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RESUMO

STURZBECHER, Fernanda Tomé. Efeitos arteriais da ativagdo de células T e mondcitos e da
imunidade ao Citomegalovirus (CMV) em criangas e adolescentes com infecgdo pelo Virusda
Imunodeficiéncia Humana (HIV). 2018. 144 paginas. Tese (Doutorado direto no Programa de Satudeda
Crianca e do Adolescente) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo,

Ribeirdo Preto, 2018.

Ainfecc¢do pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) pode predispor a presenca de fatores
de risco cardiovascular e promover a ativacdo do sistema imunoldgico, contribuindo para a
formacao de lesGes aterosclerdticas. A existéncia de coinfecgdes, como pelo Citomegalovirus
(CMV) e a ativagdo imunoldgica inespecifica poderiam intensificar o processo de inflamagao
cronica e acelerar os danos vasculares decorrentes desta. O objetivo principal deste estudo
foi avaliar se a recorréncia da infeccdo pelo CMV, a magnitude da resposta imunoldgica
especifica ao CMV ou da ativacdo inespecifica de células T e mondcitos associava-se ao
aumento da espessura das camadas média e intima das carétidas (cIMT) em criangas e
adolescentes coinfectados pelo HIV e CMV. Consistiu-se de um estudo longitudinal, em que
40 criancas e adolescentes coinfectados pelo HIV e CMV foram acompanhados por 2 anos.
Periodicamente avaliou-se a presenca de recorréncia do CMV, com o uso de detecgdao de DNA
do CMV no soro por meio da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase; a ativacdo
imunoldgica perante este virus com o ensaio do Quantiferon CMV®, a dosagem de anticorpos
IgM e IgG contra o CMV. Também, nds medimos a ativacao imunoldgica inespecifica de células
T usando a dosagem do receptor | de TNF soluvel (sTNFRI) e a quantificacdo da presenca
HLADR+CD38+TCD8+; e a de mondcitos por meio da dosagem de CD14 soluvel (sCD14). Para
caracterizar adicionalmente as criancas estudadas, outros parametros foram registrados
periodicamente: 1-Relativos a infeccdo pelo HIV: parametros clinicos e quantificacdo de
linfécitos CD4+/CD8+ e de RNA-HIV; 2-Pardmetros antropométricos: Peso, estatura,
circunferéncia abdominal e indice de Massa Corporal (IMC); 3-Parametros Laboratoriais:
lipoproteinas, glicemia, insulinemia, hemoglobina glicosilada e calculo do indice HOMA IR.
Devido a baixa incidéncia de recorréncia da infe¢do pelo CMV (0,97/100 pessoas-més) ndo foi

possivel analisar este fator no presente estudo. De maneira geral, na entrada do estudo a



espessura da intima/média das artérias cardtidas da maioria (70%) dos adolescentes situava-
se acima do Percentil 75 da distribuicdo de referéncia, sendo que durante o periodo de 2 anos
nao ocorreu incremento significativo da medida desse parametro arterial. Nao foi identificada
associacdo entre a magnitude da ativacdao da imunidade especifica ao CMV e a evolugdo da
cIMT ao longo de dois anos. Apesar de ter sido detectado que pequenos incrementos nos
indicadores de ativacdo imunoldgica inespecifica (TNRFI, sCD14 e/ou HLADR+CD38+)
associaram-se a discretas reducdes da cIMT ao final de dois anos, a ativacdo imunoldgica de
células T e mondcitos ndo se associou ao incremento da espessura da intima/média arterial
durante esse periodo de tempo. Embora ndo tenhamos confirmado a nossa hipétese, dados
obtidos nesse estudo podem se tornar referencia para planejamento de estudos mais amplos

e com maior periodo de observacao.

Palavras chaves: risco cardiovascular, HIV, CMV, adolescentes, espessura da intima/média de

cardtidas (cIMT), ativagdo imunoldgica.



ABSTRACT
STURZBECHER, Fernanda Tomé. Arterial effects of T cell, monocyte and cytomegalovirus
(CMV) immune activation in children and adolescents with Human Immunodeficiency Virus
(HIV) infection. 2018. 144 péginas. Tese (Doutorado direto no Programa de Saude da Crianca e do

Adolescente) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S3do Paulo, Ribeirdo

Preto,2018.

