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RESUMO

Os Protocolos Clinicos e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) sdo documentos oficiais
baseados em evidéncias cientificas, elaborados com o objetivo de garantir melhor
cuidado a saude do paciente ou usuario do SUS, por meio de determinacdo de
critérios para efetuar o diagnéstico da doenca ou do agravo a saude, tratamento e
acompanhamento dos pacientes. Em 2013, o Ministério da Saude (MS) atualizou o
PCDT para o manejo da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1
(HIV-1) em adultos. E a principal alteracéo foi quanto a frequéncia de solicitacdo dos
exames de quantificacdo de linfocitos T-CD4+ em pacientes clinicamente estaveis.
Em razdo disso, este trabalho propds fazer uma breve revisdo da literatura para
entender a importancia da realizacdo do exame de quantificacdo de linfécitos T-
CD4+ no monitoramento do individuo infectado pelo HIV-1 e o impacto da alteracao
no PCDT na rotina laboratorial, publicado pelo MS. A quantificacdo de linfocitos T-
CD4+ tem grande importancia no monitoramento do estado imunolégico do paciente,
visto que o HIV afeta principalmente as células do sistema imunolégico, em especial
os linfécitos T-CD4+. Entretanto, pela observacdo feita no trabalho de rotina de
qguantificacdo de linfocitos T-CD4+ do Laboratorio de Citometria de Fluxo do Instituto
Adolfo Lutz (CF-IAL), entende-se que de fato € desnecessaria a realizacdo deste
exame a cada 3 ou 4 meses, como preconizava o PCDT anterior, em pacientes que
apresentam condi¢des clinicas e laboratoriais estaveis. Isto porque as alteracdes
relativas, e também as absolutas, dos linfécitos T-CD4+ ndo séo observadas até que
alguma das condi¢cdes mencionadas sofra alteracdo. Esta observacdo corrobora
com o que determina o PCDT de 2013, pois representa uma reducdo em torno de
50% no numero de exames realizados no CF-IAL, e que gera um grande impacto
econdbmico. Entretanto, acredita-se que a decisdo de simplesmente ndo realizar o
exame de quantificacdo de linfocitos T-CD4+ para pacientes com valor de CD4
acima de 350 células/uL, carga viral indetectavel e clinicamente assintomatico, seja
uma determinagdo muito radical. Neste contexto, de acordo a opinido feita como
autora dessa monografia, cabe a liberdade ao médico clinico em solicitar a
realizacdo deste exame, ndo somente quando h4 alteracdo em um dos trés critérios,
mas conforme julgamento do profissional, como por exemplo, avaliacdo para

indicacdo de vacina ou mesmo de outros critérios médicos.

Palavras chaves: HIV, Protocolos Clinicos, Citometria de Fluxo, Monitoramento



ABSTRACT

Clinical Protocols and Therapeutic Guidelines (CPTG) are the official documents,
which are based on the scientific evidence, and they are elaborated with the
objective of ensuring the best care to the patient health or to the user of the SUS
(National Health System) users. Criteria were established by determining the
diseases diagnosis or the health injury, and to the patients treatment and follow-up.
In 2013, the Ministry of Health (MH) updated the CPTG for managing the human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infection in adults. The main change was on
the frequency in requesting the laboratory testing for CD4* T- lymphocytes counting
in clinically stable patients. In 2013, the MH updated the CPTG for managing the
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infection in adults. The main change
occurred in the frequency for requesting the T lymphocytes (T-Ly) and CD4 +
qguantification in blood samples from clinically stable patients. In 2013, the MH
updated the CPTG for managing the HIV-1 infection in adults. The main change was
on the frequency in requesting this laboratory testing to the clinically stable patients.
For this reason, a brief review was written to present the importance of performing
the T-Ly and CD4+ cells quantifications, for monitoring the individuals infected with
HIV-1. The impact of this change was taking into considered by the CPTG. This
review was published by the MH, for being put into the laboratory routine work. The
T-Ly and T-CD4+Ly counting are crucial for monitoring the immunological status of
the patient, since the HIV primarily infects the cells of immune system, in particular
the T-CD4+Ly. For this reason, a brief review of the literature was performed in the
present study, to understand the significance of performing the assays for quantifying
the total T-Ly and CD4+ cells, for monitoring the HIV-1-infected individuals. Also the
impact of the change on the CPTG in the laboratory routine was evaluated. The
guantification of total T-Ly and T-CD4+Ly cells is highly important for monitoring the
patient immunological status, since the HIV primarily infects the immune system
cells, particularly the T-CD4+Ly. However, by observing the routine T-
CD4+quantification, performed at the Flow Cytometry Laboratory of Instituto Adolfo
Lutz (CF-IAL) — Sao Paulo, SP, it might say that it is unnecessary to perform this
exam every 3 or 4 months, as earlier advocated by the CPTG, in patients who
present the stable clinical and laboratory conditions. And the related and also
absolute amendments, for T-Ly and CD4+ T-Ly counts are not observed until some
changes occur in the mentioned conditions.

Key words: HIV, Clinical Protocols, Flow Cytometry, Monitoring



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ottt 6
2. PROPOSTA DO TRABALHO ...ttt 8
3. HIV E A EPIDEMIA NO BRASIL E NO MUNDO.........ccooitiiiiiiiiiieeeei e 9
4. INFECCAO PELO HIV-1 E A CLASSIFICACAO DOS PACIENTES................. 11
5. DIAGNOSTICO DA INFEC(;AO PELO HIV ..o 18
5.1 TesSteS de tHageM......ccooiiiiiiiiiiiii e 19
5.2 Testes confirmatdrios e/ou COMpPIEMENLAreS..........ccveeeeviiiiiviiieeieeee e 20
6. MONITORAMENTO DA INFECQAO PELOHIV ..., 21
6.1 Rede Nacional de Laboratorios para contagem de linfocitos T-CD4+.......... 22
6.1.1 Técnicas para quantificacdo de Linfécitos T-CD4+ ........ccovvvvvvveveveennnnn. 23

6.2 Rede Nacional de Laborat6rios para quantificacdo de carga viral de HIV ...26

6.2.1 Técnica para quantificagdo de carga viral ..........ccccceeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeenns 27

6.3 Rede de Laboratorios de genotipagem - RENAGENO...........ccccccoeeiiiinnnnnne. 28
6.3.1 Técnicas Aplicadas para Genotipagem do HIV-1 ...............ccoovvvviiinnnnnnn. 29

6.4  ProtocoloS TEraplULICOS........cccviuiiiiiiie et e e e e 30
7. DISCUSSAOD ..ottt ettt 31
8. CONCLUSAOD......couiiiiieieieiet ettt nene s 34

9. REFERENCIA BIBLIOGRAFICA ..ot eeeeieia, 35



1. INTRODUCAO

No inicio da década de 1980, uma nova doencga caracterizada por uma
imunodeficiéncia foi descrita e observada entre individuos homossexuais, usuarios
de drogas injetaveis, hemofilicos e transfundidos. Segundo UNAIDS 77,3 milhdes de
pessoas foram infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV, Human
Immunodeficiency Virus:), causador desta doenca, chamada de Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS, Acquired Immune Deficiency Syndrome). E desde
o inicio da epidemia, foram registradas 35,4 milhdes de mortes associadas a AIDS
desde entdo (UNAIDS, 2018).

Apesar dos primeiros casos de AIDS terem sido descritos nos Estados
Unidos, os maiores numeros de pacientes registrados ao longo do tempo foi em
paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, em particular naqueles
localizados no continente Africano (Silva & Mata, 2011; UNAIDS, 2018).

No Brasil, de 2007 a junho de 2018, foram notificados aproximadamente
247.795 casos de infeccdo pelo HIV, dos quais 47,4% sao residentes na regido
Sudeste. De 1980 a junho de 2018, foram identificados 926.742 mil casos de AIDS,
com maior concentracdo de casos nas regides Sudeste (51,8%) e Sul (20%) do
Brasil (Ministério da Saude, 2018a).

Desde a descoberta do HIV, ja se passaram mais de 35 anos de estudos,
com grandes avanc¢os no entendimento da classificacdo do virus (HIV-1 e HIV-2), da
patogénese da infeccdo (especialmente para HIV-1) e no desenvolvimento de mais
de 20 tipos de medicamentos, com grande eficacia no controle da replicagédo viral e,
consequente, diminuicdo dos sintomas e aumento da sobrevida dos pacientes
(Montaner et al., 2010; Piot & Quinn, 2013).

