
2,1 milhdes de 6bitos em decorréncia da aids.

e Das pessoas infectadas pelo HIV, 76% das mortes decorrentes de aids
estdo concentrados na Africa Subsaariana. Entretanto, na Costa do
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Marfim, Quénia e Zimbabue, tem-se observado uma queda na taxa de
prevaléncia, o que também tem-se observado em paises asidticos, tais
como Camboja, Mianmar e Tailandia.

e Na América Latina, a epidemia permanece estavel. No ano de 2007
foram estimados 100 mil novos casos de infeccao pelo HIV e 58 mil
mortes. Atualmente a estimativa ¢ de que 1,6 milhdes de pessoas vivem
com HIV na América Latina. A transmissdo do HIV persiste entre
populagdes com risco acrescido de exposicdo, destacando-se os
profissionais do sexo e homens que fazem sexo com homens. O sexo
desprotegido entre homens ¢ um fator de risco em varias epidemias.
Além do que fatores como o estigma da doenca e a discriminacao
generalizada tém dificultado os esfor¢os na tentativa de se conseguir o
acesso universal a prevengdo, ao tratamento, a atencdo € ao apoio em
relacdo ao HIV.

e No Brasil, desde o inicio da epidemia até 30 de junho de 2004 foram
registrados 362.364 casos de aids, do que resultaram 160.933 dbitos
por essa sindrome no mesmo periodo. Atualmente no Brasil concentra-
se um tergo das pessoas que vivem com HIV na América Latina. Nesse
contexto, o Estado do Paré notificou no periodo de 1985 a 2006 4.049
casos de aids, sendo 2.809 casos acometendo individuos do sexo
masculino e 1.240 acometendo individuos do sexo feminino.
Preocupante estatistica também ¢ a de que o Pard concentra o maior
nimero de casos de heterossexuais infectados pelo HIV segundo
boletim da SESPA (2006).

1.3 ETIOLOGIA

O HIV foi isolado pela primeira vez em 1983 Em 1986 foi identificado o
segundo agente etiologico com caracteristicas semelhantes ao HIV-1, denominado de HIV-2.
Ambos sdao capazes de infectar seres humanos e pertencem a familia dos retrovirus
(SEPKOWWITZ, 2001). Em trabalho produzido por Nadler (2001), os virus HIV-1 e HIV-2
sdo descritos como membros da familia Retroviridae, e subfamilia dos lentivirus. Esse grupo
de virus caracteriza-se por infec¢ao persistente, a despeito da resposta imune do hospedeiro;
por uma replicagdo dependente de um DNA dupla-hélice intermedidrio (provirus) integrado
ao genoma da célula hospedeira, conforme explica Nadler (1997).

Acresce ainda ao estudo do HIV, em consonancia com Ledo et al (1997), a
constatagdo de que o genoma desse virus ¢ constituido por duas moléculas iguais de RNA de
cadeia simples, envolto por uma capa protéica denominada capsideo viral. Mais externamente
existe ainda uma matriz de natureza lipoprotéica, o envelope, que abriga as glicoproteinas
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virais. No interior do nucleocapsideo encoomntra-se também a enzima DNA polimerase,
dependente de RNA (transcriptase reversa), cuja fungdo ¢ regular o processo inicial da
replicagdo dos retrovirus, quando ocorre a sintese de uma cadeia de DNA de cadeia simples, a
partir do molde do RNA viral. A particula viral apresenta um capsideo com simetria
icosaédrica, forma esférica e um tamanho final de aproximadamente 150nm. O autor
supramencionado neste paragrafo apresenta, ainda, uma subdivisdo em trés grupos do virus
HIV, quais sejam:os grupos O, M e N, sendo o grupo M considerado o principal € o mais
disseminado, além de ser composto por 10 subtipos designados de A a J.

Nadler (1997) expde a estrutura gendmica do HIV, descrita a seguir.

1.3.1 Genes estruturais:

* Gene env: codifica a sintese das proteinas do envelope do virus, ou seja,
gp160, cuja quebra gera a gp120 e gp41.

* Gene gag: ou gene do antigeno de grupo, que codifica a sintese das proteinas
da regido central do virus, ou seja, p55, cuja quebra gera a p24 e pl17.

* Gene pol: codifica as enzimas que atuam na replicacao viral, ou seja, p66,
pS1ep3l.

1.3.2 Genes reguladores:

* Gene tat — responsavel pela transativagdo viral, isto ¢, pela transmissdo de sinais recebidos
pela célula infectada e passados ao genoma viral.

* Gene rev — responsavel pela regulagdo da sintese de proteinas virais, isto €, regula a
propor¢do de producdo de proteinas reguladoras em relagdo as estruturais.

* Gene nef — regula negativamente a sintese das proteinas virais.

* Gene vif — € conhecido como fator de viruléncia, por acreditar-se que sua presenga esteja
associada a maior transmissibilidade da infeccao.

As proteinas reguladoras sdo sintetizadas em concentragcdes menores € os métodos soroldgicos
habituais ndo detectam anticorpos contra estas proteinas (NADLER, 1997).
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1.4 MECANISMOS DE TRANSMISSAO

Descrevendo os mecanismos de transmissdo do HIV, Scheld (2005) afirma
claramente que o contato sexual por relacionamento HSH ou heterossexual ¢ o principal meio
de transmissao do HIV, contribuindo com mais de 60% dos casos. A transmissdo sanguinea,
por sua vez, contribui com 30% das ocorréncias. Em contrapartida observa-se o decréscimo
da transmissdo do virus por meio da exposicdo a sangue e a seus derivados, dado o controle
feito por sorologia. Por outro lado, em usudrios de drogas injetaveis ¢ crescente o nimero de
contaminados, sendo esse ultimo grupo de individuos responsavel pela maioria (80%) em que
o risco foi atribuido ao sangue. J4 a transmissdo perinatal, insignificante no inicio da
epidemia, atualmente contribui com cerca de 3-5% dos casos com tendéncia ascendente em
paises subdesenvolvidos, haja vista o grande ntimero de mulheres infectadas. O risco de
transmissdo da mae para o concepto, incluindo o periodo gestacional, o trabalho de parto ¢ a
amamentacdo ¢ genericamente estimado em 25%. A transmissdo pode ser drasticamente
reduzida com o uso de terapia anti-retroviral.

1.5 DIAGNOSTICO SOROLOGICO

Vérios s3o os testes atualmente disponiveis, tais como: Ensaio
Imunoenzimatico ou ELISA; Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta; Reacdo de
Imunotransferéncia ou Western-Blot; PCR para diagnéstico da carga viral - discute-se a
realiza¢ao destas na eventual confirmagdo diagndstica — sendo ja aceito no diagnostico do
recém-nascido de mae soropositiva — visto serem altamente sensiveis € com custo competitivo
ao Western-Blot (NADLER, 1997).

1.6 TRATAMENTO

O tratamento da AIDS objetiva o combate especifico ao HIV e a prevencao e
controle de iniimeras infec¢des oportunistas que acometem o individuo, principalmente a
partir do momento em que desse acometimento resulta deficiéncia imunologica grave. A
avaliacdo dessa deficiéncia imunolégica deve ser feita clinica e laboratorialmente, com
mensuragao periodica de linfocitos T auxiliares (CD4+). Pacientes que apresentam nimero de
CD4+ menor que 200 células/mm3 t€ém maior probabilidade de desenvolver qualquer uma
dessas infecc¢des. Paralelamente, considera-se que individuos com niveis de carga viral acima
de 20.000 copias/ml apresentardo rapida deterioracdo do sistema imune e, conseqiientemente,
deterioragdo clinica, caso inexista intervencdo medicamentosa, tal como é recomendado em
Brasil (2003).



17

Rang et al (2004) afirma que o principal objetivo da terapia anti-retroviral ¢é
retardar a progressdo da imunodeficiéncia e/ou restaurar, tanto quanto possivel, a imunidade,
aumentando o tempo e a qualidade de vida da pessoa infectada. Por outro lado, Oliveira e
Lins (2003) informam que a TARV — associacdo de trés ou mais drogas, tendo os inibidores
da protease como classe de drogas predominantes — tem levado a uma substancial redugdo na
mortalidade dos pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) em todo o
mundo, culminando com o aumento da sobrevida em muitos anos, redu¢ao de episddios
morbidos, como infecgdes e canceres (Sarcoma de Kaposi, linfoma), diminuicdo do nlimero
de hospitalizagdes, e conseqiiente melhoria da qualidade de vida desses pacientes. Muitos
regimes terapéuticos resultam em supressdo quase completa da replicagdo do HIV-1.

Ressaltam, ainda, que véarios fatores chamam a atenc¢do quanto a toxicidade da
terapia anti-retroviral. Primeiro, desde que a erradicagdo ndo ocorra com a terapia atual, essa
necessita ser indefinida, a fim de preservar os beneficios clinicos. Segundo, a gravidade das
propor¢des epidémicas da infecgdo por HIV leva a liberagdo de muitos agentes anti-
retrovirais, freqiientemente com pouco conhecimento sobre a sua seguranga em longo prazo.
Terceiro, os beneficios da terapéutica tém diminuido os sintomas relacionados com as
infeccdes oportunistas e dado espago a sintomas relacionados com o uso das drogas. Contudo
com o uso do esquema HAART, a replicacdo do HIV ¢ inibida em grande parte das células do
SNC que provocam a redugdo da presenca do RNA do HIV no plasma para niveis com certo
limite de deteccdo e prolongamento da sobrevida do paciente. Todavia, o esquema ¢
complexo e apresenta muitos efeitos adversos. Além disso, a adesdo do paciente a esse
tratamento ¢ dificil, e a administracdo do tratamento pode ser permanente, visto que o HIV
ndo ¢ erradicado. O virus permanece latente nas células T de memoria, integrado no genoma
do hospedeiro, constituindo uma fonte para a reativagdo potencial se os farmacos forem
interrompidos.

Em Brasil (2003), encontra-se a recomendagdo de que o tratamento anti-
retroviral continua sendo indicado para todos os pacientes infectados pelo HIV, sintomaticos
ou assintomaticos, que apresentam contagem de linfocitos T CD4+ abaixo de 200/mm”.
Quando o paciente assintomdtico apresenta contagem de linfécitos T CD4+ entre 200 e
350/mm’, o inicio da terapia anti-retroviral deve ser considerado conforme a evoluc¢io de
pardmetros imunologicos, viroldgicos (carga viral) além de se ter em conta outras
caracteristicas dos pacientes (motivagdo, capacidade de adesdo, co-morbidades). Ademais,
esposa o referido documento que o uso de esquemas anti-retrovirais altamente ativos (trés ou
mais drogas) estd recomendado para todos os pacientes em inicio de terapia. A terapia inicial
geralmente ¢ composta por dois inibidores de transcriptase reversa analogos ao nucleosideo
(ITRN) associados a um inibidor de transcriptase reversa ndo analogo ao nucleosideo
(ITRNN). Nos pacientes com imunodeficiéncia mais grave, sintomaticos ou assintomaticos, o
ITRNN deve ser preferencialmente o efavirenz, e existe uma alternativa de, ao invés de um
ITRNN, se utilizar um inibidor de protease. Na edi¢do de 2006, o documento infra-
mencionado alude que, na escolha de ITRN para compor o esquema anti-retroviral inicial com
ITRNN ou IP, estdo recomendadas preferencialmente as associagdes AZT/3TC e d4T/3TC.
Essas associacdes AZT/ddI (com maior nimero de comprimidos), ddI/3TC (menos avaliada
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em estudos clinicos) e ddI/d4T (com maior potencial de toxicidade) permanecem como op¢ao
de segunda escolha.

O uso de potente terapia antiretroviral tem oportunizado a diminui¢do da
mortalidade e da progressdo da doenga em pacientes infectados com HIV. Todavia, a
morbidade secundéria a esta terapia em longo prazo tem crescido em importancia. Vale
salientar que essas morbidades podem ser definidas como, a sindrome de lipodistrofia, a
dislipidemia, a resisténcia a insulina e a osteopenia, que sdo os efeitos colaterais mais
preocupantes, afetando tanto adultos, como criangas. Além do que, as alteragcdes na
composi¢ao da gordura corporal (sindrome lipodistrofica) prejudicam a auto-imagem do
paciente e podem interferir na aderéncia ao tratamento antiretroviral, levando a falha

terapéutica (" ***N'F et al., 2005).

Estudos evidenciam que a utilizacao prolongada da TARV, principalmente dos
inibidores de protease, tem um impacto importante sobre o estado nutricional de seus
usuarios. Antes da chamada era-HAART, a perda de peso e a desnutri¢do, conseqiiéncias das
infecc¢des oportunistas, eram os maiores problemas nutricionais (JAIME et al., 2004).

\

Os efeitos adversos relacionados a administragdo de agentes anti-retrovirais,
em consonancia com o que afirma Moyle (2001), representam o maior obstaculo ao inicio e a
continuidade da terapia. A freqiiéncia, a severidade, as seqiielas e a maleabilidade dos efeitos
provocados atuam em favor dos riscos na relagdo risco/beneficio, fazendo com que seja um
verdadeiro dilema o debate sobre quando iniciar a terapia anti-retroviral.