Human Immunodeficiency Virus (HIV) infection might predispose the presence of
cardiovascular risk factors and promote the activation of the immune system contributing to
the formation of atherosclerotic lesions. The presence of coinfections, such as by
Cytomegalovirus, and the immunological unspecific activation may intensify the process of
chronicinflammation and accelerate the vascular damage resulting from it. The main objective
of this study was to evaluate whether the recurrence of CMV infection and the degree of the
CMV-specific cellular immune response or the unspecific activation of T cells and monocytes
were associated with the increase in the thickness of the carotid intima-media thickness
(cIMT) in HIV/CMV-coinfected children and adolescents. A longitudinal study was carried out
in which 40 HIV/CMV-coinfected children and adolescents were followed-up for 2 years.
Periodically, it was determined the presence of CMV recurrence with the use of CMV-DNA
detection in serum by Polymerase Chain Reaction; the specific immunological activation of
this virus with the Quantiferon CMV® assay and the dosage of IgM and 1gG antibodies against
CMV. Also, we measured the nonspecific immunological activation of T cells using the soluble
TNF receptor | (STNFRI), and the presence of HLADR+CD38+TCD8+; and that of monocytes by
soluble CD14 dosage (sCD14). To further characterize the studied children, other parameters
were periodically evaluated: 1-HIV-related: clinical parameters and quantification of
CD4+/CD8+ lymphocytes and HIV-RNA; 2-Anthropometric parameters: weight, height,
abdominal circumference, and Body Mass Index (BMI); 3-Laboratory parameters: lipoproteins,
fasting glucose, fasting insulinemia, glycosylated hemoglobin, and calculation of HOMA IR.
Due to the low incidence of CMV recurrence (0.97/100 persons-month), it was not possible to
analyze this factor in the present study. Overall, the cIMT of most (70%) adolescents were
higher than the 75 percentile of the reference distribution at enrollment, and no significant
increment occurred over a 2 year period. No association between the degree of CMV-specific
immunity activation and the evolution of cIMT over 2 years was identified. Although it was

found that small increments on the unspecific immunological activation markers (TNRFI,



sCD14 and/or HLADR+CD38+) were associated with discrete reductions of the cIMT at the end
of two years, the immunological activation did not associate with an increment of the carotid
intima/media thickness over this time period. Even if we have not confirmed our hypothesis,
the data obtained in this study can be used for planning bigger studies with a more prolonged
observation period.

Key words: cardiovascular risk, HIV, CMV, adolescents, carotid intima/media thickness (cIMT),

immunologic activation.
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1. INTRODUCAO

Nas quase quatro décadas desde a descoberta da infeccao pelo virus HIV houveram
muitos avancgos nos cuidados com os individuos infectados pelo virus. Com o desenvolvimento
da terapia antirretroviral de alta poténcia (TARV) a preocupacdo deixou de ser o controle da
mortalidade em curto prazo pela doenca e voltou-se para as complicacGes associadas ao
estado de infecgdo crénica. Isto inclui tanto os danos decorrentes da acdo do préprio virus
como aqueles ocasionados pelo uso crénico das medicacbes e pelas coinfeccbes. Estes
aspectos tem sido enfoque ndo somente na abordagem dos adultos infectados como também
de criancas e adolescentes.

Segundo a UNAIDS, em 2016 havia 2,1 milhGes de criancas e adolescentes menores de
15 anos infectados pelo virus HIVY, A estimativa para a populagdo adolescente (10 a 19 anos)
em 2015 era de 1,8 milhdes de infectados® . Apesar de ter havido 160 mil novas infec¢des
pelo virus HIV naqueles abaixo de 15 anos, este nimero diminuiu 47% desde 2010. Houve
reducao de 48% das mortes relacionadas a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA)
entre 2005 e 2016 nesta populagdo, ao contrario da estimativa para a faixa etdria de 15 a 19
anos em que houve aumento de 45% das mortes entre 2005 e 2015 (4). A Organizacao
Mundial de Saude (OMS) avaliou que aproximadamente trés quartos dos adolescentes
vivendo com infeccdo pelo HIV adquiriram a infeccdo por transmissdo vertical, refletindo a
melhoria do tratamento antirretroviral com aumento da sobrevida, com as criancas infectadas
atingindo a idade adulta, principalmente nos paises onde ha acesso ao tratamento
antirretroviral. Embora a prevencdo da transmissdo vertical tenha avancado, as novas
infeccbes na populacdo adolescente com idade acima de 15 anos tém aumentado, em
decorréncia de outras formas de exposi¢do?). Em 2015 a estimativa era de ocorréncia de 29
novas infecgdes pelo HIV entre jovens de 15 a 19 anos por hora, trazendo preocupagdes com
os impactos desta doenca neste grupo e os desafios do seu tratamento..

No Brasil, conta-se com programa nacional para prevencdo e tratamento da infeccao
pelo HIV estruturado e a incidéncia de SIDA em criancas com idade inferior a 5 anos, que
reflete a transmissao vertical da infeccao, se mantém em queda nos ultimos 5 anos, tendo
sido de 2,4% em 2016 . No entanto, ainda existem falhas no diagndstico e cuidado de
gestantes e lactantes infectadas e criancas expostas, ndo havendo eliminacdo das infec¢des.