As medidas preventivas por meio da educacao, do uso de preservativos ou
pelo uso de drogas antirretrovirais pré- (PREP) e pds-exposicao (PEP), entre outros,
representam, até o0 momento, as medidas de maior eficacia no controle da infeccao
pelo HIV-1, atenuacdo da transmissibilidade do virus (Wawer et al., 2005; Johnston
& Fauci, 2007; Tonks, 2007; Lawn & Meinties, 2011).

Apesar de terem havido todos estes avancos, com consequente reducao de
novas infecgbes em varios paises do mundo, incluindo a Africa do Sul, e aumento da

expectativa de vida, os lideres mundiais consideram que a infeccdo por HIV-1 ainda



merece atencéo, justificada pelo aumento de deslocamento de pessoas ao redor do
mundo, altera¢cdes climéaticas e uma expectativa econdmica incerta (UNAIDS, 2016).

Diante disso, o Programa Conjunto das Nacdes Unidas sobre HIV/AIDS
(UNAIDS) definiu em 2014, como parte da Declaracdo de Paris, a meta 90-90-90.
Foram convidadas todas as cidades dos diversos paises a enfrentarem mais
efetivamente a infeccao pelo HIV, de maneira que possam imaginar a erradicacéo
da epidemia por volta do ano de 2030. Em outras palavras, a meta é de diagnosticar
90% dos individuos vivendo com HIV, tratar 90% dos individuos vivendo com HIV e
diagnosticados, e observar a reducao da carga viral a niveis indetectaveis em pelo
menos 90% dos individuos em tratamento (UNAIDS, 2015).

No Brasil, os documentos conhecidos como Protocolos Clinicos e Diretrizes
Terapéuticas (PCDT), séo elaborados com a participacdo de hospitais, sociedades
médicas e sistemas publicos de saude desde a década de 70 e, visam garantir o
melhor cuidado & saltde do paciente usuario do Sistema Unico de Saude (SUS).
Estes documentos, elaborados com base em evidéncias cientificas, levam em
consideracdo a eficacia, a seguranca e o0 custo-efetividade das tecnologias
recomendadas e, assim determinam os critérios para efetuar o diagndstico de
doencas ou agravos a saude, o tratamento (medicamentos, exames e demais
terapias) e o acompanhamento dos pacientes (Ransoni et al, 2015; Ministério da
Saude, 2017; Ministério da Saude, 2018b).

Assim, em 2013, o Ministério da Saude atualizou o PCDT para efetuar o
manejo da infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) em adultos,
documento este que sera referido no presente trabalho apenas como PCDT. Este
protocolo estabeleceu, dentre outras determinacfes, 0s novos critérios para a
realizacdo dos exames de monitoramento imunolégico e virolégico dos pacientes
infectados com HIV-1, respectivamente por meio da quantificacdo de Linfécitos T-
CD4+ no sangue e quantificacdo de carga viral de HIV-1 no plasma (Ministério da
Saude, 2013a).

Na pratica, o PCDT, que passou a ser aplicado efetivamente no inicio do ano
de 2016, reduziu a frequéncia de realizacdo do exame de quantificacédo de linfécitos
T-CD4+ em pacientes com auséncia de sintomas, com ultima carga viral indetectavel
e histéria anterior de valores de linfécitos T-CD4+ superiores a 350 células/uL
(Ministério da Saude, 2018c).



2. PROPOSTA DO TRABALHO

A proposta deste trabalho € de realizar a revisdo da literatura e dos
documentos oficiais, com o objetivo de entender o papel do exame laboratorial
(quantificacéo de linfécitos T-CD4+) no monitoramento de individuos infectados com
HIV-1, levando-se em consideracao as recentes alteracdes realizadas no Protocolo
Clinico e Diretrizes Terapéuticas para o Manejo da Infeccdo pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) em Adultos (PCDT). Este documento foi publicado
em 2013 pelo Ministério da Saude, e o impacto destas alteracdes na rotina do
laboratério responsavel pelo teste de quantificacdo de linfécitos T-CD4+ do Instituto
Adolfo Lutz de Sao Paulo, SP.



3. HIV E A EPIDEMIA NO BRASIL E NO MUNDO

Os primeiros casos de AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrome ou
sindrome da imunodeficiéncia adquirida) no mundo foram descritos no inicio dos
anos 80, nos Estados Unidos da América (EUA), Haiti e Africa Central, mas o agente
etiolégico, o virus da imunodeficiéncia humana (HIV, human immunodeficiency virus)
s6 foi isolado em 1983 no Instituto Pasteur em Paris, em pesquisa liderada pelo Dr.
Luc Montagnier e no Instituto Nacional de Saude (NIH - National Institute of Health)
nos Estados Unidos da América (EUA), em pesquisa liderada pelo Dr. Robert Gallo
(Barré-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1983).

Em 1986, no Primeiro Encontro Nacional de AIDS, realizado em Canela, no
Rio Grande do Sul, Caterino-de-Araujo e colaboradores do Instituto Adolfo Lutz
apresentaram o trabalho referente a deteccdo de particulas virais esféricas com
tamanho sugestivo de HIV em amostra de paciente, por meio de microscopia
eletrbnica. Esse mesmo achado foi confirmado um ano depois pelo Prof. Dr.
Bernardo Galvao, da Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), com o isolamento dessas
particulas virais. (Teodorescu & Teixeira, 2015).

O HIV, inicialmente chamado de LAV ou HTLV-Ill, pertence a familia
Retroviridae e a subfamilia Lentiviridae, que sdo virus caracterizados por causarem

infeccbes de progresséo lenta e fatal. (Levinson & Jawetz, 2016).

De forma cilindrica, o HIV mede aproximadamente 120 nm de diametro e é
composto por duas fitas simples de RNA, que contém nove genes responsaveis pela
codificacdo de polipeptideos maduros. Estes derivam 15 proteinas classicas
estruturais e envolvidas na regulacao da infeccao e replicacdo viral, dentre as quais
Env, Gag, Pol, Tat, Nef, Vif e Vpu, como demonstrado na FIGURA 1 (Draenert et al.,
2003; Gorse et al., 2008; Priddy et al., 2008). As fitas de RNA sao envoltas por um
capsideo composto de varias proteinas p24, que por sua vez é coberta por uma
camada de proteina pl7, responsavel pela manutencdo da integridade viral.
Externamente, o virus é envolto por uma bicamada lipidica derivada da membrana
celular do hospedeiro, chamada de envelope viral. O envelope viral possui duas
glicoproteinas importantes, gp120 e gp41, que participam da ligacéo e fusédo do virus

a célula hospedeira. No interior do capsideo, residem as trés enzimas principais do
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virus envolvidas na fusdo e replicacdo viral: protease, transcriptase reversa e
integrase (Gelderblom et al., 1988; Coffin, 1995).

FIGURA 1: Representacdo esquematica da organizacdao gendmica do HIV-1.

env
pol pp I sU nef
gag | em AT tat
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Fonte: Frankel & Young, 1998.

Existem dois tipos de HIV: (i) HIV-1, a forma mais virulenta e infecciosa, e
responsavel pela maioria das infec¢cdes observadas no mundo; (i) HIV-2, a forma
menos virulenta e de distribuicdo restrita na Africa Ocidental (Ministério da Saude,
2018b).

O HIV-1 por sua vez é subdividido em quatro grupos: M (major / principal), N
(new / ndo-M e nao-0), O (outlier / divergente) e P (putative). O grupo M responsavel
pela epidemia de AIDS no mundo e é composto por varios subtipos nhomeados de A
a K. Além disso h& as formas recombinantes circulantes (CRF- circulant recombinant
form), como demonstrados na FIGURA 2 (Frankel & Young, 1998; Hahn et al., 2000;
Plantier et al., 2009).

As formas recombinantes surgiram em fungéo da alta taxa de multiplicagéo in
vivo, como resultado de erros que podem ser cometidos por acdo da enzima
transcriptase reversa (RT) e pela incorporacdo, delecdo ou substituicdo de
nucleotideos. Ademais, pela falta de mecanismos eficientes de reparo na etapa da
retrotranscricdo do genoma viral, ocasionam a producdo de variantes mutantes
(Plantier et al., 2009; Vallari et al., 2010; Faria et al., 2014).



11

FIGURA 2: Representacao da classificacado do HIV
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Fonte: Ministério da Saude, 2013.

Enquanto os virus do grupo M sdo amplamente distribuidos ao redor do
mundo, o HIV-1 do grupo O é prevalente na Africa Central com alguns casos
esporadicos na Europa e na América. O grupo N é restrito ao Centro-Oeste Africano
(Thomson et al., 2002) e, o grupo P foi isolado na Republica dos Camardes (Vallari
et al., 2010).