Atualmente com os avancos no tratamento, as pessoas com HIV comumente
apresentam ao longo da infeccdo uma variedade de problemas nutricionais como perda de
peso, redistribuicdo de gordura e obesidade. A incidéncia da desnutri¢do tende a aumentar
devido a sobrevivéncia prolongada do individuo, sendo essencial monitorar anualmente o
peso dos pacientes assintomaticos e freqiientemente daqueles sintomaticos ou com mudanga
de peso. Para Moyle (2001) o foco principal das discussdes sobre esse tema tem-se situado
nas mudangas metabdlicas e morfologicas, freqiientemente aliadas a lipodistrofia, que
acompanha a terapia de longo prazo em muitos pacientes. As pesquisas realizadas com o
intuito de caracterizar e compreender os mecanismos desses problemas tém descoberto outras
alteracdes em individuos infectados por HIV, as quais podem ou ndo estar relacionadas a
lipodistrofia, ao uso de drogas especificas e/ou a classe de medicamentos, ou, ainda, a propria
infec¢do. Ja Grinspoon e Carr (2005), ao analisar as complica¢des metabdlicas do assunto em
tela afirmam que as complicagdes metabodlicas, incluindo dislipidemia, resisténcia a insulina,
alteragdes nos niveis hormonais e distribui¢cdo alteradas da gordura corpdrea (caracterizada
por perda do tecido adiposo subcutineo e um relativo aumento da gordura visceral) sdo
comuns em adultos infectados pelo HIV em uso de TARV. Essas complicagcdes podem
aumentar o risco de doengas cardiovasculares ou eventos cerebrovasculares. Destarte, lembra
Lichtenstein (2005), a sindrome de lipodistrofia compreende condi¢des variadas (lipoatrofia,
lipohipertrofia, sindrome mista, geralmente associada com dislipidemia e resisténcia a
insulina). Essas condi¢des, as quais algumas vezes podem ocorrer conjuntamente, também
podem ocorrer independentemente, sugerindo um complexo de causas multifatoriais
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Alteragdes no habito corporal relacionadas ao uso dos Inibidores da Protease (PI) tém sido
elatadas desde 1997, em ambos os sexos. Foram, também, notadas em pacientes nao tratados
com PI. As mudangas caracteristicas incluem acumulo de gordura com aumento da cintura
bdominal, da gordura dorsocervical (“giba de bufalo”), aumento das mamas e lipomatose.
Podem, também, manifestar-se por meio da perda ou deplecdo de gordura em nadegas,
membros (resultando em proeminéncias das veias) e face. Nao obstante, hd possibilidade de
0s pacientes apresentarem apenas acumulo anormal de gordura, ou somente deplecao dessa

gordura, ou ambos, sugerindo, dessa forma, que eles podem desenvolver anomalias distintas
(CASTELLAR; VILAR, 1999).

1.7 LIPODISTROFIA DO HIV

No que diz respeito aos aspectos genéticos que favorecem o desenvolvimento
da lipodistrofia, associada ao tratamento antirretroviral (TARV) até o momento, ¢ salutar o
adendo de que poucas informagdes ha sobre o tema. Os que ai se debru¢am de forma mais
aprofundada destacam o papel individual dos diferentes farmacos, da duragao do tratamento,
do sexo, idade e do grau de recuperagao dos linfocitos CD4+.Nenhum modelo, no que pese a
possibilidade de aplicagdo de todos esses fatores, é, no entanto, capaz de explicar
completamente os mecanismos que levam ao desenvolvimento da lipodistrofia. E provéavel
que outras variaveis ainda ndo identificadas fagam parte desse processo; porém ¢ importante
frisar que, provavelmente, a susceptibilidade individual exerga algum tipo de influéncia no
seu aparecimento. Lichtenstein (2005) conjectura que a prevaléncia da lipodistrofia varia de 2
a 84% em pacientes adultos e de 1 a 43% em criancas. Pacientes com lipodistrofia t€ém
freqlientemente obesidade central (lipohipertrofia) e lipoatrofia em face, membros ¢ nadegas.

Pacientes podem apresentar apenas lipoatrofia ou apenas lipohipertrofia
central, porém os dois achados podem vir associados. O aumento da gordura visceral estd
associado com risco cardiovascular aumentado bem como contribui para outros fatores de
riscos conhecidos, incluindo resisténcia a insulina e a desordens lipidicas, em pacientes sem
infec¢do pelo HIV.

Desse modo, o impacto da ma distribuicao de gordura e sua associagdo com
resisténcia a insulina e dislipidemia ha de ser preocupagdes 6bvias em pacientes infectados
pelo HIV. Grinspoon e Carr (2005) afirmam que o tipo, a duragdo e o uso corrente ou nao de
terapia anti-retroviral estdo fortemente associados com a severidade da lipodistrofia. A terapia
combinada baseada no uso de dois anadlogos nucleosideos inibidores da transcriptase reversa e
um inibidor da protease ¢ especialmente associada com a lipoatrofia severa. Por outro lado,
seguindo a esteira de Lichtenstein (2005), que alude aos muitos estudos atualmente
empreendidos acerca dos diversos mecanismos patogénicos para a redistribuicdo da gordura
corporea, pode-se afirmar que tais mecanismos incluem comprometimento na diferenciagao
de adipocitos, de apoptose de adipdcitos mediada por citocinas pro-inflamatdrias, como o



20

fator de necrose tumoral (TNF-a), desregulacdo da 11- B-hidroxiesterdide desidrogenase (11-
B-HSD) e toxicidade mitocondrial.

Estudos in vitro chamam atencao, demonstrando que os inibidores da protease
(PIs) podem inibir a lipogénese e que, especialmente o indinavir, pode agir pela alteragdao da
sinalizacdo do acido retindide, que representa uma etapa importante para a sensibilidade
insulinica intracelular. A hipotese ¢ a de que os PIs inibem proteinas envolvidas no
metabolismo lipidico, promovendo diminui¢do da diferenciacdo de adipdcitos periféricos,
com conseqiiente lipdlise periférica e aumento de acidos graxos livres circulantes, com
dislipidemia, obesidade visceral e resisténcia a insulina. O uso de indinavir e a associagao de
saquinavir-ritonavir sdo fortemente relacionados a sindrome. De um modo geral, a
prevaléncia relatada de mudanca na forma corporal, relacionada com Pls, varia de 1,8% a
71% em pacientes estudados, que foram submetidos de 3 a 24 meses de terapia. Em estudo
recente, Castellar e Vilar (1999) observaram que a terapia com PI induziu a um aumento de
duas a trés vezes nos niveis de apo-E e apo-C-III, associado a um incremento de até oito vezes
de lipoparticulas contendo apo-B. Entre tais pardmetros, apenas a apo-C-III se associou
fortemente a ocorréncia de lipodistrofia. Esta tltima apresentou-se em cerca de 50% dos
pacientes tratados Castellar e Vilar (1999).

Em seus estudos, Grinspoon e Carr (2005) ponderam que o inibidor da
transcriptase reversa analogo ao nucleosideo (ITRN) mais fortemente associados a lipoatrofia
¢ a estavudina, particularmente quando usada em combinagdo com a didanosina. A lipoatrofia
associada com ITRN pode ser devido, em parte, a injiria mitocondrial, resultante da inibi¢ao
da -DNA polimerase e da deplecdo do DNA mitocondrial de adipdcitos, no que pese ay
extensdo e a especificidade desse efeito permanecer desconhecido. Ademais, os ITRN podem
inibir a adipogénese e a diferenciacdo de adipocitos; podem promover a lipdlise e,ainda,
exercer efeito toxico sinérgico aos Pls in vitro e in vivo. Por outro lado, as experiéncias de
Lima, Verdeal e Farias (2005) espelham, além desses efeitos colaterais, alteragdes no
metabolismo 6sseo dos individuos soropositivos. A prevaléncia relatada de diminui¢do da
densidade mineral 6ssea em adultos infectados pelo HIV tem sido 22-50% de adultos com
osteopenia e 3-21% com osteoporose.

Para o diagnéstico da lipodistrofia podem ser utilizadas medidas
antropométricas, absormetria com dupla energia de Rx (DEXA), tomografia computadorizada
e ressonancia nuclear magnética. Ja para avaliagdo da dislipidemia, sao necessarias dosagem
dos niveis de colesterol total / fracdes, e triglicerideos e para avaliagdo da resisténcia a
insulina e diabetes, a realizagdo de curva glicémica (GTT) e dosagem da insulinemia basal
(VALENTE et al., 2005).

Ao analisar os possiveis tratamentos aplicaveis a lipodistrofia, ¢ possivel
afirmar ndo existir terapia aprovada para nenhum componente da sindrome lipodistrofica,
razdo por que a decisdo do tratamento condiciona-se a certas variaveis, das quais elecam-se:

* Presenca de sintomas;

* Estado clinico do paciente;
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* Tipo de anti-retrovirais utilizados;
* Tempo de uso dos anti-retrovirais;
* Presenca de um ou de mais fatores de risco cardiovascular.

Os resultados preliminares de estudos em que o PIs foi trocado por inibidores
da transcriptase reversa nao-nucleosideos (p.ex., nevirapina, efavirens) tém mostrado melhora
subjetiva e diminui¢cdo da gordura abdominal visceral, em alguns pacientes. Castellar e Vilar
(1999) confirmam que estudos com o hormdnio do crescimento tém revelado alguma reducao
na obesidade de tronco e na “giba de bufalo” apos trés a seis meses de tratamento, mas
nenhuma reversdo da perda de gordura periférica. Em alguns pacientes, as melhoras obtidas
reverteram-se com a interrup¢do do tratamento. Exercicios fisicos podem reduzir a massa
gordurosa total, inclusive a localizada no tronco. Lipoaspira¢ao tem sido usada com sucesso
no manuseio da giba; entretanto, ndo se verifica semelhante sucesso quando empreendida para
a retirada de gordura acumulada no abdome, que é, sobretudo, gordura visceral. O risco de
desenvolvimento das alteragdes lipodistroficas deve ser discutido com todo paciente,
suscetivel a terapia com PI. Corroboram as informagdes que aqui se trouxe a baila os estudos
de Schwenk et al (2000), segundos quais pesquisa com pacientes soropositivos, submetidos a
terapia anti-retroviral durante 12,6 meses, nos EUA, demonstrou que os IP acarretam
alteragdes significativas na composi¢ao corporal. Considerando que os pacientes ndo estavam
edemaciados e ndo houve aumento de massa magra, esse ganho ponderal estaria relacionado
ao aumento de massa gorda. Sugerindo, desse modo, que o aumento de gordura ¢
proporcional a porcentagem de gordura corpdrea do individuo antes do inicio da terapia.

1.8 ALTERACOES LIPIDICAS

A dislipidemia em niveis associados com aumento do risco de doenca
cardiovascular ocorre em aproximadamente 70% dos pacientes infectados pelo HIV-1
recebendo terapia antiretroviral (MONTESORI et al., 2004). As caracteristicas da
dislipidemia nessa sindrome incluem hipertrigliceridemia severa, baixos niveis de
lipoproteina de alta densidade (HDL) e elevagao da lipoproteina de baixa densidade (LDL).
Essa dislipidemia ¢ mais importante entre os pacientes que recebem inibidores de protease e
entre aqueles com redistribuicdo de gordura (lipoacumulagdo e lipoatrofia). Grinspoon e Carr
(2005), com base em seus estudos, afirmam que esses padrdes sdo extremamente
heterogénicos e, somados a outros fatores presentes no paciente HIV, tais como resisténcia a
insulina ¢ inflamagao vascular, levam ao aumento do risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares prematuras.

Muitos estudos postulam a associacdo entre hipercolesterolemia e/ou
hipertrigliceridemia e uso de inibidores de protease. Apds cinco anos de monitoramento de
pacientes soropositivos em terapia com IP, observou-se uma incidéncia cumulativa de novos
casos de hipertrigliceridemia. Estudos com um grupo de pacientes que nunca receberam
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inibidor de protease, ¢ que estavam em tratamento com inibidores de transcriptase reversa
analogos de nucleosideo, demonstrou que aqueles pacientes apresentavam niveis
significativamente elevados de triglicerideos, sugerindo, desse modo, a existéncia de outros
fatores implicados nessas alteragdes. As duas principais combinagdes de drogas observadas
foram zidovudina-lamivudina e estavudina-lamivudina (VALENTE, 2005). Analisando
fatores de risco, Sweet (2005) ponderam que fatores de risco tradicionais contribuem para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares em pacientes, razao por que esses fatores de
risco demandam a necessidade de manejo agressivo. Acresce, ainda, que pacientes HIV
positivos parecem suscetiveis a um aumento do risco de doenga coronariana, bem como para
diabetes e hipertensao, todos considerados fatores de risco para o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares. A terapia anti-retroviral parece aumentar a progressdo da resisténcia
insulinica e dislipidemia. O tratamento dos fatores de risco ¢ complicado devido as interagdes
droga-droga e droga-doenga.

Ademais, estudo realizado por Haugaard e colaboradores (2005) sugere que
pacientes HIV positivos com normoglicemia apresentam diminui¢do no metabolismo da
glicose e lipidios em multiplas vias, chegando a envolver o figado, tecido muscular e as
alteragdes funcionais da célula 3 pancreatica.