Entre 2006 e 2016 houve um aumento de 14% no diagndstico da infecgao entre adolescentes
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de 15 a 19 anos. Os desafios do tratamento da populagdo pediatrica e adolescente e dos
cuidados para a prevencdo das complicacdes de longo prazo, portanto, se encontram
presentes, e exigem particularidades na abordagem.

Entre adultos com a infec¢do pelo HIV [HIV(+)] ha aumento do risco cardiovascular. O
infarto agudo do miocardio (IAM) pode ocorrer com frequéncia 26% maior em relacdo a
populagdo geral®. Os aumentos do colesterol total, dos triglicerideos e da presenca de
diabetes nesta populagao se associam a maior incidéncia de IAM. Além dos fatores de risco
cardiovascular (RCDV) ja conhecidos, ha outros mecanismos envolvendo o aumento das
doencas cardiovasculares em pacientes HIV(+), decorrentes de alteracGes em nivel celular e
molecular que ocorrem com a infeccdo e com o seu tratamento, associados a fatores
genéticos e ambientais.

Em criancas e adolescentes HIV(+) ja foi evidenciado o desenvolvimento de altera¢des
vasculares precoces®, sendo que estas tém associacdo com diferentes fatores, como em
adultos: alteracdes metabdlicas, o uso de antirretrovirais e resposta inflamatdria
desencadeada pelo proprio virus. A avaliagdo das criangas e adolescentes pode permitir
verificar os efeitos associados a infeccao e a terapia, ja que usualmente os demais fatores de
risco cardiovascular ndo se encontram presentes nesta faixa etaria. Além disso, o processo de
crescimento e desenvolvimento em que se encontram constituem uma base bioldgica
diferente em que irdao atuar os efeitos nocivos da infecgdo, podendo os diferentes fatores

atuar de forma diferenciada da observada nos adultos.

1.1. Infecgdo pelo virus HIV
1.1.1. Fisiopatologia da infec¢ao

O conhecimento da fisiopatologia da infeccdo pelo virus HIV vem avancando de modo
acelerado. E evidente que a ag3o viral n3o se resume ao impacto no sistema imunoldgico em
termos quantitativos, mas também qualitativos e funcionais, com um leque amplo de
possiveis impactos na saude do individuo. A infecgao produz um conjunto de alteragdes em
nivel celular e molecular que interagem com fatores genéticos e ambientais e resultam na
expressao das diferencas clinicas que sdo observadas entre os individuos infectados em

relacdo aqueles sem a infeccdo. O uso das terapias antirretrovirais pode reduzir estas
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alteragbes, mas também pode atuar como coadjuvantes para estas, que resultardo no
processo de envelhecimento precoce e no aumento do risco das complicacdes ndo infecciosas.

A infecgao pelo virus HIV ndo tratada se associa a um nivel de inflamagao persistente,
com a presenca de altos niveis de citocinas inflamatoérias e também ativacdo do sistema de
coagulacdo. A maioria destes marcadores sofre diminuicdo com o tratamento antirretroviral,
no entanto ainda persiste a inflamacgao evidenciada pelos maiores niveis de citocinas como IL-
6, proteina C reativa e D-dimeros® . As causas desta inflamacdo incluem varios processos
como: a propria replicagdo do virus mesmo em baixos niveis; a presenca de outras
coinfeccbes, como a dos virus herpes, em especial o Citomegalovirus; a translocacdo de
lipopolissacarides (LPS) através da mucosa intestinal que ndo se encontra com toda a sua
integridade; a perda de células T de regulacdo e outras células reguladoras da resposta
imunoldgica; associados a fibrose do timo e de outras estruturas do sistema linfoide.

A mucosa intestinal é acometida nos estagios iniciais da infeccdo, sendo o local
principal no qual se estabelece a infecgao inicial para posterior disseminagdo em criangas que
adquirem a infeccdo por transmissdo vertical. O virus infecta e se estabelece no tecido linfoide
de mucosas, onde replica e reduz a quantidade de células T CD4+, importantes para a
manutencao da integridade da mucosa. A infec¢do pode, assim, resultar em uma enteropatia,
com inflamacgdo persistente da mucosa, com producdo de muitas citocinas e consequente
dano celular”. O dano a mucosa resulta na ocorréncia de passagem de produtos bacterianos
ou até de bactérias inteiras para a circulagdo (translocacdo bacteriana), ou pela lamina propria
para o peritonio. Esse processo contribui para a ativagdo imunoldgica persistente, afetando
principalmente as células da linhagem monocitaria. Um dos marcadores da translocacdo e da
ativagdo de células pelo LPS é a dosagem da molécula de CD14 soltvel (sCD14). A presenga de
marcadores de translocacdo mesmo com controle viroldgico da infeccdo aumenta o risco de
comorbidades e o desenvolvimento de doencas cardiovasculares'®),