No Brasil, o subtipo B do HIV-1 é prevalente nas regides Norte, Nordeste,
Centro-Oeste e Sudeste, seguido pelo subtipo F1 e pelas formas recombinantes
B/F1, enquanto que na regido Sul, observa-se maior prevaléncia do subtipo C, com

percentuais que variam de um Estado para outro (Ministério da Saude, 2013a).

4. INFECQAO PELOHIV-1E A CLASSIFICAQAO DOS PACIENTES

INFECTADOS

A infeccdo das células pelo HIV-1 inicia-se com o processo de interacdo da
molécula gp120 do envelope viral com a molécula CD4 presente na superficie das
células do sistema imune do paciente, como macrofagos e linfécitos T-CD4+. A partir
da ligagdo gpl20-CD4, ocorre a alteragcao conformacional do envelope viral e da
membrana celular, que levam a exposicdo da molécula gp41 do virus, a qual se liga
aos chamados co-receptores de HIV-1. Estes co-receptores, sdo moléculas
presentes na superficie das células hospedeiras e que possuem o papel imunologico

na embriogénese e sao receptores de quimiocinas. As mais importantes moléculas
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na infeccao pelo HIV-, sdo as CCR5 e CXCR4, que desempenham papel importante
na classifica¢éo viral, quanto ao seu tropismo. Os virus que ligam a molécula CCR5
sdo denominados virus R5-tropicos e, infectam mondcitos, macréfagos e células
dendriticas, nos quais estas moléculas estédo presentes. Por outro lado, 0s virus com
tropismo para a molécula CXCR4, expressa em linfocitos T-CD4+, sdo denominados
de virus X4-tropicos. Os virus capazes de se ligarem a ambos 0s co-receptores sao
denominados duo-tropicos ou R5X4-tropicos (Tortora et al., 2005; Cohen et al.,
2008; Deeks et al., 2015).

ApOGs a interagdo das gpl120/gp4l do HIV com CD4 e co-receptores, com
consequente alteragbes na membrana da célula e do virus, ocorre a fusdo das
membranas e a introducdo do capsideo do HIV na célula. O material genético do
virus é liberando juntamente com as enzimas para sua replicagdo (Cunico et al.,
2008). Sob a acdo da enzima transcriptase reversa ocorre a transcricdo do RNA do
virus, transformando-o em DNA viral de dupla hélice, o qual é transportado para
dentro do nucleo da célula. Nesta fase ocorrem as clivagens e integracdo ao DNA da
célula do hospedeiro por meio de acdo da enzima integrase. Uma vez que ocorra a
ativacdo da célula hospedeira, hd também a transcricdo do DNA viral em RNA
mensageiro. Este por sua vez é traduzido em proteinas virais, as quais sofrem
maturacdo mediada pela acdo da enzima protease. Esta enzima é responsavel pela
clivagem da poliproteina viral, precursora de proteinas individuais maduras. O RNA
e as proteinas virais ficam agrupados na superficie celular como um novo virion e,
entdo, sdo liberadas para infectar outras células (Janeway, 2002; Cunico et al.,
2008).

O virus debilita gradualmente o hospedeiro induz a destruicdo do seu sistema
imunoldgico, e afeta principalmente a funcdo e o nimero de linfocitos T-CD4+. Esta
célula é fundamental na construcdo de uma resposta imune adequada frente a
algum distarbio na homeostase, com consequente efeito negativo sobre a ativacao
de linfécitos T-CD8+ e linfocitos B. Desta forma, com a auséncia de um sistema
imune funcional, as infeccbes brandas podem prejudicar o hospedeiro e leva-lo a
morte (Savi & Souza, 1999; Ministério da Saude, 2017).

Além disso, o HIV-1 desencadeia alteracdes inflamatérias em todo o curso da
infeccdo, desde a fase aguda com intensa replicagédo viral até a fase crénica com

ocorréncia de quadro clinico e laboratorial definidor da doenca AIDS (Ministério da
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Saude, 2013a; Lewis et al., 2014). As primeiras semanas da infeccéo pelo HIV-1 até
0 aparecimento dos anticorpos anti-HIV sé&o as fases de soroconversao. Nesta fase,
denominada fase aguda, bilhdes de particulas virais sdo produzidas diariamente e a
carga viral plasmatica alcanca niveis elevados, que tornam o individuo altamente
infectante. Durante esta fase, ocorre consideravel resposta inflamatoria
caracterizada pelo aparecimento de marcadores plasmaticos de fase aguda, como
por exemplo: alfa-1 anti-tripsina e amiloide A. Ha também liberacdo de uma grande
guantidade de citocinas inflamatorias dentre as quais destacam-se o interferon alfa
(IFN-a) e a interleucina 15 (IL-15), coincidindo-se com o aumento expressivo da
carga viral plasmatica. O conjunto de manifestacfes clinicas, observado em 50 a
90% dos pacientes, € denominado de Sindrome Retroviral Aguda (SRA) (Ministério
da Saude, 2013a).Esta sindrome caracteriza-se pelos quadros clinicos como febre,
adenopatia, faringite, exantema, mialgia e cefaléia; e pode ocorrer esplenomegalia,
letargia, astenia, anorexia e depressdo. Nesta fase é dificil efetuar o diagnostico da
infeccdo pelo HIV por meio de testes sorolégicos. Sdo também empregados exames
moleculares para deteccdo do RNA ou DNA pré-viral (Ministério da Saude, 2013f;
Lewis et al., 2014; Deeks et al., 2015).

Com o avango da infecgdo pelo HIV-1, os sintomas constitucionais como
febre baixa, perda ponderal, sudorese noturna, fadiga, diarréia cronica, cefaléia,
além de alteracdes neuroldgicas, infeccbes bacterianas (pneumonia, sinusite,
bronquite), lesdes orais, como a leucoplasia oral pilosa e, herpes zoster, tornam-se
mais frequente. E todos esses quadros e sintomas séo causados pela diminuigdo no
numero de linfécitos T-CD4+. Assim, o aparecimento de candidiase oral é pré-
anuncio imunodepressdo grave. A diarreia cronica e a febre de origem
indeterminada, bem como leucoplasia oral pilosa, sdo prognosticos de evolugcédo da
infeccéo para AIDS (Pedersen et al., 1989; Doitsh et al., 2014).

Na fase cronica da infeccdo, quando a contagem absoluta de linfécitos T-
CD4+ pode ficar abaixo de 200 células/uL, aumentam as chances de aparecimento
de infecgbes oportunistas e neoplasias, que sédo definidores da AIDS. Entre as
infeccbes oportunistas podem ser destacadas: pneumocistose, neurotoxoplasmose,
tuberculose pulmonar atipica ou disseminada, meningite criptocOcica e retinite

causada por citomegalovirus. As neoplasias mais comuns sédo: Sarcoma de Kaposi,
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linfoma n&o-Hodgkin; e as mulheres jovens, ocorre cancer do colo uterino (Pedersen
et al., 1989; Daar et al., 2001; Ministério da Saude, 2013a).

A ativacdo dos linfocitos T-CD4+ e linfécitos T-CD8+ é persistente na infeccao
pelo HIV-1 e esta associada tanto a presenca do virus quanto aos outros fatores
comuns em pessoas vivendo com HIV/AIDS (PVHA), como por exemplo, a presenga
de agentes patogénicos que provocam estimulo constante, perda de linfécitos T-
CD4+ e células regulatérias, fiborose do timo e da infraestrutura linféide, etc.
(Ministério da Saude, 2013a).

Na fase de laténcia da infeccéo pelo HIV-1, as contagens de linfocitos T-CD4+
permanecem acima de 350 células/uL, e os episddios infecciosos oportunistas mais
frequentes sdo na maioria das vezes de origem bacteriana. O HIV-1 pode persistir
em células reservatorias e estabelecidas logo apds a exposicéo ao virus e, este fato
€ um grande obstaculo para o controle da doenca (Lewis et al., 2014; Deeks et al.,
2015).

FIGURA 3: Historia natural da infeccéo pelo HIV
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Fonte: http://www.infectologia.net.br/infeccao-pelo-hiv-3/

A contagem de linfécitos T-CD4+ sempre foi de grande importancia para
realizar o monitoramento da progressao da infec¢ao pelo HIV-1 nos pacientes. Este
marcador laboratorial determina o estado imunolégico dos individuos, e prediz a
maior susceptibilidade as infec¢des oportunistas, os quais definem a AIDS, como

demonstra a FIGURA 3 sobre a historia natural da infec¢éo pelo HIV-1. Diante disso,
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o Centro de Controle de Doencas dos Estados Unidos (CDC, Center for Diseases
Control), em 1993, fez a revisdo do sistema de classificacdo da infeccéo pelo HIV-1,
levando-se em consideracdo a quantificacdo de linfécitos T-CD4+ associada a
condicao clinica de HIV. As alteracbes destacavam a importancia da quantificacao
de linfocitos T-CD4+ nas amostras de sangue do individuo infectado, para efetuar o
monitoramento da progressao da doenca (CDC, 1993).