Destarte, na auséncia de um consenso especifico para o tratamento de
dislipidemia nos individuos soropositivos, utilizam-se os mesmos critérios do National
Cholesterol Education Program para a populagdo geral. Todos os pacientes adultos infectados
pelo HIV necessitam de dosagem anual de lipidios ou antes do inicio da terapia anti-retroviral,
ou a cada dois meses apds a instituicdo do tratamento, ou apos qualquer mudanca em seu
esquema terapéutico. E importante a investigacdo da presenga de historia familiar para
dislipidemia e/ou diabetes, bem como dos habitos de vida do paciente, tais como uso de
alcool, ou de medicamentos como estrogeno. Dessa forma, a mudancga no estilo de vida torna-
se indispensavel no tratamento da dislipidemia. As estatinas como a sinvastatina, lovastatina e
atorvastatina sdo metabolizadas pelo citocromo P-450, isoforma 34, o qual ¢ inibido pelos
inibidores de protease. Entretanto, a pravastatina e o ezetimibe podem ser boas
alternativaspara o tratamento. Nos casos de associagdo entre as drogas anti-retrovirais € os
antilipemiantes (fibratos e/ou estatinas), ¢ fundamental uma rigorosa monitoracdo da fungao
renal, das enzimas hepaticas e da creatinofosfoquinase (CPK), em razao da potencializagao
dos efeitos nefrotoxicos, hepatotoxicos e miotdxicos dessas medicacdes, tal como preceituam
Valente (2005); Grinspoon (2005) e Carr (2005).

1.9 ALTERACOES GLICEMICAS E RESISTENICA INSULINICA

O primeiro registro de casos de hiperglicemia em pacientes soropositivos foi
formalizado pelo FDA que, em 1997, relatou sua ocorréncia em 83 pacientes em uso de
terapia anti-retroviral com inibidores de protease. Em 1998, Carr e colaboradores realizaram
estudo de corte transversal por meio do qual verificou-se que a lipodistrofia, a hiperlipidemia
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e a resisténcia insulinica eram complicagdes comuns, resultantes dos inibidores de protease
nos pacientes HIV. Para esse estudo, o diabetes ndo foi considerado evento comum. Bem a
propdsito, vale citar que Currier et al (2004) afirmam que a prevaléncia de diabetes melitus ¢
quatro vezes mais comum em homens em terapia antiretroviral comparado com homens nao
infectados. A incidéncia de pré-diabetes e diabetes ¢ de duas e trés vezes respectivamente.

O tratamento de individuos ndo infectados pelo HIV com indinavir (IP)
promoveu instalagdo rapida de resisténcia insulinica, sem mudangas na composi¢ao corporal.
No entanto, ¢ importante salientar que a resisténcia insulinica pode estar associada a propria
infeccdo pelo HIV, provavelmente pela agdo direta do virus na funcdo das células beta
pancreaticas, assim como nos mecanismos de secre¢do insulinica ¢ o que informa Valente et
al (2005). Para Currier (2004) e Sweet (2005), o diabetes parece também contribuir para
seqiielas neuroldgicas das infecgdes por HIV. Um estudo de coorte examinou os fatores
associados com varias fungdes cognitivas em uma coorte de adultos infectados por HIV e
concluiu que o diabetes foi mais comum entre pessoas idosas e foi associada com piora global
da funcao cognitiva e da func¢ao psicomotora.

Estudando a terapia anti-retroviral, Grinspoon e Carr (2005) afirmam que ela
pode levar ao fluxo alterado de substratos, incluindo 4cidos graxos livres, bem como aciimulo
de lipidio intramiocelular, alteragdes nos niveis de adipocina e baixos niveis de adiponectina,
além de redugdo da expressdo de PPARy em adipdcitos subcutineos. A terapia anti-retroviral
pode também contribuir para alteracdo da homeostase da glicose. Inibidores de protease
(incluindo indinavir, amprenavir, nelfinavir e ritonavir) mostraram induzir resisténcia a
insulina in vitro pela reducdo do transporte de glicose mediado pelo transportador 4 de
glicose, sem afetar a sinalizagdo pds-receptor de insulina. Os resultados de estudos clinicos
tém sugerido que indinavir e lopinavir apresentam efeito adverso em curto prazo na
sensibilidade a insulina. Inibidores de protease tais como atazanavir e saquinavir podem ter
minimos efeitos na sensibilidade a insulina. Inibidores de protease podem também reduzir a
secrecao de insulina pela célula beta pancredtica, o efeito primario, porém ¢ a resisténcia a
insulina. Efeito direto dos andlogos de nucleosideos no metabolismo da glicose ndo tem sido
demonstrado, mas tais drogas podem contribuir para resisténcia a insulina indiretamente
através de mudangas na distribuicao de gordura.

Hadigan e colaboradores (2004) e Valente (2005) realizaram estudo
randomizado, duplo-cego, com trés meses de seguimento, visando avaliar os efeitos da
roziglitazona na dose de 4mg/dia em pacientes HIV com hiperinsulinemia e na lipoatrofia de
28 pacientes soropositivos em terapia anti-retroviral. Esses estudos espelharam melhora
significativa na sensibilidade insulinica, na elevacdo dos niveis de adiponectina, na reducao
dos acidos graxos livres e no aumento da gordura periférica com uso da medicagdo em relagao
ao grupo placebo. Em contrapartida, um estudo australiano com o mesmo desenho ndo
observou alteragdes significativas na composi¢ao corporal em um seguimento de 12 meses.
Dessa forma, ¢ imperioso constatar a necessidade de novos estudos a fim de avaliar os
beneficios desses medicamentos em pacientes infectados pelo HIV.
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 Dermatolo
Figura 1 — Sindrome de Lipodistrofia (Giba)
Fonte: AIDSmeds.com

Figura 2 — Sindrome de Lipodistrofia (perda da gordura de bichat)
Fonte: AIDSmeds.com

Figura 3 — Sindrome de Lipoistroﬁa (lipoacumulagio visceral)
Fonte: AIDSmeds.com
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Figura 4 — Sindrome de Lipodistrofia (lipoatrofia em membros)
Fonte: AIDSmeds.com

1.10 ALTERACOES NOS NIVEIS DE TNF-0 E SEU POLIMORFISMO GENETICO

Citocinas pro-inflamatorias sdo responsaveis pela patogénese de diversas
doencas inflamatodrias, auto-imunes e infecciosas. Nesse contexto, o TNF-a (fator de necrose
tumoral alfa) desempenha um papel central. Em 1893, durante a observagdo de ocorréncia de
necrose hemorrdgica e diminuicdo de tamanho de um tumor apds uma infeccio
estreptococica, Dr. William Coley pressupos a existéncia do TNF-a, que também pode ser
denominado catequina. No entanto somente nas duas tltimas décadas do século XX, passou a
ser caracterizado biologicamente, teve suas funcdes determinadas e seu gene mapeado
(SILVA, 2004).

O gene que codifica essa proteina estd localizado dentro do Complexo
Principal de Hiscompatibilidade (CPH), comum em todas as espécies de vertebrados, e que
compreende um segmento cromossomico de 4000 kilobases (Kb), sendo considerado a regiao
mais polimorfica de todo o genoma. No seu interior, sdo encontradas as regides de classe I, 11
e III do Complexo de Antigenos Leucocitarios do complexo HLA e onde estdo contidos os
loci classicos (HLA-A,-B, e -C ) (SILVA, 2008)

As acoes efetoras das citocinas estdo em estreita relacdo com os seus niveis
circulantes. Desse modo, sua desregulacdo génica e, principalmente, o aumento de sua
producdo, alteram a homeostase do organismo, determinando alteracdes orgéanicas especificas
e sistémicas. As alteragdes nos niveis de TNF-a representam um fator fundamental na
patogénese de diversas enfermidades. O TNF-a ¢ uma citocina que tem um papel fundamental
nos mecanismos normais da imunidade inata e imunidade adquirida. Tem-se descrito que o
polimorfismo genético das citocinas pro-inflamatérias, entre elas o TNFa, empreendem
predisposi¢des ao desenvolvimento de enfermidades como conseqiiéncia de um possivel
aumento da atividade transcripcional dos genes que a codificam (AGUILLON et al, 2002).
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As fases cronicas da infeccdo pelo HIV associam-se a um moderado declinio
da propor¢do de células T que produzem o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Apds a
administracdo de inibidores de protease, hd um aumento absoluto e proporcional de células T,
sintetizando TNF-o em todos os pacientes, o que contribui, provavelmente, com a restauragao
imune nesses individuos. Essa polarizagdo de células T para a sintese de TNF-o seria
favoravel ao desenvolvimento da lipodistrofia, porquanto o TNF-a reduz a captura de acidos
graxos livres pelos adipocitos por meio da inibicdo da lipoproteina lipase, resultando, desse
modo, perda de gordura, aumento de lipogénese hepatica favorecida pela estimulacdo da
triglicéride sintetase e, desta feita, resultando hiperlipidemia. Ademias, o aumento da
producdo do TNF-a pode também contribuir, indiretamente, para a perda de gordura pela
ativacdo da producdo de leptina e resisténcia a insulina. Ressalte-se, contudo, que ainda
emergem discussoes acerca da correlagdo entre niveis plasmaticos de TNF-a e os parametros
lipidicos séricos, ndo obstante as sugestdes de que as alteragdes podem ser locais. Sugestiona-
se também que variagdes na producdo de citocinas pro-inflamatorias entre individuos podem
estar associadas a diferentes polimorfismos genéticos, propiciando, desse modo, a resposta
imune durante a doencga. Diferentes formas alélicas de varios gens de citocinas sao conhecidos
até o momento, destacando-se ai os polimorfismos de base tnica (SNPs) nas posi¢des -238 e -
308. Nesses polimorfismos ocorrem uma substituicdo GA. Essas mutagdes parecem estar
relacionadas a diferengas na expressdo génica e na secre¢do de proteinas, no que pese tal
afirmacdo ainda ndo ser consenso na comunidade cientifica. A presenca de SNP -308 esta
associada com aumento da transcri¢do do gene TNF-a. Clinicamente, a presenca do alelo -308
(TNF2) esta associada com a susceptibilidade a varias enfermidades, das quais sdo exemplo a
maléria cerebral e a hanseniase, que estdo diretamente relacionadas com niveis elevados de
TNF-a circulantes no sangue periférico. Por outro lado, a presenga mutagdes, como as em
tela, também estd associada a protecdo em algumas formas de hanseniase. A SNP na posigao -
238 esta associada com a diminuicao da transcricdo do TNF-a. Em pacientes HIV positivos, a
presenga desse alelo relaciona-se a protegdo (OLIVEIRA et al., 2004).

1.10.1 Fisiopatologia do TNFa

Aguillon et al (2002) esboca a definicdo de TNF-o como uma molécula
secretora nao glicosilada, de 17 kDa, derivada de uma molécula de 26kDa, produzida,
principalmente, por macrofagos. Em condigdes fisiologicas, forma um homotrimero de
55kDa, ndo estabilizado covalentemente. Possui 2 receptores transmembrana; um de 55kDa
(TNFR1 ou R ou CDI1 20a) e outro de 75kDa (TNFR2 ou p75R ou CDI1 20b), que seriam
parte de uma familia emergente de receptores. Como produtos da digestdo proteolitica de um
dominio extracelular de TNFR1 e TNFR2, surgem dois tipos de receptores soluveis (TNF
binding proteins), que envolvem-se na regulacdo dos niveis circulantes da citocina. Ao ligar-
se aos seus receptores, o TNF-a estimula fatores de transcri¢do, tal como o fator nuclear
Kappa b (nf-kb) e a proteina de ativacdo 1 (ap-1) os quais, atuando no nucleo das células,
transcrevem proteinas imunorreguladoras essenciais para a ocorréncia de respostas
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inflamatorias, além do que ativam a expressao de antigenos da classe I do complexo principal
de histocompatibilidade (cph) na membrana celular que reconhece antigenos circulantes,
podendo, ainda, induzir a morte celular programada — apoptose —, ressalte-se, porém, que isso
tudo dependente dos comandos celulares.

Tém sido atribuidas ao TNF-a varias agdes deletérias, tais como alteragdo das
propriedades hemostaticas do endotélio vascular, em decorréncia da indugdo da atividade pro-
coagulante, o que leva a inibicdo da expressdo de trombomodulina na membrana celular além
de favorecer, com isso, a formagdo de trombo, coagulagdo intravascular e oclusdo dos vasos
sanguineos. Os endotélios pulmonares e cerebrais sdo mais sensiveis aos efeitos deletérios
dessa citocina (DANIEL-RIBEIRO; CRUZ, 2000).

Em algumas doencgas cronicas que cursam com caquexia, das quais ¢ exemplo
a aids, o TNFa, atuando sobre a biossintese de varias moléculas especificas do adipocito por
meio da supressao do acido ribonucléico mensageiro (mRNA), inibe enzimas como a lipase
lipoprotéica cuja funcdo ¢ a captacdo e estocagem de triglicerideos exdgenos, aumentando,
dessa forma, o nivel de colesterol na circulacio (SILVA, 2004).