Com o envelhecimento, o sistema imunoldgico, assim como os demais tecidos do
organismo, passa por alteragdes, denominado “immunosenescence”. Este processo ocorre
mais precocemente na infeccdo pelo virus HIV, principalmente em individuos sem tratamento.
Uma das caracteristicas principais é a perda de capacidade proliferativa das células T, havendo
progressivamente predominancia das células T efetoras, resultantes do processo de expansao
clonal prévio desencadeado por um estimulo antigénico. As células T efetoras apresentam

teldomeros mais curtos e menor capacidade de proliferacdo, portanto possuem menor
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potencial de resposta a antigenos. No entanto, desencadeiam um processo inflamatdrio que
pode até resultar em danos ao organismo, havendo evidencias de aumento da producdo de
algumas citocinas pré-inflamatdrias. Os outros processos ja descritos sdao: diminuigdo da razao
células CD4+/CD8+; diminuicdo da razdo células naive/memdria; reducdo do repertdrio de
células T; aumento do numero de células T ativadas; aumento da producdo de IL-6; baixa
producdo de IL-2 e alta producgdo de Interferon-gama (IFN-y) pelas células TCD8+; redugao da
funcdo do timo e expansdo de células TCD8+ especificas para o CMV.

O impacto clinico deste processo é evidenciado pela baixa resposta imunolégica a
vacinas encontrada nos individuos infectados pelo HIV em relacdo aos ndo infectados,
apresentando um padrao que se assemelha a individuos mais idosos sem a infecgdo. O
tratamento antirretroviral diminui esta disfuncdo, porém ndo a elimina, evidenciando que
mesmo as terapias disponiveis atualmente nao sdo totalmente eficazes para a reversao deste
processo.

Além do impacto no sistema imunoldgico, outros processos tipicos do envelhecimento
se apresentam precocemente em individuos portadores de infeccdo pelo virus HIV e
englobam®):

- ModificagGes da expressdo genética e a agdo epigenética;

- encurtamento de telomeros por mecanismos ligados ao proprio virus ou efeitos
das medicagdes, como dos inibidores da transcriptase reversa sobre a enzima
transcriptase reversa telomerase;

- disfungdao mitocondrial com estresse oxidativo e produgao de radicais livres que
comprometerdo diferentes tecidos;

- comprometimento da regulacdo da morte celular;

- alteracdo da expressdo e funcdo de algumas proteinas e do metabolismo de
lipideos, da glicose e neuroenddcrinos;

1.1.2. Fisiopatologia em criangas e adolescentes

As evidéncias sobre as alteragdes imunolégicas que ocorrem nas criangas com
infeccdo pelo HIV desde o nascimento sdo menos robustas, mas ha alguns aspectos que as
diferenciamt?),

A presenca da infeccdo pelo HIV desde os primeiros anos de vida expdem criancas

precocemente ao processo inflamatério cronico e a alteragdes que envolvem o
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envelhecimento imunoldgico, o que pode resultar em complicagdes clinicas mais precoces. O
grande numero de células T presentes na infancia e o Timo favorecem a infec¢do e replicacdo
viral em altos niveis. Estudos demonstraram que o nivel da carga viral se relaciona ao risco de
progress3o da doencal’, no entanto n3o pode ser avaliado isoladamente de outros fatores,
como o numero e a porcentagem de células CD4+. Com relagdo a ativagao de células T e as
alteragdes funcionais que podem ser encontradas nestas, estudos demonstraram que a
intensidade da viremia pode ndo ser importante neste processo, mas sim a intensidade da
prépria resposta imunoldgica do individuo(*?,

Com relacdo a translocacdo bacteriana e de seus subprodutos possivelmente ela
ocorra com maior frequéncia e intensidade nas criancas, tendo em vista a maior
permeabilidade das mucosas intestinais!*3(14), As profilaxias com uso de antibidticos utilizadas
na infancia podem também contribuir neste processo. Além disso a progressao da doenga
materna e o seu tratamento se relacionam com a progressdo da crianca, indicando poder
influenciar na ativagdo imunoldgica e demais fatores que envolvem esta progressdo(*).

As coinfecgdes, principalmente pelo Citomegalovirus, resultam em maior estimulac3o
imunoldgica e ativacdo, com maior risco de progressdo da doenca e até complicagdes!16)(17),
Assim é que marcadores de ativacao imunoldgica de células T se associam com a presenca do
CMV.

O tratamento precoce auxilia na prevengao deste processo além de diminuir que a
guantidade de virus que atinge as células que constituem o reservatoério viral, resultando

posteriormente em menor ativagao imunoldgica.