No Brasil, o primeiro caso de AIDS foi definido baseando-se em nos critérios
publicados pelo CDC em 1982, ou seja, foi fundamentado em evidéncias
laboratoriais indiretas e na presenca de doencas indicativas de imunodeficiéncia.
Com a devida adaptacéo, o Ministério da Saude publicou o documento denominado
Critério CDC modificado, levando-se em consideracédo as condi¢des brasileiras que
levou a exclusdo de algumas doencas raras definidoras de AIDS no pais e a
tuberculose. E esta deciséo foi feita pelo fato de haver consideravel prevaléncia em
individuos ndo portadores do HIV no Brasil (Ministério da Saude, 1998; Ministério da
Saude, 2000).

Entre os critérios publicados pelo CDC e MS, na definicdo de AIDS, a
diferenca residia no ponto de corte na contagem de linfécitos T-CD4+. Enquanto o
CDC estabelecia o corte em 200 células/uL, o MS definiu em 350 células/uL,
justificada pelo estabelecimento de maior sensibilidade pretendido com o critério
brasileiro. Desde entdo a definicdo de caso AIDS passou por diversas atualizacdes
visando a adequacdo dos critérios, de acordo com as diversas sintomatologias
associadas ao HIV e as condi¢des diagndésticas laboratoriais (Ministério da Saude,
1998; Ministério da Saude, 2000).

Historicamente, vale a pena lembrar que o Brasil foi o primeiro pais a
implantar um programa com vista a desenvolver estudos sobre HIV/AIDS, assim
como para garantir atendimento clinico, laboratorial, hospitalar, e apoio psiquico,
mental e psiquiatrico, foi estabelecido em 1983, no Estado de S&o Paulo, pela
iniciativa e acdes tomadas pelo Dr. Paulo Roberto Teixeira. Neste contexto, a
organizacao inicial e a sede do programa foram lotadas na Divisdo de Hanseniase e
Dermatologia Sanitaria do Instituto de Saude da Secretaria de Estado da Saude de
Séo Paulo (SES/SP). E desde 1983, o Instituto de Infectologia Emilio Ribas (IIER) e
o Instituto Adolfo Lutz (IAL) fizeram parte como componentes deste Programa, para

coordenar e implementar a retaguarda hospitalar e a realizagdo de diagnésticos
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laboratoriais de infec¢cdes por HIV e de AIDS e de infecgdes oportunistas,
respectivamente (Teodorescut & Teixeira, 2015; Secretaria da Saude, 2018).

O programa, hoje denominado Programa Estadual de IST/AIDS, tinha quatro
objetivos principais: realizar vigilancia epidemioldgica, fornecer informacdes claras a
populacdo para evitar panico e discriminagdo dos grupos (na época classificados
como vulneraveis), garantir atendimento aos individuos verificados e orientar os

profissionais de saude. (Teodorescut & Teixeira, 2015).

Com o intuito de atender os individuos infectados residentes em todo o Brasil,
de forma mais abrangente, em 1986 foi criado o Programa Nacional de Doencas
Sexualmente Transmissiveis e AIDS (PN-DST/AIDS, atualmente Departamento de
Vigilancia, Prevencao e Controle das Infeccfes Sexualmente transmissiveis (IST),
HIV/Aids e Hepatites Virais). Vale ressaltar que o Brasil foi um dos primeiros paises
em desenvolvimento a garantir 0 acesso universal e gratuito aos medicamentos
antirretrovirais no Sistema Unico de Satde (SUS), a partir de 1996, com a cria¢do da
Lei 9.313 (Unido, 1996). Esta medida resultou na queda das taxas de mortalidade
causada pela AIDS. Entretanto, apenas a distribuicio dos medicamentos
antirretrovirais ndo assegurava a garantia do tratamento, sendo necessario efetuar o

monitoramento da resposta imunoldgica frente ao uso da medicacao. (GIV, 2018).

Em 1988, foi criado o Centro de Referéncia e Treinamento em DST/ AIDS
(CRT-AIDS), que tinha e tem como meta de ser a referéncia técnica, ser agente de
capacitacdo e estabelecer normas técnicas, e descentralizar as atividades de
prevencao, vigilancia e assisténcia no Estado de Sao Paulo (Secretaria da Saude,
2018). O Instituto Adolfo Lutz continuou realizando os trabalhos referentes a
coordenacdo do componente Laboratorio do Programa Estadual de DST/AIDS do

Estado de Sao Paulo, que foram iniciadas em 1983.

Em 1995, com o objetivo de implementar a assisténcia aos individuos
infectados com HIV-1 no Estado de Séao Paulo, foi implantada por meio de esforcos
e acoes realizados em conjunto entre o Instituto Adolfo Lutz e o Programa Estadual
de IST/AIDS, a rede de laboratdrios executores de imunofenotipagem e
quantificacdo de linfocitos T, por meio de Citometria de Fluxo. Posteriormente, esta
Rede Estadual foi incorporada a Rede Nacional elaborada pelo Ministério da Saude

em 1997 (Ministério da Saude, 2003). Logo a seguir houve a implantacdo da Rede
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Estadual de Carga Viral, seguindo-se as estratégias e planejamentos da Rede acima
citada.

Atualmente, ha a Rede Nacional de Laboratorios de CD4/CD8, como é
conhecida a rede de laboratérios que executam o ensaio de quantificacdo de
linfocitos T-CD4+ no sangue periférico, utilizando-se a metodologia de Citometria de
Fluxo. Esta rede é gerenciada pelo Ministério da Saude em parceira com o0s
Programas Estaduais de cada Estado, bem como a rede de laboratérios de
guantificacdo de carga viral de HIV-1 no plasma e a Hepatites Virais (Ministério da
Saude, 2003). Em consonadncia com a classificacdo clinico-laboratorial dos
individuos infectados com HIV-1 definidos pelo CDC e também pelo Ministério da
Saude do Brasil (Ministério da Saude, 1998), os testes de quantificacdo de linfocitos
T-CD4+ e de carga viral, permitiam monitoram a evolucéo clinica dos individuos
infectados pelo HIV-1,determinam e avaliam a eficacia do tratamento antirretroviral e
definem as adoc¢Oes de terapias preventivas a infec¢cdes oportunistas (Ministério da
Saude, 2013a).

A disponibilidade dos exames de quantificacdo de linfécitos T-CD4+ e carga
viral plasmatica auxiliavam no monitoramento da infeccdo pelo HIV-1. No entanto,
comecaram a observar alguns casos de individuos infectados com HIV-1 e tratados
que nao respondiam adequadamente ao esquema terapéutico. Neste contexto,
houve a necessidade de estabelecer o monitoramento da resisténcia viral por meio
de teste de genotipagem. Desta forma, a Rede de Laboratérios de Genotipagem
(RENAGENO) foi estabelecida em 2002, com o objetivo de estudar o padréao
genético das cepas circulantes do HIV, e avaliar a prevaléncia e circulacdo das
cepas de HIV-1 resistentes em individuos de diferentes regides no Brasil que ainda
nao haviam iniciado o tratamento. Ao mesmo tempo foi caracterizado o evento de
resisténcia fenotipica de HIV-1, determinando-se a presenca de mutacOes
associadas a exposicdo prévia aos medicamentos e esquemas terapéuticos. Este
estudo colaborou no melhor atendimento dos individuos infectados pelo virus HIV
(Ministério da Saude, 2005; Dourado, Veras, Barreira, 2006).

Mesmo com todos esses esforcos a AIDS continuou e continua sendo um
grave problema de saude publica, com 42.420 novos casos de infeccédo por HIV e
37.791pacientes com AIDS registrados em 2017. Ao redor de 50% dos casos
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residentes na regido Sudeste do pais apresentam propor¢cdo média entre homens e
mulheres de 2 para 1, respectivamente (Ministério da Saude, 2018b).

5. DIAGNOSTICO DA INFECCAO PELO HIV

Logo apos a descoberta do agente etioldogico da AIDS, pesquisadores
comecaram a averiguar uma forma de diagnosticar laboratorialmente a infeccéo pelo
HIV. Os testes iniciais baseados na técnica de imunofluorescéncia direta e/ou
indireta, foram logo substituidos pelos testes imunoenzimaticos (ELISAS), que foram
comercialmente disponiveis em 1985 (Ministério da Saude 2018c). Dois anos
depois, o teste de Western Blot foi desenvolvido e aprovado para ser utilizado no
diagnostico de infeccdo por HIV. Atualmente, os testes sdo muito para realizar o
diagnostico da infeccdo pelo HIV, baseados em técnicas manuais,
semiautomatizadas e automatizados,e baseados na reacdo antigeno-anticorpo,
utilizando-se diversas e diferentes modalidades de técnicas diagnosticas e

diversidade de antigenos.