O TNF-a pertence a familia FNT, na qual estdo incluidas a linfotoxina ou
FNT-B e os ligantes Faz (FasL), CD27, CD30, OX40 e CD40. Essa classe de proteinas tem
como receptores o receptor do FNT tipo 1 (FNT-R1), o do FNT tipo 2 (FNT-R2), o do FNT-
(LT-BR), além do receptor do Faz (Faz) e do CD40. Esses receptores caracterizam-se por
multiplos dominios ricos em cisteina nas porgdes extracelulares. A capacidade dos receptores
FNT-R1 e Faz para induzir expressao génica ou apoptose reside na presencga de dois dominios
nas porg¢des citoplasmaticas , chamados “dominio de morte” (ABBAS et al, 2003).

Com a finalidade de induzir a apoptose, o TNF-o passa a desencadear uma
cascata de eventos intracelulares, que envolvem varias enzimas, dentre as quais as proteases
especificas de aspartato cisteina (caspases) e a proteina interagente do receptor (RIP), que
caracterizam-se por possuirem dominios ricos em cisteina. Quando ativadas, as caspases
clivam proteinas-alvos especificas no dominio do aspartato das cadeias polipeptidicas,
continuando, destarte, o evento apoptotico.

O TNF-0, ao iniciar o processo, liga-se ao FNT-R1. Em seguida, sofre
trimerizagdo e recruta para si a proteina do dominio de morte associada ao FNT-R1(TRADD),
cuja finalidade ¢ servir de plataforma para outras proteinas, entre essas, a proteina do dominio
de morte associada ao Faz (FADD/MORT1), o fator 2 associado ao receptor-1 do TNF-a
(TRAF2) e a RIP. O FADD/MORT]1 recruta a caspase-8 para si ativando-a, iniciando, assim,
a clivagem de proteinas-alvos como a RIB e a proteina agonista do dominio de morte-BH3
(BID) e a estimulacdo de outras caspases. A clivagem da RIP pela caspase 8 ¢ altamente
seletiva e ocorre precocemente durante a ativagao da via apoptética (LIN et al, 1999; SILVA,
2004). Apos ser clivada, a BID atua sobre a mitocondria e leva a liberagdo do citocromo c,
que, por sua vez, liga-se ao fator ativador da apoptose (APAF) e estimula a caspase-9. Esse
mecanismo ainda ¢ desconhecido (LIN et al, 1999).Com a progressdo desse processo, outras
caspases sdo estimuladas e ativam proteinas-alvo, como a endonuclease do 4acido



28

desoxirribonucléico (DNA), que entra no nicleo e corta a fita de DNA, levando ao dano do
controle central da célula. Em decorréncia da acdo de outras cinases, ocorre desintegracdo do
citoesqueleto, fragmentacdo e formagdo dos corpos apoptoticos, que sdo englobados por
células removedoras.

Quanto a imunidade, para que ocorra sua estimulagdo, ¢ necessario que o
TRAF-2 ligue-se ao TRADD ou que a RIP ndo seja submetida a clivagem.O TRAF-2 atua por
meio de enzimas MAP quinases (MEKKI1, JNKK e JNK) que fosforilam o fator de
transcri¢do denominado proteina de ativagdo 1 (AP-1), levando, por conseguinte, ao seu
desligamento da proteina que a mantém no citoplasma e que permite a sua entrada no nucleo
da célula. A RIP ndo clivada atua sobre o fator kappa B (NF-kB) de forma semelhante. E
imperioso lembrar, ainda, que o TNF-a ¢ considerado um agente chave na imunidade, na
atividade anti-tumoral, antiviral e na antibacterina. Induz ao crescimento tissular,
diferencia¢do dos tecidos e imunorregulagdo. Em individuos saudaveis, os seus niveis sdo
varidveis entre 50 pg/ml a niveis ndo detectaveis. Os niveis acima de 100 pg/ml, geralmente,
estdo relacionados com enfermidades (AGUILLON et al, 2002). Também atribui-se a0 TNF-a
a estimulacdo da sintese de varios grupos de moléculas de adesdo celular, a indugdo de trocas
vasculares, o que afeta a adesdo de leucocitos e promove atividade pro-coagulante. Se esses
efeitos ocorrerem em grande escala, podem causar coagulacdo intravascular disseminada, tal
como podemos observar em pacientes em choque séptico. Alguns dos efeitos toxicos do TNF-
a, como choque e inflamacao, sdo mediados pela inducdo de apoptose, principalmente através
de 1 TNFR1 (AGUILLON et al, 2002).

A despeito do seu papel fisiologico, o TNF-0, quando em niveis elevados, esta
relacionado com a patogénese de enfermidades associadas ao Complexo de
Histocompatibilidade, especialmente naqueles com um componente inflamatério e autoimune,
tais como lipus eritematoso sistémico, obesidade associada a resisténcia a insulina e sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AGUILLON et al, 2002).

1.10.2 Polimorfismo genético do TNF-a

O aumento na expressio do TNFa e o desenvolvimento de doencas
inflamatérias cronicas e auto-imunes poderiam ser explicados, dentre outros fatores, pela
ocorréncia de polimorfismo em seu gen. Tem-se sugerido que tanto a variabilidade das
regides promotoras, quanto a incidéncia de fatores de transcricdo associados modulariam a
magnitude da resposta secretora dessa citocina.

O gene que codifica o TNF-a localiza-se na regido central do MHC, entre os
loci HLA-B e HLA-D, no braco curto do cromossomo 6, no segmento correspondente as
moléculas do MHC de classe III (HAJEER, HUTCHINSON, 2000). O locus do TNFa
apresenta uma variedade de sitios polimorficos, tanto na regido codificante quanto em sua
circunvizinhanga. S3o descritas duas formas de polimorfismo, quais sejam: os polimorfismos
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mononucleotidicos (SNPs — Single Nucleotide Polymorphisms), nos quais ocorre a troca de
um nucleotideo, podendo ser detectado em qualquer lugar do DNA, em seqiliéncias
reguladoras no extremo 5’ (promotor); ou depois da regido codificante (regido ndo transcrita
do extremo 3’); ou dentro do DNA que codifica a proteina. Nesta categoria tem-se
identificado varios SNPs, em que destacamos a transcri¢do G/A nas posigdes 308 e 208 da
regido promotora do gene do TNFa. A segunda variante polimérfica ¢ o DNA microsatélite,
que se distribui em todos os cromossomas por meio do genoma. Essas sdo seqiliéncias
repetitivas de DNA, ndo transcritas e de longitude varidvel, que se localizam em regides nao
codificantes (AGUILLON et al, 2002). Ainda, relativamente ao assunto em tela, faz-se
relevante atentar para o fato de que a lipodistrofia esté freqiientemente relacionada a atrofia de
gordura periférica e ao acimulo de gordura visceral. Esses efeitos ocorrem em mais de 40%
dos pacientes HIV positivos que fazem uso de TARV por um ou mais anos.

A lipodlise, que freqiientemente esta aumentada nesses pacientes, parece ter um
papel importante para o desenvolvimento do fenodtipo da lipodistrofia por acelerar a
redistribuicdo da gordura. O TNF-a intensifica a lipdlise. Altos niveis plasmaticos tém sido
relatados em pacientes HIV positivos com lipodistrofia, quando comparado com pacientes
HIV positivos sem lipodistrofia e com controles saudaveis. Alguns trabalhos tém
demonstrado uma possivel Pcorrelagdo entre a expressdao do TNF-a em tecido adiposo
subcutdneo e sua expressdo no plasma de pacientes HIV positivos em uso de TARV,
sugerindo, destarte, que o aumento do TNF-a plasmatico pode aumentar a liberacdo de TNF-a.
para os tecidos. Citocinas pro-inflamatérias como o TNF-o induzem a um nimero de
alteragdes metabdlicas, incluindo a hiperlipidemia e a resisténcia a insulina (HAUGAARD et
al, 2000).

A secrec¢ao do TNF-a varia consideravelmente entre diferentes individuos, isso
se deve particularmente ao controle genético. A regido promotora do polimorfismo apresenta
uma transcri¢do ativa bem descrita e tem sido observada em um grande ntimero de doencgas
infecciosas. O TNF-a tem numerosas agdes, além de que ele pode ser considerado como um
possivel indutor genético (MAHER, 2002).

Resultado de pesquisas varias espelham conclusdes de que a TARV esta
associada com o actiimulo progressivo de células T, indutoras da produ¢ao do TNF-a, criando,
desse modo, um ambiente pro-inflamatério que pode contribuir para o desenvolvimento de
doengas inflamatérias imunes. Dessa forma, a polariza¢ao de células T para a sintese de TNF-
a favorece o desenvolvimento da sindrome de lipodistrofia por contribuir para ocorréncia de
alteragdes no metabolismo lipidico (LEDRU et al, 2000).

Um grande nimero de indutores de TNFa, incluindo proteinas do HIV, tem
sido descritos. No que pese a carga viral do HIV ser altamente suprimida pela TARYV,
reservatorios virais ainda persistem e a liberacdo de proteinas virais, como a Tat, em
consorcio com maiores concentragdes de TNF-RII soluvel, poderia levar a ativagdo de NFkB
e posteriormente 4 iniciagio da producdo de TNF-a E mister, portanto, empreender rigorosos
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mecanismos de controles, a fim de prevenir a producdo cronica de TNF- a e, por conseguinte,
as conseqiiéncias adversas posteriores (LEDRU et al, 2000). Sobre o tema ora discutido, ndo
ha de se negligenciar o fato de que o polimorfismo genético do TNF-a determina a ocorréncia
dos alelos 238 A e 308 A, que podem ser detectados em pacientes HIV positivos em uso de
TARYV e portadores de lipodistrofia por meio da reagdo em cadeia de polimerase. Por outro
lado, diversos estudos tem demonstrado que o alelo 238 A apresenta diferenga significante,
quando comparados pacientes HIV positivos com lipodistrofia e pacientes HIV positivos sem
lipodistrofia. Ressalte-se, contudo, que ndo se verifica diferenca quando se comparam
pacientes HIV positivos com lipodistrofia e pacientes HIV negativos. Também ndo se
reconhece diferenca em relagdo ao alelo 308 A quando se compara pacientes HIV positivos
com lipodistrofia e pacientes HIV negativos (MAHER, 2002). Outros estudos, utilizando a
detecgdo da sintese de citocina intracelular e a apoptose em linfécitos em pacientes nao
tratados, sugestionavam que a apoptose representa um papel imprescindivel na regulacao
negativa da sintese de TNF-a por células T. Na verdade, mesmo em pacientes saudaveis,
produtores de TNF-a sdo altamente sensiveis a apoptose, € isso estd parcialmente relacionado
com a expressao da molécula Bcl-2. Durante a progressao natural da infeccdo pelo HIV, a
suscetibilidade de produtores de TNF-a para a apoptose aumenta progressivamente, € esse
aumento, por sua vez, relaciona-se com a diminuicdo das representacdes daqueles em
amostras de sangue de pacientes. Aos aspectos supramencionados, aduz, ainda, o fato de o
polimorfismo 308A definir os alelos TNF1 (G/G) e TNF2 (G/A e A/A). Ademais, o alelo
TNF2, tem sido descrito como o mais importante na regulagdo da producdo do TNFa.

Ressalte-se, por ora, a existéncia de estudos in vitro utilizando células
estimuladas com lipopolissacarideos, os quais indicam que as de genotipo TNF2 representam
uma maior expressao da citocina quando cotejadas com as do genoétipo TNF1. Os trabalhos
que medem a atividade transcripcional desses alelos afiguram-se contraditérios. Dentre as
doencas cuja ocorréncia tem sido influenciada pelo polimorfismo 308A, conta-se a artrite
reumatdide, o lupus eritematoso sist€émico, a hanseniase, a tuberculose e a sindrome de
resisténcia a insulina (SCHIATTINO et al., 2001).
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Figura 5 — Mecanismos de apoptose e da transcri¢do génica induzidos pelo FNT-a TNF-a:
fator de necrose tumoral alfa, TFN-R1: receptor 1 do TNF, MC: membrana celular DM:
“dominio de morte”, TRADD: proteina do dominio de morte associada ao FNT-R1, FADD:
proteina do dominio de morte associada ao ligante Faz, RIP: Proteina Integrante do Receptor,
RIPc: RIP clivada, RIPnc: RIP ndo clivada, RIPn: fragmento da RIP clivada sem atividade
conhecida, TRAF 2: fator associado ao FTN-R1, Caspase-8: NF «B: fator nuclear kappa B,
MEKKI1, JNKK, JNK, cascata de enzimas N-terminal MEK e Jun cinases AP-1: proteina
ativadora 1.

Fonte: LIU et al, 1996; BARNES; KARIN, 1997; LIN et al, 1999; VERHAGEN et al, 2001;
ABBAS, 2003.
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2 JUSTIFICATIVA

A Lipodistrofia define-se como uma sindrome que ilustra a importancia do
funcionamento normal do tecido adiposo para a maioria dos processos metabdlicos vitais do
organismo. Contudo, a fisiopatologia de suas alteragdes endocrino-metabolicas, bem como
seus agentes causais e sua possivel associacdo a TARV, ainda ndo foram totalmente
esclarecidas.