1.2. Aterosclerose

A aterosclerose consiste do processo de estreitamento dos vasos arteriais decorrentes
do acumulo de fibrina e proliferacdo de células musculares lisas na parede dos vasos. Este
processo é decorrente de uma cascata de eventos que resultam na ativacdo imunoldgica que
levarad a formacdo da lesdo arterial. Os fatores de risco ja conhecidos que contribuem ao
desencadeamento desta reagdo sao as alteragdes de perfil lipidico, a resisténcia insulinica e o
diabetes, a hipertensdo arterial, a obesidade (acumulo de gordura principalmente em regiao
abdominal), o uso de tabaco, fatores genéticos representados pela histdria familiar de risco

cardiovascular e a presenca de estado inflamatério persistente decorrente de ativacao
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imunoldgica, como ocorre em algumas doengas autoimunes e em algumas infecgdes. Além
destes fatores de risco ha os fatores que se associam a aterosclerose como alguns habitos
alimentares e de pouca atividade fisica, o avanco da idade, o género, com maior risco

masculino, e fatores perinatais*® .

1.2.1. Fisiopatologia da aterosclerose

A aterosclerose consiste de um processo inflamatorio crénico em que o sistema imune
interage com os fatores de risco metabdlicos para iniciar, manter e ativar as lesdes
arteriais!19)(20)(21),

Existe um tecido linfoide associado a vasos (VALT) que se constitui de: linfocitos T
ativados e macrofagos ativados. Poucas células dendriticas, mastdcitos e raras células natural
kiler podem ser encontradas. Nos estagios iniciais da aterosclerose ha a presenca de linfocitos
T dispostos em aglomerados na intima que com a evolugao da formagdo da placa infiltram
aleatoriamente esta camada. Nas lesOes avancadas eles se acumulam na borda da placa. Os
linfocitos T se localizam nas camadas intima e na adventicia dos vasos, estando préximas a
inervacdo autondémica nesta regido e expressam marcadores de ativacdo celulart??. Os
macrofagos apresentam morfologia normal em vasos sem alteracdes. Quando se inicia o
processo de aterosclerose ja é possivel observar a transformacdo destes em células
espumosas. Nas lesdes avancadas ha o acumulo central de lipidios nas placas, com formacao
de cristais de colesterol e consequente morte celular dos macréfagos locais, deixando a
camada mais interna da placa com conteudo lipidico acelular e os macrdfagos se apresentam
somente circundado a estrutura central. As células dendriticas e as musculares lisas também
podem evoluir para células espumosas com a progressado da lesdo.

A placa fibrosa formada é responsavel pelos eventos danosos decorrentes da
obstrucdo do Ilumen vascular, da liberacdo na corrente sanguinea de substancias
trombogénicas apds sua ruptura, com sindromes isquémicas agudas, ou da ruptura do vaso.

A medida da espessura das camadas intima e média das artérias cardtidas (cIMT)
representa o efeito cumulativo de diferentes eventos que atuam nos estdgios iniciais da
aterosclerose e que levam a disfungdo endotelial com consequente aumento progressivo da
intima e média das artérias. Este aumento é considerado o evento mais precoce tipico do

desenvolvimento de aterosclerose e pode ser utilizado em criancas em idades tdo precoces
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quanto 10 anos, consistindo em um preditor independente de risco cardiovascular(?3)(24)(25),
Ela se constitui numa medida de avaliacdo indireta da aterosclerose que representa o risco de
desenvolvimento das doengas cardiovasculares no futuro. Como medida de avaliagdao da
progressdo da aterosclerose ela é amplamente utilizada em ensaios clinicos tanto para
avaliagdo de riscos como de medidas terapéuticas. Na pratica clinica ainda ndo ha o consenso
para o seu uso, embora ela possa ser utilizada como avaliagdao adicional em adultos
classificados com moderado risco cardiovascular. Em criancas e adolescentes ela ndo é
recomendada na pratica clinica.