Em 2013, foi publicada a Portaria n° 29 de 17 de dezembro, que aprovou o
Manual Técnico para o Diagnostico da Infeccdo pelo HIV. Esta portaria apresenta
algoritmos de ensaios laboratoriais que possibilitam a execucdo de diagnostico
seguro da infeccdo pelo HIV, incluindo-se a utilizacdo de testes rapidos (TR), que
possibilita efetuar o diagnéstico em ambientes laboratoriais e nédo laboratoriais, e
amplia o acesso dos interessados ao diagndstico laboratorial (Ministério da Saude,
2018c).

Além dos testes rapidos, os marcadores moleculares e antigénicos podem ser
empregados para auxiliar o diagnéstico laboratorial, de acordo com a fase da
infeccdo, como demonstrado na FIGURA 4.
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FIGURA 4: Marcadores virais e imunoldgicos de acordo com o periodo de infeccéo.
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Fonte: Ministério da Saude, 2018c.

A disponibilidade de testes laboratoriais tem grande importancia ndo somente
para realizar e confirmar o diagndstico clinico, mas também para efetuar a triagem
sorologica de doadores de sangue, de hemoderivados e de 6rgaos para transplante,
assim como para conduzir estudos de vigilancia epidemiolégica (Butto et al., 2010).
Estes testes sdo classificados conforme o propdésito: seja para triagem diagnostica,

seja como testes complementares ou como testes de confirmacao.

5.1Testes de triagem

Utilizados como primeira fase do diagndstico laboratorial, os testes utilizados
na triagem de alta sensibilidade, e que tém sendo aperfeicoados ao longo do tempo,
com o intuito de reduzir os resultados falso-positivos e falsos negativos.
(Constantine, 2016).

Os primeiros testes de ELISA, chamados de primeira geracdo, baseavam-se
na deteccéo indireta de anticorpos especificos anti-HIV-1 presentes na amostra de
no plasma ou de soro em avaliacdo. Os anticorpos eram “capturados” pelos
antigenos, que sao obtidos da lise do HIV proveniente de cultura celular, e que estéao
“fixos” em superficie sélida. O complexo antigeno-anticorpo é revelado com o auxilio
de um conjugado, composto por anticorpo anti-lgG humana marcado com
substancia enzimatica (Alexander, 2016). Estes testes apresentavam limitac&do

bY

guanto a classe de imunoglobulina dos anticorpos detectados, classe IgG, e
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impunham uma alta janela de soroconverséo, que variava em média de 35 a 45 dias

apos a infeccao (Ministério da Saude, 2018c)

A segunda geracdo de ELISA passa a utilizar antigenos recombinantes ou
peptideos sintéticos derivados das proteinas do HIV como antigeno de captura. Esta
modalidade de ensaio tornam-se comparativamente mais sensiveis e especificos, e
houve reducdo da janela de soroconversdo para 25 a 36 dias em média (Owen,
2012; Bartlett, 2017).

A terceira geracdo de ELISA passa do método indireto para o método
“sanduiche”, que tem como principio a utilizacdo de antigenos recombinantes ou
peptideos sintéticos, fixados na fase sélida ou conjugados a uma enzima. Esses
ensaios destacam anticorpos especificos contra HIV tanto da classe IgG quanto da
classe IgM (Owen, 2012; Ministério da Saude, 2018c).

Os testes de quarta geragdo destacam ndao somente os anticorpos anti-HIV,
mas também, de forma simultdnea, a presenca de antigeno p24do HIV. E esta
modalidade de ensaio reduz ainda mais a janela de soroconversao, como demonstra
a FIGURA 4. (Ministério da Saude, 2018c).

Outro grupo de testes utilizados na triagem soroldégica com obijetivo
diagndstico sdo os chamados testes rapidos (TR), que apresentam resultados em
até 30 minutos. Com as caracteristicas de sensibilidade e especificidade equivalente
aos de ELISAs, os TR foram desenvolvidos para serem utilizados em ambientes nao
laboratoriais e para analisar amostras de sangue obtidas por meio de puncéo digital

ou amostras de fluido oral.

Existem varios formatos de TR, sendo os mais utilizados: os dispositivos (ou
tiras) de imunocromatografia de fluxo lateral, imunocromatografia de duplo percurso
(DPP) e imunoconcentracdo (Butto et al.,, 2010; Owen, 2012). Os “auto-testes”
disponiveis comercialmente em farmacias, por exemplo, também séo testes rapidos,

e podem ser realizados pelo proprio individuo (Ministério da Saude, 2018c).

5.2Testes confirmatdrios e/ou complementares

Pertencem a esta categoria de testes confirmatorios, os testes de Western

blot (WB), de imunoblot (IB) e imunoensaios em linha (LIA, Line immunoassay), bem
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como o imunoblot rapido (IBR) e os testes de imunofluorescéncia indireta (IFI)
(lweala, 2004; Butto et al., 2010; Yerly & Hirscell, 2012).

Como o préprio nome diz os testes confirmatérios para a infeccao pelo HIV
retificam os resultados de reatividade positiva ou negativa das amostras contra 0s

antigenos especificos obtidos nos testes de triagem.

Os testes de Western blot (WB) utilizam como fase sélida uma tira de
membrana de nitrocelulose como fase soélida, em que estdo fixadas as proteinas
fracionadas do HIV, as quais distribuidas de acordo com os seus pesos moleculares.
A reacdo entre o antigeno adsorvido @ membrana de nitrocelulose e os anticorpos
da amostra é revelada pelo processo enzimatico. Resumidamente, a membrana de
nitrocelulose € incubada com as amostras de soro ou plasma, e 0s anticorpos
presentes se ligam as proteinas do HIV contidas na membrana. A deteccdo do
complexo antigeno-anticorpo é realizada com auxilio de anticorpos secundarios
conjugados com uma enzima. A reacdo é revelada adicionando-se o substrato
especifico que se degrada tornando-se um produto corado, e a visualizacdo da
reacdo sobre a fita € fita a olho nu (Buttd et al., 2010). As amostras sao
consideradas positivas e confirmadas, quando apresentam reatividade contra pelo
menos duas fracdes de uma das seguintes proteinas do HIV: p24, gp41l, gpl20 e
gp160.

O principio do teste de imunoblot (IB) € semelhante ao do Western blot,
porém ao invés de proteinas fracionadas do HIV, sdo utilizadas as proteinas

recombinantes ou peptideos sintéticos. (Iweala, 2004; Butto et al., 2010).

Tanto os testes de triagem, quanto os testes confirmatoérios, garantem a
deteccdo de pelo menos 95% dos casos de infeccdo pelo HIV em fase cronica,
gquando a producdo de anticorpos ja atingiu seu pico. Para o diagnéstico de
infeccbes agudas e/ou recentes, os testes moleculares baseados na deteccdo de
RNA ou DNA proviral sdo mais adequados, assim como para o diagnéstico de
infeccdo em criangas nascidas de maes soropositivas (Mcmichael et al, 2010).

6. MONITORAMENTO DA INFECCAO PELO HIV

Apos a confirmacao da infeccao pelo HIV, o paciente € acolhido no servigco de

acompanhamento ambulatorial, e torna-se necessario realizar o seu monitoramento
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imunoldgico e virolégico, por meio de testes de quantificacdo dos linfocitos T-CD4+ e
de carga viral plasmética de HIV-1, respectivamente.

A contagem de linfécitos T-CD4+ € o parametro laboratorial preditivo do
prognoéstico da infeccdo pelo HIV, e é também indicador de risco de ocorréncia de
infecgbes oportunistas, principalmente em pacientes sintomaticos. Este teste é
utilizado para definir se ha necessidade de realizar a quimioprofilaxia para doencas
oportunistas, como a pneumocistose e a neurotoxoplasmose. Os valores de
contagem de linfécitos T-CD4+ auxiliam na verificacdo da efetividade da terapia
antirretroviral, uma vez que a sua contagem de células TCD4+ tem uma boa

correlacdo com a resposta do individuo ao tratamento (Moore et al., 2009).

Por outro lado, a quantificacdo de carga viral de HIV-1 no plasma monitora a
resposta frente ao tratamento, cujo objetivo é de reduzir a viremia até ao nivel
indetectavel. A ndo reducado da carga viral ou mesmo o aumento, sdo indicativos de

uma progressao da doenca e/ou ineficacia do tratamento (Bento, 2016).