Para que se possa reduzir a morbimortalidade decorrentes dessa sindrome e,
ainda, para que se tenha mais conhecimento sobre a seguranca dessa terapia, faz-se necessario
compreender a gravidade e as proporgdes de seus efeitos adversos. Compreendendo esses
aspectos, provavelmente relacionados a lipodistrofia e a terapéutica implementada nos
pacientes, vislumbra-se ser possivel garantir, aos mesmos, um regime terapéutico seguro e
uma melhoria na sua qualidade de vida tanto a curto quanto a longo prazo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os niveis séricos do fator de necrose tumoral alfa e seu polimorfismo
genético em pacientes HIV positivos, portadores de lipodistrofia e em uso de terapia anti-
retroviral.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a freqiiéncia do polimorfismo genético do TNF-a e sua associagdo com
as diferentes formas clinicas da sindrome de lipodistrofia (forma mista, forma lipoatrofica e
forma lipohipertréfica);

Avaliar se hé associagdo entre os niveis séricos de TNF-a e seu polimorfismo
genético;

Avaliar se héd associagdo entre os niveis de TNF-a com o tempo de terapia e
com a carga viral;

Avaliar se ha correlagdo entre os niveis de TNF-a e as variaveis idade e sexo
do paciente.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA E COLETA DE DADOS

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Nicleo de
Medicina Tropical (UFPa), mediante protocolo n. 068/2006. Este projeto esta inserido no
projeto “Terapia Anti—retroviral e Lipodistrofia: uma abordagem -clinico—terapéutica e
etiopatogénica”.

Empreende-se um estudo transversal, valendo-se uma amostra constituida por
40 pacientes HIV positivos em uso de TARV por um periodo maior de 1 (um) ano e
portadores de lipodistrofia, os quais foram encaminhados pela rede publica para o
Ambulatorio de Lipodistrofia do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto. Apos terem
sido esclarecidos e terem, em seguida, lido o termo de livre consentimento — desse modo,
estando livres e esclarecidos e conscientes — aceitaram participar do estudo e demonstraram
sua aquiescéncia assinando o referido termo.

Os pacientes foram selecionados mediante preenchimento dos seguintes
critérios de inclusdo: pacientes adultos, de ambos os sexos, com sorologia positiva para HIV,
em uso de terapia anti-retroviral por um periodo maior de 1 ano, com manifestacdes clinicas
sugestivas de lipodistrofia e atendidos no ambulatério de lipodistrofia do Hospital
Universitario Jodo d e Barros Barreto. Tendo sido excluidos pacientes sem sorologia positiva
para HIV, criancas, adolescentes e gestantes.

4.2 METODOLOGIA

Apo6s esclarecimento acerca dos procedimentos e objetivos da pesquisa foi
solicitado aos participantes que lessem atentamente e assinassem o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

Os procedimentos incluiram: informag¢des sobre TARV e lipodistrofia,
referenciados por meio de uma abordagem educativa e sistematizada de forma a minimizar o
temor do paciente em relagdo a aderéncia ao tratamento anti-retroviral e a possiveis falhas
terapéuticas; preenchimento dos dados clinico-epidemioldgicos contidos na folha protocolar;
solicitacdo de

exames para avaliar o quadro clinico do paciente; coleta de sangue para
dosagem do TNF-a sérico e seu polimorfismo genético.
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4.3 ETAPAS DO TRATAMENTO

4.3.1 Caracterizacao dos pacientes

Foram coletados dados gerais de identificagdo dos pacientes e informagdes
sobre possiveis fatores de risco, relacionados ao desenvolvimento de lipodistrofia, tais como
sexo, idade, raca, tempo de uso de TARV e carga viral.

4.3.2 Exame fisico

Foram observadas e descritas as principais manifestagdes clinicas relacionadas
a sindrome de lipodistrofia, como também foram feitas as medidas antropométricas de cada
paciente, a fim de avaliar o grau de lipodistrofia, lipohipertrofia ou sindrome mista. Dentre os
valores catalogados estio presentes: altura, peso, Indice de Massa Corporal (IMC),
circunferéncia abdominal, da coxa e braco bilateralmente (utilizando fita métrica), além da
espessura da prega cutinea suprailiaca, subcapsular e em biceps e triceps, utilizando-se de um
adipdmetro.

4.3.3 Exames complementares

Os pacientes que fizeram parte deste estudo foram submetidos aos seguintes
exames complementares: hemograma completo, niveis de colesterol total e fracodes,
triglicerideos, enzimas hepaticas (AST e ALT), insulina basal, curva glicémica, acido urico,
uréia e creatinina, a fim de identificar dislipidemia e outras possiveis alteracdes metabolicas
relacionadas a sindrome lipodistrofica. Para a realizacdo deste trabalho foram avaliados os
niveis séricos de TNF-a e o polimorfismo no gene codificador da citocina.

4.3.4 Fichas protocolares

Os dados foram coletados em fichas protocolares durante o periodo de
realizacdo desta pesquisa.
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4.3.5 Avaliacao dos niveis de TNF-a e polimorfismo no gene codificador da citocina

Visando a dosagem dos niveis de TNF-a, os pacientes foram submetidos a
puncdo sangliinea em veia braquial, para coleta de 5 ml de sangue, que foram acondicionados
em tubos “vacutainer” contendo EDTA. Imediatamente apos a pun¢do venosa, as amostras
sanguineas foram transportadas em isopor contendo gelo para o Laboratério de Virologia da
UFPa, onde, apés a separagdo do plasma das células, foram congeladas em frizer com
temperatura igual a - 70°C.

A determinagdo quantitativa das concentragdes do TNF-a foi realizada
utilizando-se o método de imunoabsor¢do enzimatica (Human TNF-a ELISA Kit,
ANTIGENIX AMERICA, Inc.). Esse teste utiliza como antigeno um anticorpo monoclonal
especifico.

4.3.6 Métodos de Biologia Molecular

» Extracdo do DNA: utlizou-se o método de extragdo de DNA total a partir de células
mononucleadas do sangue periférico das amostras positivas para os marcadores da resposta
inflamatoria, em consonancia com o protocolo do kit de isolamento de acido nucléico da
Puregene, Gentra Systems, Inc., USA. O procedimento ocorreu seguindo-se as etapas de lise
celular, de precipitacao de proteinas, de precipitacdo do DNA e de hidratacdo do DNA.

* Genotipagem do polimorfismo: para a analise da mutagdo especifica (G—A, na posi¢ado -
308 da regido promotora do gene TNF-a), o DNA foi amplificado por meio da Rea¢do em
Cadeia da Polimerase e, posteriormente, digerido pela enzima de restrigdo Ncol (Biolabs/New
England/USA).

A reagdo foi realizada em um volume final de 10 ml, contendo 50ng de DNA
total extraido, 0,2mM de cada ANTP, 2,0 pmol/ml de cada iniciador, 2,0 mM de MgCl2, 50
mM de KCI, 10mM de Tris-HCI ph 8,3 e 0,4 de Taq DNA polimerase. O par de iniciadores
empregado nesta reacao foi: TNF-a-308F: 5’- AGGCAATAGTTTTGAGGGCCAT-3’ e
TNF-0-308R: 5 TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3" os quais amplificam um segmento de
107 pb (SALLAKCI et al, 2005).

A reacdo de amplificagdo foi realizada nas seguintes condic¢des: desnaturagdo
inicial a 94°C por 3 minutos, 35 ciclos de 45 segundos a 94°C (desnaturacdo), 45 segundos a
60°C (hibridizacdo), 45 segundos a 72°C (extensdo) e uma extensao final de 5 minutos a 72°C.
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O produto amplificado foi submetido a digestdo com a endonuclease de
restricdo Ncol em um volume total de 10 mL, contendo 5 mL do produto amplificado, 1 mL
de Ncol, 1 mL de tampao e 3 mL de agua deionizada, o qual foi incubado a 37°C por 6 h. A
enzima Ncol pode clivar o produto da digestdo em trés fragmentos de 102 pb, 87 pb ¢ 20 pb
(heterozigose), em dois fragmentos de 87 pb e 20 pb (homozigose para o alelo G), ou nao
clivar o produto (homozigose para o alelo A).

Os produtos das amplificagdes e das digestdes enzimaticas foram visualizados
apos eletroforese (100 V/45 minutos) em gel de acrilamida a 8%, em tampao TAE 1x (TAE
40x estoque — TrisBase 1,6 M, Acetato de Na 0,8 M ¢ EDTA-Na2 40 mM/1000 mL agua
deionizada), contendo 5 mL de brometo de etidio (10mg/mL), mediante a utilizacdo de
transiluminador com fonte de luz ultra-violeta.

A presenca ou auséncia da mutagao -308 na regido promotora do gene do fator
de necrose tumoral definiu dois padrdes, quais sejam:

Padrao I: com presenga de mutagdo -308
Padrao II: sem mutagdo -308

Os individuos do Padrdo I foram subdivididos em homozigotos (AA) e
heterozigotos (GA) para alelo com a mutagdo. Os individuos do Padrdo II eram todos
homozigotos (GG). Apo6s a identificagdo, os alelos foram alocados no Padrao I ou II e feita a
contagem dos tipos alélicos e suas freqiiéncias correspondentes.

Tipo de Alelos

107 pb Tamanho
do
87 pb Fragmento

Figura 6 — Representacao da distribuicao dos alelos do FNT-a no gel de poliacrilamida,
corado com nitrato de prata e submetido a eletroforese, conforme o tipo de nucleotideo
presente na posicao — 308.
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4.4 METODOS ESTATISTICOS

Os resultados quantitativos obtidos durante o presente estudo foram
armazenados em planilhas eletronicas, utilizando o software Microsoft Excel 2000 e
analisados por meio dos softwares BioEstat 5.0, estabelecendo-se em 0,05 (5%) o nivel alfa
de rejei¢do da hipotese de nulidade. As varidveis continuas foram analisadas pelo estudo de
medidas de tendéncia central, como média e mediana, bem como por medidas de
variabilidade, como o desvio-padrdao. As hipoteses foram avaliadas pelos seguintes testes:
exato de Fisher para avaliar associagdao entre o polimorfismo do TNF-a e as formas clinicas
de lipodistrofia; correlagdo de Spearman para avaliacdo da correlagdo entre niveis de TNF
com idade e carga viral; para as demais comparagdes de média e mediana; foram utilizados os
teste “t” de Student, andlise de variancia de Kruskal-Wallis e teste de Mann-Whitney,
dependendo da varidvel ter distribuicdo paramétrica ou ndo-paramétrica.

Os dados qualitativos obtidos foram organizados por meio do software
Microsoft Word versdao 2000 e, posteriormente, descritos, interpretados e analisados, valendo-
se de raciocinios indutivos, dedutivos e comparativos. A utilizacdo dos procedimentos
supramencionados espelhou os resultados que, a seguir, serdo esposados.
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5 RESULTADOS

Foram avaliados 40 pacientes. Observou-se que, do total, 14 pacientes (35%)
correspondiam ao sexo feminino e que 26 pacientes (65%) correspondiam ao sexo masculino,
desta feita, os grupos mostraram-se nao se apresentam igualmente distribuidos, sendo
significativamente maior o numero de pacientes do sexo masculino.

Ao se comparar a idade em anos entre os sexos masculino e feminino,
observou-se uma média de idade de 44,7+8,30 anos e 42,92+10,11 anos, respectivamente.
Apresentando, desse modo, uma média total da amostra de 44,1+8,88 anos. Sem, contudo,
essa média apresentar diferenca estatisticamente significativa (p=0,547), tendo sido utilizado
o Teste “t”. O grafico 1, a seguir, apresenta a média e desvio padrdo da idade em anos
discriminado por sexo dos pacientes HIV positivos e portadores de lipodistrofia, atendidos no
Ambulatorio de Lipodistrofia do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto.

Idade Estatistica Descritiva
Anos
75
E5
45
35 J
25 J
Idade F Idade M Idade T

Grafico 1 — Média e desvio padrio da idade em anos discriminado por sexo, dos pacientes
HIV positivos e portadores de lipodistrofia atendidos no ambulatorio de lipodistrofia do
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto.

Em relacdo ao nivel de TNF-a, quando comparado entre os sexos masculino e
feminino, observa-se que a média do TNF-a corresponde a 25,56+36 pg/ml ¢ 30,42+12,88
pg/ml, respectivamente. Sendo o p= 0,7552 (Mann-Whitney), o que demonstra que também
nao houve diferenca estatisticamente significativa (Grafico 2).
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Grafico 2 — Média e desvio padrdo dos niveis de TNF-a comparados entre os sexos
masculino e feminino dos pacientes HIV positivos e portadores de lipodistrofia atendidos no
ambulatorio de lipodistrofia do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto.

Correlacionando-se os niveis de TNF-a com a idade em anos dos pacientes,
observa-se uma correlacdo linear negativa, mostrando que pacientes mais jovens apresentam
niveis de TNF-a mais elevados. Esse estudo demonstra uma diferenca estatistica significativa
(p=0,0032), o que pode ser visualizado por meio do Grafico 3, exposto a seguir.
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Grafico 3 — Correlagdo linear negativa entre os niveis séricos de TNF-a e a idade dos
pacientes HIV positivos e portadores de lipodistrofia atendidos no ambulatorio de
lipodistrofia do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto.