Além das alteracdes estruturais que podem ser evidenciadas por métodos ndo
invasivos, a dosagem de marcadores inflamatérios e de coagulacdo se associaram ao
desenvolvimento de aterosclerose e podem auxiliar na identificacdo do risco desta, embora
nao exista consenso sobre o uso destes em diferentes grupos de individuos. A proteina C
reativa de alta sensibilidade (hsPCR) é o marcador de inflamagdo cronica que vem sendo mais
utilizado e que associado aos demais fatores de risco cardiovascular tem valor progndstico

para o desenvolvimento futuro de lesdes aterosclerdticas(26)27),

1.2.2. Aterosclerose em criangas e adolescentes

Em estudos longitudinais que avaliaram criancas e adolescentes até a idade adulta, a
compreensao dos fatores envolvidos no desenvolvimento de aterosclerose colocaram em
evidéncia que a infancia e adolescéncia sdo periodos muito importantes neste processo.
Embora a presenca da aterosclerose e as complicacdes decorrentes desta ocorram na idade
adulta, pesquisas ao longo dos ultimos 40 anos vém demonstrando que a alteracdo de base
da aterosclerose se desenvolve desde a infancia e progride ao longo da vida do individuo de
acordo com a presenca e intensidade dos fatores de risco. Avaliacdes nao invasivas de adultos
e achados anatomopatoldgicos de placa aterosclerética em jovens foram identificados8)(29),
O periodo de maior progressao de estrias gordurosas para placas fibrosas ocorre a partir dos
15 anos de idade e se correlacionam com os fatores de risco cardiovascular(?®,

O Bogalusa Heart Study e o Pathobiological Determinants of Atherosclerosis in Youth
(PDAY) sdo dois grandes estudos que demonstraram alteragdes anatomopatolégicas da
aterosclerose em individuos que faleceram por causas externas e identificaram associacdo

entre as caracteristicas das lesGes com a presenca e intensidade de fatores de risco
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cardiovascular. Os fatores de risco identificados foram as alteragdes de perfil lipidico, a
elevacdo de pressdo arterial, a obesidade e o uso de cigarro, a presenca de diabetes mellitus
e o avanco da idade.

A aterosclerose sintomatica ndo é encontrada em criancas e adolescentes, mas
alteracgdes vasculares precoces que evoluem para a formacdo da placa aterosclerética podem
ser encontradas em criangas e avaliadas por métodos nao invasivos, como a utilizacdo de
medidas ecograficas como a cIMT®?, Outras medidas sdo a demonstra¢do de deposicdo de
calcio em corondrias em imagens de Tomografia Computadorizada, medidas de
distensibilidade endotelial na artéria braquial e avaliacdo da massa ventricular esquerda com
o ecocardiograma.

A utilizacdo da cIMT na avaliagdo de criancas e adolescentes deve levar em
consideracdo que esta medida apresenta aumento com a idade e a estatura de criangas e
adolescentes, além de existir diferengas em relacdo ao sexo, podendo o aumento identificado
ser diferente de acordo com a artéria avaliada. Ishizu e colaboradores demonstraram que
ocorre um aumento linear das artérias carétida em criancgas e adolescentes de 5 a 14 anos de
aproximadamente 0,009mm ao ano®®Y, que ndo foi evidenciado nos demais
estudos2)33B34)3%)  Ajnda n3o é totalmente claro se as diferencas encontradas relacionadas
com a idade sdo decorrentes de uma adaptag¢do vascular normal que ocorre com o
crescimento ou sdo alteracdes patoldgicas e os mecanismos que influenciam com a espessura
nesta faixa etaria com o desenvolvimento puberal ainda ndo foram bem estudados. Outras
medidas tem sido propostas neste grupo devido a estas dificuldades relacionadas ao processo
de crescimento(®),

Tendo em vista a sua ampla utilizacdo em pesquisa clinica foram estabelecidos valores
de referéncia para adultos®®”), que englobam adolescentes a partir de 15 anos. Valores de
referéncia para criancas e adolescentes foram propostos em 4 estudos de populacdes
especificas, utilizando medidas manuais ou semiautomatizadas e podem servir de referéncia

para identificacdo de alteracdes em criancas a partir dos 10 anos32/33)34)(35),

1.2.3. Risco cardiovascular e infec¢do pelo HIV

A infecgao pelo HIV constitui-se num fator de risco para aterosclerose, independente

da presenca dos fatores de risco tradicionais. Os aspectos caracteristicos da infecgao
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envolvem: a persistente replicacdo viral do HIV; a imunodeficiéncia associada ao maior
impacto das coinfec¢cdes, como a causada pelo CMV; e a translocagdo bacteriana. Estes
constituem os trés principais fatores que por diferentes mecanismos resultardo na ativacao
imunoldgica crénica e no dano endotelial®®. Além disso a infecgdo pelo HIV pode levar a
ocorréncia dos demais fatores de risco, tanto pela acao viral direta como em consequéncia do

uso das medicag¢des antirretrovirais. O fluxograma abaixo sintetiza estas relagdes.