Com o objetivo de implementar o atendimento aos pacientes infectados pelo
HIV-1 na rede publica, foram estruturadas duas redes de realizacdo de exames, a
rede de laboratorios para contagem de linfécitos T-CD4+ e a rede de laboratérios
para quantificacdo de carga viral plasmatica de HIV-1, inicialmente no Estado de
Séo Paulo, em uma parceria do Programa Estadual de IST/Aids com o Instituto

Adolfo Lutz e apoio financeiro do Banco Mundial, e posteriormente a nivel nacional.

6.1 Rede Nacional de Laboratoérios para contagem de linfocitos T-CD4+

A Rede Nacional de Laboratérios para contagem de Linfocitos T-CD4+,
constituida atualmente por 92 laboratérios, realiza os testes de quantificacdo de
linfécitos T-CD4+ e linfécitos T-CD8+, por meio de Citometria de Fluxo, para efetuar
0 monitoramento da evolucgéo clinica de individuos infectados pelo HIV, quando da
introducao da terapia com antirretrovirais para novos pacientes. Este monitoramento
possibilita a adocao de terapias preventivas contra infec¢cdes oportunistas e busca a

efetividade do tratamento. (Ministério da Saude, 2018d).
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FIGURA 5: Cartograma da Rede Nacional de Laboratorios CD4+/CD8+.

Rede Nacional de Laboratorios de CD4+/CD8*

Fonte: http://www.aids.gov.br/data/Pages/LUMISA5935B3CPTBRIE.htm

Gracas ao advento da Citometria de Fluxo, a quantificacdo de linfocitos T-
CD4+ pode ser ofertado em larga escala, pois os métodos manuais anteriores

empregados eram limitantes quanto a capacidade analitica.
6.1.1 Técnicas para quantificacdo de Linfocitos T-CD4+
6.1.1.1  Imunofluorescéncia

A quantificacdo de linfécitos T-CD4+ por meio desta metodologia requer o
isolamento de células mononucleares do sangue periférico (PBMC — peripheral
blood mononuclear cells). Para tanto, centrifuga-se o sangue diluido sobre o
gradiente de densidade utilizando solu¢cdes compostas por polissacarideos e
substancias de alta densidade. Estes reagentes fracionam os elementos do sangue
periférico em camadas. As PBMC formam um “anel branco® que é removido com o
auxilio de uma pipeta Pasteur. Esta separacdo também pode ser realizada com a
utilizacéo de fluorobeads, que sdo particulas magnéticas em que estdo acoplados os

anticorpos monoclonais especificos (Arosa et al., 2012).

Apbés a separacdo das PBMC, o teste de imunofluorescéncia direta é
realizado utilizando-se conjugados de anticorpos policlonal marcado com
fluorocromos (Aoki et al., 2010; Brito et al., 2013)


http://www.aids.gov.br/data/Pages/LUMISA5935B3CPTBRIE.htm
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6.1.1.2 Imunocitoquimica

A imunocitoquimica localiza os sitios antigénicos de interesse em células de
fluidos corpdreos de aspirados celulares e de imprint. Esta técnica pode ser
empregada de forma direta ou indireta. A forma direta utiliza um anticorpo marcado
que reage diretamente com o antigeno presente na amostra; e a forma indireta
emprega dois anticorpos, sendo um anticorpo priméario ndo marcado, por exemplo,
anti-CD4 ou anti-CD8, que reage com 0 antigeno presente no tecido. Um anticorpo
secundario marcado reage com 0 anticorpo primario. A visualizacdo do complexo

formado é realizada em microscopio Optico (Moraes, 2008).
6.1.1.3 Separacdo magnética

Esta técnica consiste na utilizacdo de particulas magnéticas conjugadas com
anticorpos monoclonais especificos para os marcadores de superficie de interesse
(ex. CD4, CD8), que apds a incubacdo para efetuar a ligacdo do anticorpo com o
antigeno especifico, o conjunto é submetido a uma coluna magnética que ira reter as
células ligadas as particulas magnéticas, enquanto que as demais células serdo
desprezadas (Matos, 2016).

6.1.1.4 Citometria de Fluxo

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) preconiza a realizacdo de teste de
quantificacdo de células T-CD3/CD4/CD8 para pacientes infectados pelo HIV,
utilizando-se o método de Citometria de fluxo, em funcdo de sua alta precisao e
reprodutibilidade (Neves Jr & Morgado, 2000).

A citometria de fluxo é uma tecnologia avancada para realizar analise
simultanea e multiparamétrica de células ou particulas em suspenséo, as quais sao
analisadas individualmente a medida que elas passam por um feixe de luz (laser).
Uma vez que as células estdo em suspensdo, a contagem de milhares delas é

possivel em curto periodo de tempo (Russo, 2010).

A ideia inicial do que viria a ser Citdbmetro de Fluxo foi concebido na década
de 30, mas somente no final da década de 40, com os principios de impedancia
elétrica e focalizacdo hidrodindmica de Wallace Henry Coulter, € que surgiram 0s
primeiros instrumentos contadores hematologicos. Com a conjugacao de anticorpos
aos fluorocromos, que sédo substancias capazes de emitir fluorescéncia quando

excitados por luz de determinado comprimento de ondas, a citometria de fluxo
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passou a ser utilizada para executar a separacao de populagdes celulares, em um
processo conhecido como “sorting” (na lingua portuguesa poderia traduzir como

classificagdo ou organizacéo) (Silva et al, 2016).

Neste meétodo, as células da amostra em suspensdo sdo marcadas com
anticorpos monoclonais especificos, os quais estdo conjugados aos fluorocromos
excitiveis ao raio laser. A seguir, estas células sdo introduzidas em uma camara
vibratoria, onde sdo envolvidas por uma solucdo tampé&o. A pressao produzida pelo
equipamento faz com que as células figuem em “fila”, de tal maneira que ocorra a
interceptacdo individual do raio laser em cada célula. Quando a luz incidente na
particula é dispersa em angulos pequenos atingindo o detector fotodiodo
posicionado frontalmente ao laser, chamado de Forward Scatter (FSC, dispersor de
luz anterior), ocorre a geracdo de valores correspondentes ao tamanho da célula.
Quando a mesma luz é dispersa lateralmente em angulos maiores, e atinge o
detector Side Scatter (SSC, angulo de 90°), ocorre a geracdo de valores
correspondentes a granulosidade ou a complexidade interna da célula. Quando os
anticorpos conjugados aos fluorocromos séo utilizados, estes absorvem a energia do
laser, que por sua vez é liberada pelo fluorocromo por meio de vibragdo, dissipacéo
de calor e emisséo de fétons de comprimento de onda maior que a do laser. A luz
dispersa correspondente a fluorescéncia é coletada por filtros, espelhos e lentes que
vao direciona-las para os detectores especificos. Uma vez que 0s sinais luminosos
sdo capturados, estes sdo convertidos em sinais eletrénicos para assim serem
analisados em um software. No software os dados sdo “plotados “em graficos de
histogramas e/ou "dot plot”, que realizam a andlise de um Unico parametro ou entao
dois, respectivamente (Gridem, 1996; Roitt et al., 1999; Givan, 2001).
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FIGURA 6: Sistema Optico do Citometro de Fluxo.
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Fonte: Google imagens, acesso em 23/nov/2018.

Vale dizer que a Rede Nacional de Laboratérios de contagem de CD4/CD8
realiza os ensaios utilizando kits com tubos Trucount para a quantificagdo absoluta
direta de linfocitos T-CD4+ (BD, San Jose, EUA) desde 1995 até os dias de hoje.
Houve alteragdo apenas do tipo de reagente Tritest™ contendo trés marcadores
(CD3, CD4 e CD8) para Multitest™ , contendo quatro marcadores (CD45, CD3, CD4
e CD8), e troca dos equipamentos simples por outros mais sofisticados que

possibilitam executar analise aberta dos dados. (Silva, 2009).