Coeficiente de Spearman (rs)=-0.4545 p=0,0032.

Nesse estudo, como demonstra o Grafico 4, observou-se que ndo ha uma
correlacdo entre os niveis de TNF- a e o tempo de uso de TARV (rs=0,2226 p=0,1673
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Grafico 4 — Correlacdo linear negativa entre os niveis de TNF-a e o tempo de uso de TARV

pelos pacientes HIV positivos e portadores de lipodistrofia atendidos no ambulatorio de
lipodistrofia do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto.
Coeficiente de Spearman (rs)=-0,2226 (p)=0,1673

Por meio do Grafico 5, pode-se observar que o tempo de uso de TARV
apresentou média de 8,17+3,65 anos. Ainda, quando comparamos o tempo de uso da TARV
entre os sexos masculino e feminino, constatou-se que a média de tempo de uso de TARV
corresponde a 9,42+3,53 anos e 5,85+2,68 anos, respectivamente, apresentando, desse modo,
diferenca estatisticamente significativa (p = 0,0025) (Gréafico 5).

Tempo TARY Estatistica Descritiva
Aroe

25

20

T L]

Tempo TARY  Tempo TARY F Tempo TARY M
Grafico 5 — Média e desvio padrao do tempo de uso de TARV de acordo com o sexo e o

tempo médio e desvio padrao total da amostra (pacientes HIV positivos e portadores de
lipodistrofia atendidos no ambulatorio de lipodistrofia do Hospital Universitario Jodao de
Barros Barreto).
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Tempo total amostra: 8,17 + 3,65 anos
Tempo F: 5,85+ 2,68 anos

Tempo M: 9,42 + 3,53 anos

Mediana=  5.000 (F) 10.000 (M)
Teste: Mann-Whitney

p-valor (bilateral) = 0,0025

Ao classificar a Sindrome de Lipodistrofia nas diferentes formas clinicas
(forma lipoatréfica, forma mista e forma lipohipertréfica) e comparar os niveis de TNF-q,
pode-se constatar que a média dos niveis TNF-a na forma lipoatréfia corresponde a
24,76+2,7pg/ml, na forma mista corresponde a 27,6+7,45pg/ml e na forma lipohipertrofica
corresponde a 38,4+18,6 pg/ml. Também no caso em tela, ndo se verificou diferenca
estatisticamente significativa (p=0,2376). O grafico 6, a seguir, esposa esse resultado.
Entretanto, utilizando-se do teste de ann-Whitney para comparar os niveis de TNF-a entre as
formas lipoatréfica e lipohipertdfica, observou-se um p-valor unilateral = 0,0562 e um p-valor
bilateral = 0,1123.

THF Estatistica Descritiva
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Grafico 6 — Niveis séricos e desvio padrao dos niveis de TNF-a nas diferentes formas clinicas

de lipodistrofia (formas lipoatrofica, mista e lipohipertrofica) dos pacientes HIV positivos e
portadores de lipodistrofia atendidos no ambulatorio de lipodistrofia do Hospital Universitario

30

Jodo de Barros Barreto.

Forma lipoatrofica: 24,76+2,7 pg/ml

Forma mista: 27,6+7,45 pg/ml
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Forma lipohipertrofica: 38,4+18,6 pg/ml
Teste: Kruskal-Wallis=  0,2376

P=0,2376

No presente estudo, procedeu-se também a comparagdo da distribuicdo do
polimorfismo genético do TNF-a (-308A) nas diferentes formas clinicas de lipodistrofia. Com
base nesse procedimento, atestou-se que o polimorfismo esta presente em 25% dos pacientes
portadores da forma lipoatréfica e 37,5% dos pacientes portadores da forma mista, o que
espelha diferenca estatistica nao significativa (p=0,483). Dos quatro pacientes que
apresentavam a forma lipohipertréfica, o polimorfismo estava presente em dois pacientes, tal
como se atesta por meio dos dados constitutivos do Quadro 1, a seguir exposto.

Quadro 1 — Presenca do polimorfismo genético do FNT-a nas diferentes formas clinicas da
lipodistrofia dos pacientes HIV positivos e portadores de lipodistrofia atendidos no
ambulatorio de lipodistrofia do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto.

Polimorfismo S. Lipoatrofica S. Mista S.
Lipohipertrofica

Sim 5 6 2

Nao 15 10 2

Teste Exato de Fisher
S. Lipoatrofica x Mista:
p=0,483

Polimorfismo: lipoatrofica 5/15 (25 %), Mista: 6/10 (37,5 %)

A freqiiéncia do plimormismo do TNF-a -308A na amostra (n=40) estd
distribuida da seguinte forma:

*Gene AG (heterozigoto)=30%
*Gene AA (homozigoto)= 2,5%

*Gene GG (selvagem) = 67,5%

O Gréfico 7, a seguir, demonstra a comparacdo entre os niveis de TNF-a e o
b 9
polimorfismo genético -308%, o que permite visualizar que os niveis de TNF-a na presenga do
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polimorfismo apresenta uma média e desvio padrdo igual a 28,51+£16,46 pg/ml e na auséncia

do polimorfismo a média e desvio padrao foram de 26,65+6,34pg/ml, demonstrando, desse
modo, diferenca estatisticamente ndo significativa (p=0,9770).
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Grafico 7: Média e desvio-padrao de TNF-o na presenca ou auséncia do polimorfismo
genético -308A dos pacientes HIV positivos e portadores de lipodistrofia atendidos no
ambulatorio de lipodistrofia do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto.

Polimorfismo

Presente: TNF: 28,51 + 11,46
Ausente: TNF: 26,65 + 6,34

Soma dos Postos (Ri) 265.5 554.5
Mediana = 24.41 25.36
p-valor (bilateral) = 0.9770

Teste: Mann-Whitney

Por outro lado, o Grafico 8 apresenta a relagdo entre os niveis de TNF-a ¢ a
carga viral dos pacientes. Com base nos dados desse grafico, a seguir exposto, nota-se que
nao houve uma diferenga estatisticamente significativa (p=0,2545).
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Grafico 8 — Comparacdo dos niveis de TNF-a com a carga viral dos pacientes HIV positivos
e portadores de lipodistrofia atendidos no ambulatério de lipodistrofia do Hospital

Universitario Jodo de Barros Barreto.

-1-CV+ -2-CV-
Tamanho da amostra = 9 11
Minimo 22.9700 20.1000
Maximo 64.6200 38.2900

Mediana 25.3600 24.4100

Média Aritmética  30.4178 CV +26.0173 cv -
Desvio Padrao 13.3769 CV + 5.4510 cv —
TNF CV +x TNF CV -

p-valor (bilateral) = 0.2545 teste: Mann- Withiney

Equilibrio de Hardy-Weinberg:



46

Nao Houve diferenca significativa entre as proporcdes genotipicas (x2= 0,0607
e p=0,8054), permitindo concluir que a casuistica estudada encontra-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg. Frequéncia do alelo G= 0,825 e a freqiiéncia do alelo A= 0,175.



47

6 DISCUSSAO

O esquema terapéutico atualmente utilizado no tratamento do HIV/aids,
denominado TARYV, tem como finalidade inibir a replicagcdo viral por meio da redugdo do
RNA do virus (HIV-1) no plasma humano a niveis indetectaveis e aumentar o nimero de
células TCD4+. Segundo SOUZA (2005), a TARV constitui-se em quatro classes de
medicamentos: os inibidores de protease (PIs); os inibidores da transcriptase reversa andloga
ao nucleotideo (ITRN); os inibidores da transcriptase reversa ndo analoga ao nucleotideo
(ITRNN); os inibidores de fusdo (IF).

No que pese o eminente avanco no arsenal terapéutico, efeitos adversos tém
sido descritos, dentre os quais elencam-se: uma sindrome caracterizada por ma distribui¢do da
gordura corporal e varias anormalidades metabolicas, denominadas de Sindrome de
Lipodistrofia. A incidéncia desses efeitos adversos contribuem sobremaneira para a nao
adesdo ao tratamento por parte dos pacientes.

Neste contexto, a produ¢do de citocinas pro-inflamatérias, mediante estimulos
antigénicos passam a desempenhar um papel fundamental no que diz respeito a competéncia
imunolégica. Sendo assim, o TNF-a tem demonstrado ser um elemento de suma importancia
nos casos de doengas infecto-contagiosas, porquanto atua sinalizando para um controle da
proliferacao dos agentes infecciosos, localizados a nivel sanguineo ou intratecidual.

Na pesquisa ora apresentada observou-se uma incidéncia maior de lipodistrofia
em pacientes do sexo masculino infectados pelo virus HIV, quando comparado com o sexo
feminino (65% e 34%, respectivamente), o que estd de acordo com a literatura, se
considerarmos a incidéncia nas diferentes formas clinicas da sindrome de lipodistrofia, haja
vista que nessa sindrome a prevaléncia de lipoatrofia foi maior no sexo masculino. Na
presente pesquisa, tal como espelha o grafico 5, a forma clinica da lipodistrofia que
prevaleceu foi a lipoatrofia. H4 de se destacar que a literatura acerca desse assunto ndo aponta
resultados semelhantes aos que aqui se apresentam quando levado em consideragdo apenas o
sexo, porquanto os dados descritos referem-se a uma prevaléncia maior no sexo feminino,
sem levar em consideracdo, no entanto, a incidéncia correlacionando o sexo com a forma de
lipodistrofia.

Quanto a idade, a média foi equivalente nos grupos masculino e feminino
(44,7+8,30 anos e 42,92+10,11 anos, respectivamente). Ressalta-se, ainda, que a média total
da amostra foi igual a 44,1+8,88 anos. Conjectura-se que esses resultados relacionam-se
diretamente com o tempo de uso de TARV

Em relagdo aos niveis de TNF-a, quando comparados com sexo , observou-se
que ndo existe uma diferenga estatisticamente significativa, apesar de se ter observado uma
média maior no sexo feminino. Esse resultado poderia ser explicado pela maior ocorréncia de
lipohipertrofia em mulheres, haja vista que o TNF-a é considerado uma adipocina, ou seja,
um fator secretado também pelo tecido adiposo. Outro fator que poderia justificar essa
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incipiente diferenca seria o nimero pequeno de pacientes nesta casuistica. Quando comparado
com a faixa etdria dos pacientes, observou—se uma correlacdo linear negativa que pode ser
justificada pela evolugdo cronica da doenga. Contudo, destaque-se, a literatura da area nao
apresenta estudos que corroborem semelhante resultado. Nesse sentido, acredita-se que essa
conclusdo encontra abrigo no fato de que, com a evolugdo da doenca, os niveis de células T
indutoras da produ¢do de TNF-a diminuem e conseqiientemente decrescem os niveis de TNF-
Q..

Comparando os niveis médios de TNF-a com o tempo de TARYV, observou-se
uma correlacdo linear negativa, porém estatisticamente nao significativa. Contudo, para esse
resultado, ndo se encontra uma justificativa absolutamente conclusiva. Desta feita,
conjectura—se que fatores variados, ocorridos ao acaso, possam ter sobrevindos nessa
ocorréncia. Por outro lado, observando e comparando os niveis de TNF-a nas diferentes
formas clinicas da lipodistrofia percebeu-se que ndo héd uma diferenca estatistica significativa.
Entretanto, verificaram—se niveis de TNF-o mais elevados na forma lipohipertréfica, como
espelha o grafico 6. E importante demonstrar que, quando se utilizou do teste de Mann—
Whitney a fim de comparar os niveis de TNF-a com as formas lipoatréfica e lipohipertrofica,
obteve—se um p—valor unilateral = 0,0562 ¢ um p—valor bilateral = 0,1123, demonstrando,
assim, que o p—valor unilateral esta proximo do nivel alfa de rejei¢ao da hipdtese de nulidade
(p=0,05). Apesar da falta de dados disponiveis na literatura, conjectura-se o acimulo de
tecido adiposo na forma lipohipertréfica como fator indutor da sintese de TNF-a.. Ainda pode
esse resultado refletir o nimero pequeno de pacientes incluidos nessa amostra.

No que tange a distribuicdo do polimorfismo genético do TNF-a (-308A) nas
diferentes formas clinicas de lipodistrofia, ndo fora visualizada uma correlagdo
estatisticamente significativa, apesar de ter sido observado que, na forma mista, o percentual
encontrado (37,5%) fora maior do que na forma lipoatrofica. Acredita-se que fatores
relacionados ao acaso podem estar relacionados com esses resultados, no entanto nao se pode
deixar de enfatizar que tais resultados possam ser decorrentes apenas do pequeno tamanho da
amostra (n=40).