Figura 1. Fluxograma representativo dos fatores associados ao aumento do risco
cardiovascular na infecgao pelo virus HIV.
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Com relacdo a viremia plasmatica ha evidéncias de que a proteina de superficie gp120
estimula as células endoteliais a produzirem fatores tissulares que estimulam o inicio da
cascata de coagulacdo. Citocinas inflamatdrias e outras proteinas virais sinergicamente podem
promover a ativacdo endotelial, apoptose ou proliferacdo celular. O estudo SMART
demonstrou menor risco de doencas cardiovasculares entre os individuos que fizeram uso
continuo de antirretrovirais, sugerindo que a viremia plasmatica é importante para a
aterosclerose®®®).,

A associagdo entre a baixa contagem de células CD4+ e o aumento do risco
cardiovascular foi evidenciado em diferentes estudos?“Y), embora existam questionamentos
relacionados a reconstituicdo imune e as implicagcOes desta na estimulacdo da inflamacdo e

do dano cardiovascular®?), Além disso a associacdo dos baixos niveis de CD4+ podem refletir
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indiretamente a importancia de outros fatores, como os efeitos inflamatdrios de coinfecc¢des,
em especial pelo Citomegalovirus ou até mesmo a prépria replicacdo viral do virus HIV.

A translocagao bacteriana ou de produtos destas demonstrou aumentar os niveis de
D-dimeros e do risco de trombose, aumentando a morbidade e mortalidade em individuos
infectados. Os niveis de molécula CD14 soltvel também se associaram a maior morbidade e
mortalidade em alguns estudos, corroborando a ideia de que a translocagao tem papel
importante na imunoestimulac3o, se associando ao risco cardiovascular(®3),

Entre as alteracOes metabdlicas ja descritas, a infeccdo pelo HIV causa lipodistrofia
com acumulo de gordura central que se associa a resisténcia a insulina. Algumas medicacdes,
em especial os andlogos nucleosideos, interferem no metabolismo mitocondrial e aumentam
o risco de toxicidade oxidativa. Esta toxicidade se associa a redistribuicao de gordura corporal
e outras alteracdes metabdlicas*¥>),

A lipodistrofia é comum em criangas com infeccdo pelo HIV, atingindo
aproximadamente 29% daquelas em uso de terapia antirretroviral de alta poténcia (TARV)®6),
Esta alteracdo da composicao corporal em conjunto com as alteragcdes de metabolismo
lipidico e da glicose sao fatores que aumentam o risco cardiovascular em adultos. Werner et
al encontraram 88% de prevaléncia de dislipidemia e 14% de alteragdes corporais em criangas
brasileiras infectadas pelo HIV(47).

Em estudos que avaliaram alteragdes aterosclerdticas precoces, a espessura da intima-
média da carétida (cIMT) foi uma medida utilizada que evidenciou diferencas entre as criancas
e adolescentes infectadas pelo virus HIV e criangas sem a infecgdo. Charakida e colaboradores
encontraram diferenca significativa entre a cIMT de pacientes com infeccdo pelo HIV e
pacientes saudaveis, além de observar associacdo direta da cIMT com a idade do paciente,
identificando o aumento de 0,005mm em espessura para cada ano de idade®®, observaram
associacdo do aumento com o uso de Inibidores de Protease (IP) e estagios mais avancados
da classificacao do CDC.

O controle dos fatores de risco cardiovascular classicos e o controle da infecgdo pelo
virus HIV resultaram em impacto positivo sobre a cIMT em alguns estudos, evidenciando que
as alteragOes vasculares sdo resultado da interagdo destes, havendo beneficios na prevencao
e tratamento dos processos que favorecem a aterosclerose*?).

Os biomarcadores de ativacdo imune e de disfuncdo cardiovascular também vem

sendo utilizados em estudos clinicos envolvendo criancas e adolescentes. Miller e
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colaboradores encontraram maiores niveis de biomarcadores de disfungao cardiovascular em
jovens com infeccdo pelo HIV do que em jovens sem a infec¢30®?. Os biomarcadores avaliados
foram a molécula de adesdo intercelular (ICAM), molécula de adesdo da célula vascular
(VCAM), proteina 1 quimioatraente de mondcitos (MCP-1) e interleucina-6 (IL-6). A presenca
de maior relagdo cintura/quadril e a gravidade da infecgdo pelo HIV também foram fatores
associados ao aumento dos biomarcadores.

Na pratica clinica a presenga da infecgdo pelo virus HIV em criangas e adolescentes
representa um fator de risco cardiovascular moderado!®), exigindo uma vigilancia com rela¢3o
a presenca dos demais fatores de risco, a aplicacdo mais cuidadosa das medidas de prevencao
destes e a adog¢do de interven¢des quando aplicdveis. A compreensdo das alteragdes
metabdlicas, moleculares e celulares que ocorrem na infeccdo pelo HIV e como elas se
processam nas criangas e adolescentes sao importantes para que sejam estabelecidas
abordagens que possam melhorar a qualidade de vida futura desta populacdo e a sua

expectativa de vida.