6.2Rede Nacional de Laboratorios para quantificacdo de carga viral de HIV

A Rede Nacional de Laboratérios para quantificacdo de carga viral de HIV é
constituida por 84 laboratérios distribuidos em todo o pais. Estes laboratérios
realizam testes para quantificar a carga de virus circulante, presente em amostra de
sangue dos pacientes. Esses testes visam monitorar a efetividade do tratamento de

um individuo HIV positivo.
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6.2.1 Técnica para quantificacdo de carga viral
6.2.1.1 PCR gquantitativa em tempo real (QPCR)

Oriunda do inglés, a técnica Polymerase chain reaction quantitative real time,
a gPCR, realiza a quantificacdo do material genético de interesse amplificado de
forma precisa, e com alta reprodutibilidade, por determinar valores, que ocorrem
durante a fase exponencial da reacdo. O ponto em que se detecta no ciclo, o liminar
da fase exponencial é denominado Cycle Threshold (CT), baseado em um produto
fluorescente, e a quantificacdo da fluorescéncia € proporcional ao DNA amplificado.
Esta metodologia combina a amplificacdo e a deteccdo simultaneamente, isto €, a
fluorescéncia emitida € mensurada em tempo real & medida que os produtos séo
originados no decorrer da reacéo. O teste conta com o Termociclador com sistema
Otico para efetuar a excitacdo da fluorescéncia, e um computador com software para

realizar a aquisicao dos dados e a analise final da reacédo (Novais & Alves, 2004).
6.2.1.2 Abbott™ Real time

Este teste in vitro consiste em ensaio de reacdo em cadeia de polimerase
(PCR, polymerase chain reaction) e de transcricéo reversa (RT-PCR), por meio de
deteccédo de fluorescéncia em tempo real para quantificar o virus HIV-1 presente no
plasma de individuos infectados. Este procedimento gera o produto amplificado, a
partir do genoma de RNA do HIV-1 presente em amostras clinicas de pacientes
infectados (Ladeira, 2011).

De forma resumida, neste procedimento laboratorial sdo empregados dois
equipamentos: o Abbott m2000sp, em que ocorre a extracdo do RNA do virus e a
adicdo da mistura principal, para preparar a amostra para efetuar a retrotranscricdo
e a amplificacdo, que sao realizadas no equipamento Abbott m2000rt. O sinal
fluorescente detectado no ciclo é proporcional a concentracdo de RNA do HIV-1
presente na amostra em analise. Os resultados finais do ensaio sdo fornecidos em

escala log e em numero de copias/mL (Novais & Alves 2004; Abbott, 2013).

O exame de quantificacdo de carga viral de HIV-1 no plasma foi sempre
executado de forma pareada com o exame de quantificacdo de linfocitos T-CD4+ até
final do ano de 2015, quando novos critérios de solicitacdo de exames foram
apresentados no Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas, para 0 manejo da
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infeccdo pelo HIV-1 em pacientes adultos, publicado pelo Ministério da Saude em
2013 e mencionado mais adiante neste trabalho.

6.3Rede de Laboratérios de genotipagem - RENAGENO

Em 2002, em funcdo de uma demanda inicialmente de origem judicial, e pela
disponibilidade de medicamentos da classe antagonista de CCRS5, foi estabelecida a
Rede Nacional de Laboratorios executores de genotipagem do HIV-1. A finalidade
desta Rede foi de caracterizar o genétipo do HIV predominante no paciente
infectado, e de detectar a resisténcia genotipica do virus isolado. A presenca de
mutagOes do HIV esta associada a possivel resisténcia do virus aos medicamentos
em uso pelos pacientes em tratamento com terapia antirretroviral. Este fato pode
ocorrer em pacientes atendidos na rede publica, que nédo tenham apresentado
melhora clinica e imunoldgica ou tenha tido piora clinica apés determinado periodo
de tratamento. Houve, entéo, a possibilidade de adequar os medicamentos utilizados
na terapia antirretroviral e de selecionar a terapia de resgate (Ministério da Saude,
2013).

Além disso, o estabelecimento desta rede possibilitou estimar, nas diferentes
areas geogréficas, os subtipos circulantes, a prevaléncia de muta¢cbes, bem como
sua associacdo com a gravidade da doenca, sua exposicdo prévia aos
medicamentos e ao esquema terapéutico em uso no momento da coleta da(s)
amostras(s) (Ministério da Saude, 2013b).

Em 2015, em busca de estratégias para proporcionar maior agilidade a
realizacdo dos exames de genotipagem do HIV-1, e sanar as dificuldades de
aquisicado dos reagentes para execucao de analises laboratoriais, foi determinada a
centralizacdo da realizagdo destes exames. Neste contexto, a RENAGENO
centralizou a realizagéo de seus testes em um laboratoério terceirizado (Ministério da
Saude, 2018e).

O ensaio de genotipagem executa a amplificacdo das regides de polimerase,
integrase e envelope do HIV, para analisar e avaliar a susceptibilidade aos
medicamentos antirretrovirais. Estas drogas ja existentes ou sintetizadas na década
de 80 foram testadas e empregadas com a finalidade de impedir a multiplicacdo do

virus no organismo infectado. Atualmente, jA contam com 22 medicamentos, que
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podem ser divididos em seis grupos, classificados de acordo com o local de sua
acdo e finalidade, séo eles: inibidores da Transcriptase reversa nucleosideos e ndo
nucleosideos, inibidores da Protease, inibidores de fuséo, inibidores da Integrase e
inibidores de entrada. (GIV, 2018).

6.3.1 Teécnicas Aplicadas para Genotipagem do HIV-1
6.3.1.1 Reac&o em cadeia da polimerase (PCR)

Esta técnica foi desenvolvida nos anos 80 por Kary Mullis. A PCR consiste em
realizar a amplificagdo in vitro de um segmento especifico de DNA dentro de um
genoma, até um ponto em que sua concentracdo em dada solucao seja tdo alta, e
que possa ser facilmente detectavel por métodos simples e classicos de separacéo
e identificacdo de substancias. Para que ocorra a PCR é necessario um DNA molde
(DNA de interesse). Os primers (iniciadores) sdo um pequeno fragmento de DNA de
fita simples que se ligam ao DNA molde, e que atuam como um "iniciador" para a
enzima polimerase. Os dNTP's (desoxirribonucleotideos) sédo incorporados a fita de
DNA no momento de sua extenséo. Este processo € realizado pela DNA- polimerase
(Taqg), na presenca de solucdo tamponada e magnésio (Mg++), que participam na
estabilizacdo da enzima. Este processo ocorre em etapas: a) denaturacdo das
cadeias do DNA gendmico; b) anelamento (annealinng) dos primers usados para
delimitar a seqiiéncia a ser amplificada; c) emprego de temperatura especifica para
a acdo da enzima (72°C); d) reinicio do ciclo. A revelacdo do produto amplificado é
feita por meio de eletroforese em gel de agarose, em que os fragmentos séo
separados em bandas, de acordo com o peso molecular (Novais & Alves, 2004,
Bustin, et al., 2009).

6.3.1.2 Sequenciamento de Sanger

Sequenciamento de DNA é o processo de determinacdo da sequéncia de
nucleotideos (adenina, timina, citosina e guanina) em um pedaco de DNA. No
método Sanger de sequenciamento, o DNA alvo é copiado diversas vezes,
produzindo-se fragmentos de comprimentos diferentes, ao final dos quais s&o
incorporados os nucleotideos “terminadores de cadeia” fluorescentes, que possibilita
efetuar a determinacéo da sequéncia (Reece, et al., 2011; Thermo Fisher Scientific,
2016).
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6.3.1.3 Bioinformética

As ferramentas de Bioinformatica sdo essenciais para analisar os dados
gerados apOs o0 sequenciamento, e possibilitam a realizacdo de diferentes analises,
e fazer a ligacdo do experimento biolégico com os dados gerados, por meio do
arquivo gerado pelo sequenciador. O equipamento gera um arquivo e, este é
submetido as plataformas virtuais e aos programas para a sua andlise. E necessario
realizar a analise e a edicdo da sequéncia genética. No caso do HIV, pode-se
verificar a suscetibilidade e a resisténcia aos medicamentos, além de estabelecer o
seu subtipo e o tropismo do virus. Estes dados geram um laudo para o médico, e
que apds sua andlise, pode-se determinar a terapia de resgate adequada (Borges,
2015).

6.4 PCDT para manejo da infeccdo pelo HIV-1 em adultos

Os Protocolos Clinicos e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) sdo documentos
oficiais do Ministério da Saude (MS), que vém sendo elaborados desde o final da
década de 70, com a participacdo de hospitais, sociedades médicas e sistemas
publicos de saude. Estes documentos e que visam a garantia de melhor cuidado a
satde do paciente ou do usuario do Sistema Unico de Saude (SUS), por meio da
determinacdo de critérios para realizar o diagndéstico da doenca ou do agravo a
saude, o tratamento (medicamentos, exames e demais terapias) e, 0
acompanhamento dos pacientes. Baseados em evidéncias cientificas, os PCDTs
levam em consideracdo a eficacia, a seguranca e 0 custo-efetividade das

tecnologias recomendadas (Ransoni et al., 2015; Ministério da Saude, 2018f).