O polimorfismo -308A definiu os alelos TNF1 (GG) e TNF2 (AG e AA),
sendo o TNF2 considerado o mais importante alelo na regulacdo da produgdo do TNF-a.
Nessa casuistica, a distribuicdo dos alelos encontrados corresponde a 30% para o alelo AG
(heterozigoto), 2,5% para o alelo AA (homozigoto) e 67,5% para o alelo GG (selvagem).
Corrobora com esse resultado um Unico estudo realizado na populagao chilena na qual fora
encontrada uma freqiiéncia de 16,8% para o alelo TNF2 heterozigoto e 0,6% para o alelo
TNF2 homozigoto (SCHIATTINO, 2001). Silva (2004) em um estudo realizado no Pard,
estudando pacientes portadores de maldria, observou a seguinte incidéncia do polimorfismo
do TNF-a: os alelos que sofreram mutacdo corresponderam a 13%, desse total 11%
corresponderam ao gene heterozigoto AG e 2% ao gene homozigoto AA. Os genes que nao
sofreram mutacdo (GG) corresponderam a 87%. Chama a atengdo a diferenga entre as formas
heterozigotas encontradas nesse estudo (30%) e as encontradas no trabalho sobre malaria
(11%). Tal diferenca pode ser justificada em virtude da populacdo estudada, haja vista que a
ocorréncia do polimorfismo genético do TNF-a ndo esta diretamente relacionado com a
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ocorréncia de patologias, mas, sim, com fator inerente a cada individuo. Vale ressaltar que
trabalhos realizados com a finalidade de medir a atividade transcripcional desses alelos sdo
contraditorios.

Quando foram comparados os niveis de TNF-a com a presenga ou auséncia do
polimorfismo -308A, observou-se que os niveis de TNF-a na presenca do polimorfismo
apresentaram uma média e desvio padrao de 28,51+11,46 pg/ml, ja4 na auséncia do
polimorfismo a média e desvio padrao dos niveis de TNF-a foram de 26,65+6,34 pg/ml, ndo
apresentando, dessa forma, uma diferenga estatisticamente significativa (p=0,9770). Silva
(2004), estudando 83 pacientes portadores de maléria observou que a média e desvio padrao
dos niveis de TNF-a na presenga do polimorfismo -308A foi de 29,25+8,54pg/ml enquanto na
auséncia foi 54,22+11,56 pg/ml. O que poderia justificar esses dados seria a diferenga no
nimero de pacientes de cada amostra ou entdo estar relacionado com o acaso.

Ao estabelecer comparacao entre os niveis de TNF-a e a carga viral dos
pacientes, observou-se que, independentemente da carga viral ser positiva ou negativa, nao
existe uma diferenga estatisticamente significativa. O que pode explicar esse acontecimento ¢é
o fato de que, embora a carga viral do HIV seja altamente suprimida pela TARYV,
reservatorios virais ainda persistem e a liberacdo de proteinas virais, como a Tat, em
consorcio com maiores concentragcdes de TNF-RII soluvel, poderiam levar a ativagao de NF-
kB e posteriormente a iniciacdo da producdo do TNF-o. Dessa forma, faz se necessario
rigorosos mecanismos de controle para prevenir a producdo cronica de TNF-a e
conseqiiéncias adversas posteriores (LEDRU, 2000).
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7 CONCLUSAO

No afa de estudar os niveis séricos do fator de necrose tumoral alfa e seu
polimorfismo genético em pacientes HIV positivos, portadores de lipodistrofia e submetidos a
terapia anti-retroviral, valendo-se do método ELISA para determinar quantitativamente os
niveis de TNF—a e da reagdo de PCR para detectar a ocorréncia do polimorfismo,
empreendeu-se a pesquisa intitulada Niveis de TNF-o e seu Polimorfismo Genético em
Pacientes HIV Positivos, Portadores de Lipodistrofia e em Uso de Terapia Anti—retroviral.
Para a obtengdo dos resultados, adiante esposados, encaminhou-se um estudo transversal de
uma amostra constituida por 40 pacientes HIV positivos em uso de TARV por um periodo
maior de 1 (um) ano e portadores de lipodistrofia. Esses pacientes foram encaminhados pela
rede publica para o Ambulatorio de Lipodistrofia do Hospital Universitario Jodo de Barros
Barreto.

Assim, baseados nos aspectos supramencionados, elecam—se abaixo, como
outrora referenciado, os resultados e/ou dados que constituem as conclusdes a que se chegou
por meio do estudo que, ao longo desta dissertagdo de mestrado, fora esbogado.

» Esta casuistica mostrou uma prevaléncia da Sindrome de Lipodistrofia correspondente a
65% no sexo masculino e 35% no sexo feminino.

* Nao houve diferenga estatisticamente significativa quando se comparou a idade em anos dos
pacientes em estudo com a variavel sexo masculino e feminino.

* Quando se correlacionou os niveis de TNF-o com as diferentes idades dos pacientes,
observou-se que pacientes mais jovens apresentaram niveis de TNF-o mais elevados.

* Nesse estudo ndo houve uma correlagdo entre os niveis de TNF-a e o tempo de uso de
TARV.

» Comparando-se o tempo de uso de TARYV entre os sexos masculino e feminino observou-se
diferenca estatisticamente significativa.

* Os niveis de TNF-a apresentaram-se mais elevados nos pacientes portadores da forma
lipohipertrofica. O polimorfismo genético do TNF-a (-308A) apresentou a seguinte
distribui¢ao: AG=30%, AA=2,5% e GG=67,5%..

* Nao se observou diferenca nos niveis de TNF-a quando da presenca ou auséncia do
polimorfismo genético.

* Nesta pesquisa, a carga viral ndo apresentou relagdo direta com os niveis de TNF-a.

* Estudos controlados € com maior amostragem sao necessarios para corroborarem ou nao os
dados obtidos e aqui apresentados para que, assim procedendo, seja possivel tracar um perfil
consistente do TNF-a e seu polimorfismo genético nos pacientes HIV positivos e portadores
de lipodistrofia.



51

REFERENCIAS

ABBAS, A K.; LICHTMAN, A.H.; POBER, J. S. Imunologia Celular e Molecular. Rio de
Janeiro: Elsevier, 2003, p.233-247

AGUILLON G., J. C.; CRUZAT C., A.; CUENCA M., J.; CUCHACOVICH T., M.. El
polimorfismo genético del factor de necrosis tumoral alfa como factor de riesgo en patologia.
Rev. Méd. Chile, Santiago, v. 130, n. 9, p. 1043-1050, set. 2002.

AIDSMEDS.COM. Side Effects. Disponivel em:
http://www.aidsmeds.com/articles/SideEffects 5034.shtml. Acesso em: 30.10.2008.

BARNES, P. J.; KARIN, M. Nuclear factor-kB: A pivotal transcription factor in chronic
inflammatory diseases. New Eng J Med, Massachussets, v. 336, p.1066-1071, 1997.

BRASIL. Ministério da Saude. Recomendagdes para terapia anti-retroviral em adultos e
adolescentes infectados pelo HIV, Brasilia, abr, 2003.

. Boletim Epidemiolégico AIDST, Brasilia, v. 1, n. 1, 48 p, 2004.

. Mundo tem 33,2 milhdes de pessoas com HIV. Neste ano, ocorreram 2,5 milhdes de
novas infecgdes. DST-AIDS. Noticia do Programa Nacional. 03.02.2008

BRITO, A. M.; CASTILHO, E. A.; SZWARCWALD, C. L. AIDS e infec¢iao pelo HIV no
Brasil: uma epidemia multifacetada. Rev. Soc. Bras. Med. Trop, v. 34, n. 2, p. 207-217.
2001,

CARR, A.; SAMARAS, K.; BURTON, S.; LAW, M.; FREUND, J.; CHISHOLM, D. J;
COOPER, D. A. A syndrome of peripheral lipodystrophy, hiperlipidaemia and insulin
resistance in patients receiving HIV protease inhibitors. AIDS. n. 12, F51-F58, 1998.



52

CASTELLAR, E.; VILAR, L.; MOURA, E.; LEAL, E.; MACHADO, A. C.; TEIXEIRA, L.;
CAMPOS, R. Disturbios endocrinologicos e metabélicos na AIDS. In: VILAR, L. et al.
Endocrinologia Clinica. 2. ed. Rio de Janeiro: MEDS], 1999, p. 871-882.

CURRIER, J. S. HAVLIR, D. V. Complication of HIV disease and antiretroviral therapy.
Topics HIV Medicine, v. 12, n. 1, p. 31-39, mar.-abr. 2004.

DANIEL-RIBEIRO, C.T.; CRUZ, M.F. F. The new and the old in malaria immunopathology.
Ciéncia e Cultura: Journal of the Brazilian Association for the Advancement of Science,
v. 52 n. 4/5, p. 269-281, 2000.

FERNANDES, A. P. M. . Lipodistrofia em portadores do HIV. Jornal Brasileiro de AIDS,
v. 6,n. 3, p. 97-99, 2005.

GARCIA, R.; PONDE, M.; LIMA, M.; SOUZA, A. R.; STOLZE, S. M. O.; BADARO, R.
Lack of effect of motivation on the adherence of HIV-positive/AIDS patients to antiretroviral
treatment. Braz J Infect Dis, v. 9, n. 6, p. 494-499, Nov. 2005.

GRINSPOON, S. Metabolic syndrome and cardiovascular disease in patients with human
immunodeficiency virus. The American Journal of Medicine. v.118, p.2-3, 2005. Sup. 2.

GRINSPOON, S.; CARR, A. Cardiovascular Risk and Body-Fat Abnormalities in HIV-
Infected Adults, New England Journal of Medicine, Massachussets, v. 352, p. 48-62, 2005,

HADIGAN, C.; YAWETZ, S.; THOMAS, A.; HAVERS, F.; SAX, P. E, GRINSPOON, S.
Metabolic Effects of Rosiglitazone in HIV Lipodystrophy: A Randomized, Controlled Trial.
Ann Intern Med, v. 140, n. 10, p. 786-794, mai, 2004.

HAJEER, A. H.; HUTCHINSON, I. V. TNF-alpha gene polymorphism: clinical and
biological implications. Microsc Res Tech, v. 50, n. 3, p. 216-28, ago, 2000.



53

HAUGAARD, S. B.; ANDERSEN, O.; DELA, F.; HOLST, J. J.; STORGAARD, H,;
FENGER, M.; IVERSEN, J.; MADSBAD, S. Defective glucose and lipid metabolism in
human immunodeficiency virus-infected patients with lipodystrophy involve liver, muscle

tissue and pancreatic 3-cells. European Journal of Endocrinology, v. 152, n. 1, p. 103-112 ,
2005.

. Hyperproinsulinaemia in normoglycaemic lipodystrophic HIV-infected patients. Eur
J Clin Invest. 36, 6, p.436-45, Jun,2006

JAIME, P. C.; FLORINDO, A. A.; LATORRE, M. R. D. O.; BRASIL, B. G.; SANTOS, E. C.
M.; SEGURADO, A. A. C. Prevaléncia de sobrepeso e obesidade abdominal em individuos
portadores de HIV/AIDS, em uso de terapia anti-retroviral de alta poténcia. Rev. Bras.
Epidemiol., v. 7, n. 1, p. 65-72, mar. 2004.

LEAO, R. N. Q.; BICHARA, C. N. C.; MIRANDA, E. C. B. M.; CARNEIRO, I. C. R. S.;
ABDON, N. P.; VASCONCELOS, P. F. C.; SILVA, B. M.; PAES, A. L. V.; MARSOLA, L.
R. Doenciio Infectocontagiosas e Parasitirias — Enfoque Amazonico. Belém: CEJUP,
1997.

LEDRU, E.; CHRISTEFF, N.; PATEY, O.; DE TRUCHIS, P.; MELCHIOR, J. C,;
GOUGEON, M. L. Alteration of tumor necrosis factor—a T-cell homeostasis following potent
antiretroviral therapy: contribution to the development of human immunodeficiency virus—
associated lipodystrophy syndrome. BLOOD, v. 95, n. 10, p. 3191-3198, May, 2000

LICHTENSTEIN, K. A. Redefining lipodystrophy syndrome: risks and impact on clinical
decision making. Journal of Acquire Immune Deficiency Syndromes, v. 39, n. 4, p. 395-
400, 2005.

LIMA, G. A. B.; VERDEAL, J. C. R..; FARIAS, M. L. F. Osteonecrosis in patients with
acquired immunodeficiency syndrome (AIDS): report of two cases and review of the
literature. Arq Bras Endocrinol Metab, v. 49, n. 6, p. 996-999. dez. 2005.

LIN, Y.; DEVIN, A.; YOLANDA, R.; ZHENG-GANG, L.;, Cleavage of the death domain
kinase RIP by Caspase-8 prompts TNF-induced apoptosis. Genes Dev. v. 13, n. 19, p. 2514-
2526, Oct. 1999



54

ALFIREVIC, A.; VILAR, F. J.; WILKINS, E. G. L.; PARK B. K.; PIRMOHAMED, M.
TNF-a promoter region gene polymorphisms in HIV-positive patients with lipodystrophy.
AIDS. v. 16, n. 15, p. 2013-2018, Jun, 2002.

MELCHIOR, R.; NEMES, M. I. B.; BASSO, C. R.; CASTANHEIRA, E. R. L.; ALVES, M.
T. S. S. B. E. ; BUCHALLA, C. M.; DONINI, A. A.. Avaliagdo da estrutura organizacional
da assisténcia ambulatorial em HIV/Aids no Brasil. Rev. Saude Publica, v. 40, n. 1, p 143-
151, 2006.

MONTESSORI, V.; PRESS, N.; HARRIS, M.; AKAGI, L.; MONTANER, J. S.G. Adverse
effects of antiretroviral therapy for HIV infection (review synthese). Canadian Med
Association J, v. 170, n. 2, jan. 2004

MOYLE, G. J. Adverse effects of therapy: it’s not just lipodistrophy. CONFERENCE ON
RETROVIRUS AND OPPORTUNISTIC INFECTIONS — COMPLICATIONS OF HIV
AND ITS THERAPHY, 8th. Proceedings . Chicago, 2001.

NACOES UNIDAS. Programa Conjunto das Nag¢des Unidas sobre HIV/AIDS (UNAIDS).
Sumario dos principais dados. 02.2008.

. Fator-chave por Regido. 02.2008

NADLER, J. Aids: Etiopatogenia. In: VERONESI, R. Tratado de Infectologia. Sao Paulo:
Atheneu, 1997, p. 83-86.

OLIVEIRA, M. M.; SILVA, J. C. S.; COSTA, J. F.; AMIM, L. H.; LOREDO, C. C. S;
MELO, H.; QUEIROZ, L. F.; MELLO, F. C. Q; LAPA E SILVA, J. R.; KRITSKI, A. L.;
SANTOS, A. R. Distribui¢do de Polimorfismos de Base tinica (SNPs) no gene de TNF-alfa (-
238/-308) entre pacientes com TB e outras pneumopatias: marcadores genéticos de
susceptibilidade a ocorréncia de TB?. J. Bras. Pneumol., Sao Paulo, v. 30, n. 4, ago. 2004.



55

OLIVEIRA, S.; LINS, D. Lipodiastrofia Relacionada a Sindrome de Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS). In: BANDEIRA, F. Endocrinologia e Diabetes. Rio de Janeiro: MEDSI,
p. 1018-1022, 2003.

PARA. Secretaria de Estado de Saude Publica (SESPA). DST/AIDS. 2006. Disponivel em:
http://portal.sespa.pa.gov.br. Acesso em: 14.03.2006

RANG H, P.; RITTER, J. M. / DALE, M. Farmacologia. 5. ed. Rio de Janeiro: Elsevier,
2004, p. 749-755.

SALLAKCI, N.; AKCURIN G.; KOKSOY, S.; KARDELEN, F.; UGUZ, A.; COSKUN, M_;
ERTUG, H.; YEGIN O. TNF-alpha G-308A polymorphism is associated with rheumatic fever
and correlates with increased TNF-alpha production. Journal of Autoimmunity, v. 25, n. 2,
p.150-154, 2005.

SCHIATTINO, 1. VILLEGAS, R.; CRUZAT, A.; CUENCA, J.. SALAZAR, L.
ARAVENA, O.; PESCE, B.; CATALAN, D.; LLANOS, C.. CUCHACOVICH, M.
AGUILLON, J. C. Multiple imputation procedures allow the rescue of missing data: An
application to determine serum tumor necrosis factor (TNF) concentration values during the
treatment of rheumatoid arthritis patients with anti-TNF therapy. Biol. Res., Santiago, v.38,
n.1, p.7-12, abr. 2001.

SCHELD, W. M. Introducao ao HIV e desordens associadas. In: CECIL, R. L. et al. Tratado
de Medicina Interna. 22. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2005, p. 2496-2497.

SCHWENK, A.; BEISENHERZ, A.; ROMER, K.; KREMER, G.; SALZBERGER, B.; ELIA,
M. Phase angle from bioelectrical impedance analysis remains an independent predictive
marker in HIV-infected patients in the era of highly active antiretroviral treatment. Am J Clin
Nutr, v. 72, n. 2, p. 496-501, 2000.

SEPKOWITZ, K. A. AIDS — the first 20 years. N Engl J Med, Massachusetts, v. 344, n. 23,
p. 1764-1772, jun. 2001.



56

SILVA, 1. B. A. Malaria vivax: manifesta¢des clinicas e laboratoriais relacionadas com o
fator necrose tumoral alfa. 2004. 148 f. Tese (Doutorado — Programa de Pos-graduacdo em
Ciéncias Bioldgicas), Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Para, Belém.
Orientador: Prof. Dr. José Maria de Souza.

SILVA, M. M. Polimorfismo da regido do Fator Necrose Tumoral (TFN) na Sindrome
Lipodistrofia associada a terapia anti-retroviral em portadores de HIV-1. 2008. 141 f.
Dissertacdo (Mestrado — Programa de Poés-graduacdo em Enfermagem), Escola de
Enfermagem de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo. Orientador: Prof* Dr*
Ana Paula Morais Fernandes.

SWEET, D. E. Metabolic complications of antiretroviral therapy. Top HIV Med , v.13, n. 2,
p. 70-74, jun-jul. 2005.

TIN, E.E et al. The efficacy and adverse effects of GPO-VIR (stavudine + lamivudine +
nevirapine) in treatment-naive adult HIV patients. Southeast Asian J Trop Med Public Health,
v. 36, n. 2, p. 362-369, 2005.

VALENTE, A. M. M.; REIS, A. F.; MACHADO, D. M.; SUCCI, R. C.M.; CHACRA, A. R.
Alteragdes metabolicas da sindrome lipodistrofica do HIV. Arq Bras Endocrinol Metab., v.
49, n. 6, p. 871-881. dez. 2005

YU, P. C.; CALDERARO, D.; LIMA, E. M. O.; CARAMELLLI, B. Terapia hipolipemiante
em situacdes especiais - sindrome de imunodeficiéncia adquirida. Arq. Bras. Cardiol. Sao
Paulo, v. 85, out. 2005. sup. 5.



APENDICES

57



APENDICE A — AVALIACAO CLINICA E NUTRICIONAL

1. IDENTIFICACAO

58

Nome: Matricula:
Endereco: Telefone:
Sexo: () Fem. ( ) Masc. Idade: ~ anos. Profissao:

Grau de instrugao:

Procedéncia:

2 CONDICOES SOCIO-ECONOMICAS

Renda Familiar: R$ n° de pessoas na familia

3 HISTORIA CLINICA
FAORES DE RISCO
) Tabagismo

) Etilismo
) Atividade Fisica. Qual:

) Raga:

) Diagnostico de HIV: Tempo de tratamento:

) Medicacao utilizada:

) Antecedentes pessoais:

) Antecedentes familiares de Diabetes Mellitus:

) Antecedentes familiares de Hipertensdo Arterial:

) Antecedentes familiares de Dislipidemina:

) Antecedentes familiares de eventos cardiovasculares:

) Antecedentes familiares de eventos cerebrovasculares:

~N A ASAAA A A A A A A S S

) Uso de medicacao que alterem os niveis lipidicos:

MANIFESTACOES CLINICAS

( ) Lipoatrofia facial

( ) Lipoatrofia de membros

( ) Lipoatrofia visceral abdominal
( ) Lipoatrofia mamaria

( ) Lipoatrofia dorso-cervical



EXAME FiSICO:

Inspecao geral:

Medidas antropométricas

Altura: cm
Peso Atual: kg
Peso Usual: kg
Peso Ideal: kg
MPI: % Em quanto tempo:
IMC: kg/m2
Brago D: cm
Braco E: cm
Coxa D: cm
Coxa E: cm
Circ. Abdominal: cm
Cc/Q: cm
Espessura da prega cutanea

Triceps: mm %
Biceps: mm %
Suprailiaca: mm %
Subcapular: mm %
Média: mm
CMB: cm
TMB: kcal
VET: kcal
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RESULTADO DE EXAMES

1. Hemograma: Em /

() Anemia (Hb<10)

() Leucocitose (Hb<10.000)

() Plaquetopenia (Hb<140.000)

( ) CD4:

() Craga Viral:

2. Glicemia de jejum: Em /
3. Urina de rotina: Em /
4. Colesterol: Em /
5. Trigliceridios: Em /
6. LDL: Em /
7. HDL: Em /
8. LDL: Em /
9. TGO: Em /
10. TGP: Em /
11. Insulina basal: Em /
12. Curva Glicémica: Em /
13. Acido Urico: Em /
14. Uréia: Em /
15. Creatinina: Em /
16. Microalbumina: Em /
17. Densiometria 0ssea: Em /
18. Eletrocardiograma: Em /
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APENDICE B — TERMO D CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: Niveis séricos de TNF alfa e seu polimorfismo em pacientes HIV
positivos, em uso de HAART e portadores de lipodistrofia.

Pesquisador Responsavel: Miguel Corréa Pinheiro
Justificativa, Objetivos e Procedimentos da Pesquisa.

O tratamento da AIDS, conhecido como terapia anti-retroviral, tem levado a uma substancial
reducdo na mortalidade dos pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) em todo o, mundo. No entanto, pode causar alguns efeitos colaterais ao uso de sua
medicagdo como perda de peso, diabetes, dislipidemia (niveis alterados de colesterol e
triglicerideos), gordura localizada, obesidade e problemas cardiovasculares.

As mudangas caracteristicas deste tratamento incluem: acimulo de gordura com aumento da
cintura abdominal: aumento da gordura dorsocervical (na parte superior da costa),
crescimento das mamas e lipomatose (nddulos de gordura), podendo também manifestar-se
por perda ou diminuicao da gordura do gliteo (bumbum), membros (bragos € pernas) e face
(rosto).

Os pacientes podem apresentar apenas acimulo e/ou diminui¢do de gordura, sugerindo dois
fendmenos distintos. Ou seja, o0 paciente ndo necessariamente vai apresentar os dois sinais
clinicos juntos.

Dentro deste contexto, para que se tenha mais conhecimento sobre a seguranca dessa terapia,
faz-se necessario, através deste estudo, compreender a gravidade e as proporg¢des dos efeitos
da terapia anti-retroviral, pois assim serd possivel garantir aos pacientes infectados um regime
terap€utico seguro e uma melhoria de sua qualidade de vida em curto e longo prazo.

Os pacientes portadores de HIV diagnosticados na cidade de Belém e apresentando quadro
sugestivo de lipodistrofia serdo encaminhados ao Hospital Barros Barreto, para avaliacao e
acompanhamento dessa sindrome.

Os procedimentos incluem:

a) Esclarecimento sobre o tratamento e seus efeitos colaterais, através de uma abordagem
educativa a fim de diminuir o temor a adesao a terapia anti-retroviral e possiveis falhas;

b) Entrevista ao paciente para preenchimento de dados clinico-epidemologicos e nutricionais
contidos na ficha protocolar;
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¢) Solicita¢do de exames para avaliagdo do quadro clinico;

d) Realizagao de exame fisico, onde serdo avaliados: pressdo, altura, peso, circunferéncia
abdominal. Da coxa e brago em ambos os lados (através de fita métrica), além de espessura da
prega cutanea suprailiaca, subescapular e em biceps e triceps utilizando-se de adipometro;

e) Realizacdo de exames complementares.

Os dados serdo coletados em ficha protocolares durante o periodo estabelecido para pesquisa
(um ano) e encaminhados em relatorio parcial e final.

Desconforto e possiveis riscos associados a pesquisa

O risco neste projeto restringe-se ao sigilo a identificagao do paciente, no entanto, todos os
cuidados serdo tomados para preservar a sua identidade, nao havendo maiores riscos a este.

Beneficios da pesquisa

Em relacdo aos beneficios, busca-se a promog¢ao de uma melhor qualidade de vida e
prognostico da doenca a esses pacientes que decorrem de complicagdes associados ao uso da
terapia anti-retroviral.

Métodos alternativos existentes

Neste trabalho nao ha a pratica de outros métodos, restringindo-se apenas aos descritos acima
para a realizag¢do do estudo.

Esclarecimento e Direitos

Em qualquer momento o voluntario podera obter esclarecimentos sobre todos os
procedimentos utilizados na pesquisa e nas formas de divulgagao dos resultados. Tem também
a liberdade e o direito de recusar sua participag@o ou retirar seu consentimento em qualquer
fase da pesquisa, sem prejuizo do atendimento usual fornecido pelos pesquisadores.
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Confidencialidade

As identidades dos voluntarios serdo mantidas em total sigilo por tempo indeterminado.

Ressarcimento de Pesquisas e Indenizagoes

Nao hé qualquer tipo de despesa por parte do paciente e nem sequer qualquer forma de
indenizacdo pelo mesmo pela sua participagdo neste estudo.

Consentimento Pos-Informado

Eu, , portador da

Carteira de Identidade n? expedida pelo Orgdo

, por me considerar devidamente informado(a) e esclarecido(a) sobre o contetido
deste termo e a pesquisa. Terapia anti-retroviral. E lipodistrofia: uma abordagem clinico-
terapéutica e etiopatogénica em pacientes atendidos no Hospital Universitario Jodo de Brarros
Barreto, Belém — Pard, a ser desenvolvida, liviemente expresso meu consentimento para
inclusdo, como sujeito da pesquisa. Recebi copia desse documento por mim assinado.

Assinatura do Paciente Voluntario

Assinatura do Responsavel pelo Estudo
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