Em 2013, o Ministério da Saude (MS) do Brasil atualizou o PCDT para o
manejo da infec¢do pelo HIV em adultos, que foi aplicado efetivamente no inicio do
ano de 2016. A nova recomendacao leva-se em consideracao a condicao clinica, o
histérico da contagem de linfécitos T-CD4+ e a ultima quantificacdo de carga viral
plasmatica de HIV-1, com o objetivo de estabelecer o uso racional do exame de
quantificacdo de linfocitos T-CD4+. Estas medidas reforcam que, em pacientes
estaveis, em uso de terapia antirretroviral (TARV) e com carga viral indetectavel, o
foco do monitoramento laboratorial deve ser feito por meio de deteccdo precoce de
falha virolégica e pelo acompanhamento da quantificagcdo de carga viral. As novas

recomendac¢des foram baseadas em evidéncias cientificas e amplamente discutidas
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pelo Comité Assessor para Terapia Antirretroviral em Adultos infectados pelo HIV do
MS.

O PCDT atualizado prevé que o exame de quantificacdo de linfécitos T-CD4+
nao deve ser utilizado para realizar o monitoramento clinico de individuos infectados
pelo HIV, quando todas as seguintes condicOes estiverem presentes no paciente:
ser assintomético, estar em tratamento antirretroviral (TARV), apresentar carga viral
indetectavel e, ter apresentado em dois exames consecutivos (com intervalo minimo
de seis meses de um para o outro) a contagem de linfécitos T-CD4+ igual ou

superior a 350 células/uL, como demonstra a TABELA 1.

TABELA 1: Avaliacéo clinica para solicitacdo de contagem de linfocitos TCD4.

PVHIV com gs~seguintes Valor de CD4® FreqL_Je_ncie} de
condigdes Solicitagao

- Em uso de TARV

- Assintomatico CD4 < 350 células/uL A cada 6 meses.
- Com carga viral indetectavel

- Em uso de TARV
- Assintomatico CD4 > 350 células/uL N&o solicitar.
- Com carga viral indetectavel

- Sem uso de TARV

- Com evento clinico Qualquer valor de CD4 A cada 6 meses
- Em falha viroldgica

Fonte: Ministério da Saude, 2017g. PVHIV= pacientes vivendo com HIV. (1) Considerando os ultimos
exames consecutivos, com intervalo minimo de 6 meses entre eles.

A nova recomendacdo nao prediz o fim da realizacdo dos exames de
quantificacdo de linfécitos T-CD4+, mas sim reitera sua importancia crucial no
monitoramento clinico e laboratorial de pessoas vivendo com HIV/AIDS (Ministério
da Saude, 2018d).

7. DISCUSSAO

O monitoramento de individuos infectados por HIV-1 por meio da realizacao
do teste de quantificacdo de linfécitos T-CD4+ constitui instrumento importante para

avaliar o estado da resposta imunoldgica do paciente.
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Os primeiros critérios de classificagdo da infec¢do pelo HIV-1, estabelecidos
pelo CDC e pelo MS, levavam em consideracdo a contagem de linfocitos T-CD4+, e
esses valores eram utilizados como guia para introducdo de medicamentos
antirretrovirais. Assim, a terapia antirretroviral era introduzida quando eram
observados os sinais de uma sintomatologia avancada ou de imunodeficiéncia
acentuada (contagem de linfécitos T-CD4+ igual ou inferior a 200 células/uL),
evitando a exposicdo precoce a toxicidade das drogas e seus efeitos colaterais
(Ministério da Saude, 20020). Desta forma, no inicio das atividades da Rede de
laboratorios de CD4/CD8 e, posteriormente, também da Rede de carga viral, a
realizacdo dos exames a cada 3 ou 4 meses foi prevista, justamente para determinar

o melhor e aquequado momento para introduzir a terapia antiretroviral.

Atualmente, com o avanco dos medicamentos antirretrovirais, com menos
efeitos colaterais e menor toxicidade, associado a diversos estudos que sugerem a
introduc&o precoce de terapia antirretroviral, contribuem na preservacéo do sistema
imunologico e no aumento da expectativa de vida do individuo. Isto ocorre porque
preserva melhor a capacidade de recuperacdo da resposta imune, e o papel da
contagem de linfocitos T-CD4+ passou a ser avaliado. De fato, observando-se a
rotina do laboratorio de Citometria de Fluxo do Instituto Adolfo Lutz, menos de 20%
das amostras a serem analisadas apresentam alteracéo nos resultados da contagem
de linfécitos T-CD4+ entre dois exames realizados, com diferenca de tempo de até 4
meses como acontecia inicialmente. Estes achados corroboram a observacédo de
alguns autores, que afirmam que o exame de quantificacao de linfécitos T-CD4+ ndo
traz beneficio ao monitoramento clinico-laboratorial. Em pacientes estaveis e em
tratamento, assintomaticos e com carga viral indetectavel, as flutuacdes laboratoriais
e fisiolégicas ndo tém relevancia clinica. Nesta situacdo basta efetuar o
monitoramento utilizando-se o exame de quantificagéo de carga viral (Rawizza et al.
2011; Maggiol; Leone 2010; Ministério da Saude, 2013a).

Comparando-se as rotinas realizadas no laboratérios de Citometria de Fluxo
do Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo nos anos de 2013 e 2017, verifica-se que a
implantagdo do PCDT reduziu o numero total de exames total em torno de 50%.
Este fato significa que houve uma economia aproximada de R$ 140 mil reais
somente com o laboratério do IAL, considerando-se que eram realizados em média

10 mil exames por ano, ao custo médio de R$ 28,00 reais por exame. Apesar desta
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reducdo no numero de exames, observa-se que 0 impacto entre oS pacientes
atendidos foi apenas entre aqueles que nido “necessitam” da realizacdo do exame
com grande frequéncia. A classificacdo dos pacientes quanto a idade ou quanto ao
género néo foi afetada, havendo diminuicdo apenas no numero de exames que cada

paciente realizava por ano.

Além disso, vale ressaltar que o Brasil passou a adotar 0 mesmo
procedimento terapéutico dos Estados Unidos e da Europa, bem como no que se
refere & frequéncia de realizacdo do exame da quantificacdo de linfécitos T-CD4+.
Ocorre apenas uma diferenca, que ao contrario do Brasil, nesses dois blocos de
paises, a realizacdo do exame € opcional ou é feita a cada 12 meses. Pois, assim
como nos do laboratério de Citometria de Fluxo do IAL, entendemos que o
monitoramento do estado imunologico do paciente, por meio da contagem de
linfécitos T-CD4+, pode auxiliar na indicacdo de uma profilaxia contra as infeccbes
oportunistas, e impedir que o individuo venha a ter uma falha virologica. (DHSS,
2014; GESIDA,2018; EACS, 2018; Ministério da Saude, 2018b).

Uma observacdo complementar ao conjunto é que em 2017, mesmo com a
implantagédo do PCDT, quase 10% dos exames encaminhados continuam fora dos
critérios, sendo estes rejeitados pelos SISCEL (Sistema de Controle de Exames
Laboratoriais). Acredita-se que esta ocorréncia pode ser atribuida a dois fatores: 1)
necessidade do clinico médico em ter os resultados dos exames em maos para
realizar o acompanhamento do paciente, mas sem que tenha relevancia clinica, e
neste caso, caberia treinamento do corpo clinico; ou 2) pelo contato direto com o
paciente 0 médico tem uma melhor percep¢do quanto a necessidade de realizar o
exame, seja por motivos clinicos, seja para prescrever algum procedimento extra
como a indicacao de vacinacdo. O fato é que esta observacdo sugere que algum
estudo complementar deva ser realizado, e mesmo para evitar gastos
desnecessarios com a coleta de amostra, incOmodo ao paciente pela coleta de

amostra sem necessidade, entre outros.
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CONCLUSAO

A presente revisdo de publicacdes leva as seguintes conclusdes:

O exame de quantificagdo de linfocitos T-CD4+ é importante para realizar o
monitoramento dos individuos infectados com HIV, e sua exclusdo ndo deve

ser desconsiderada;

A frequéncia trimestral ou quadrimestral do exame de quantificagdo de
linfécitos T-CD4+ €& desnecessaria em pacientes em tratamento,

assintomaticos e com carga viral indetectavel;

E necessario que haja melhor orientacdo dos profissionais clinicos quanto a
necessidade de solicitacdo de exame de pacientes fora dos critérios

estabelecidos;

O PCDT deve abrir um espaco para que a solicitacdo do exame de
quantificacdo de linfécitos T-CD4+ seja sujeita ao julgamento do médico que
acompanha o paciente ou pelo menos determinar que seja realizado pelo

minimamente uma vez por ano.
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