1.3. Citomegalovirus

O Citomegalovirus (CMV) é um virus com distribuicdo universal. A prevaléncia da
infeccdo aumenta com a idade e o momento da infeccdo pelo virus se relaciona a condi¢des
ambientais de vida que podem proporcionar contato precoce ou tardio com o virus. Em geral,
em populagées com menor nivel socioeconémico, a infeccdo é adquirida nos primeiros anos
de vida e nos niveis sociais mais elevados em idades mais avancadas®®.

A transmissdo materna do CMV depende da soroprevaléncia da infeccdo entre as
mulheres em idade reprodutiva. Em populacGes onde esta prevaléncia é alta, mais de 50% das
criangas adquirem o virus no primeiro ano de vida. As criangas ainda podem adquirir a infecgao
no bergdrio logo apds o nascimento ou quando entram em contato com outras criangas ou
adultos que excretam o virus, principalmente quando comegam a frequentar creches e
escolas®?).

A infeccdo do CMV possivelmente ocorre por meio das mucosas (sistema
genitourinario, vias aéreas, gastrointestinal), por via hematogénica (inclui a vertical), pela
transfusdo de hemoderivados e transplantes. Os leucécitos e as células endoteliais sdo muito

importantes para a disseminagao do virus.
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O CMV é um B-herpesvirus que infecta diferentes tipos de tecidos e se multiplica em
diferentes tipos de células, como as células endoteliais, musculares lisas e fibroblastos3).
Nestes diferentes locais os virus podem se situar em capilares e veias e ativarem linfécitos
circulantes, mantendo uma laténcia de ativacdo imunoldgica celular alta mesmo com a
imunidade preservada. O tipo de célula que mais comumente apresenta as alteracoes
citopatoldgicas tipicas da invasao viral é a célula epitelial ductal. Apds infeccao inicial, o CMV
é excretado em diferentes fluidos organicos: saliva, sémen, urina, lagrima, fluido
cervicovaginal e leite materno. Esta excre¢do é resultante da infeccdao das células epiteliais
glandulares. Isto reflete a disseminagdo do virus a varios 6rgdos, sendo que a replicacdo na
saliva e na urina pode indicar a via inicial de infecgao.

O virus persiste no organismo humano de forma permanente, apresentando diferentes
mecanismos de evasao do reconhecimento pelo sistema imunoldgico. As células da medula
dssea e sangue periférico precursores monocitarios sdo os principais reservatérios da infeccao
latente. Quando estas células se diferenciam e multiplicam ocorre a replicagdo viral. As
analises ja realizadas até o momento suportam a evidéncia de que o CMV permaneca latente
nas células progenitoras mielomonociticas na medula éssea e mondcitos CD14+ infectados
circulam no sangue periférico. A diferenciacdo de mondcitos infectados de forma latente em
macrofagos tissulares por estimulagdo alogénica (transfusao, transplante) ou por liberacdo de
citocinas pro-inflamatdrias como ocorre em infec¢des, levam a replicagdo do CMV, com
qguadros de reativacdo da infecgdo por este virus.

Tanto a resposta imune humoral quanto a celular sdo importantes para a defesa contra
a infeccdo pelo CMV. As células Natural Killer (NK), componentes da imunidade inata, sdo
essenciais para a o controle inicial da infec¢cdo. Os anticorpos protegem contra a infeccdo e a
doencga, mas ainda ndo foram definidos os niveis exatos para a protec¢do. A defesa humoral
passiva isoladamente ndo consegue prevenir a infeccdo, e a extensdo em que a imunizagao
adquirida com a infec¢do natural previne e limita a reinfec¢ado ainda é desconhecida.

A imunidade celular é essencial na resposta ao CMV e as células T sdo fundamentais
no controle da replicagao viral e na prevengao do desenvolvimento de doenga. A infecgao pelo
por este virus estimula uma expansdo de células T especificas que auxiliam no controle da
infeccao e tem uma representagdo expressiva no conjunto de células T do organismo de um
individuo, que aumenta ainda mais com o envelhecimento, podendo chegar até metade de

todo o conjunto de células TCD8+.
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Quadros mais graves de doenga ocorrem em pacientes com comprometimento da
imunidade celular, como os pacientes com infeccdo pelo HIV.

O CMV produz uma infecgdo produtiva, permanente, com a viremia e excregdo do virus
em sitios especificos por meses a anos mesmo em face da resposta imune do hospedeiro>4(>%),
O virus possui mecanismos de evasao da resposta imune do hospedeiro, como sequestro de
quimiocinas, competicdo com receptor de TNF, interferéncia na apoptose, diminuicdo da
expressao do MHC de classe Il na superficie de macréfagos e protecdo das células infectadas

da a¢do do complemento.

1.3.1. Associacao do CMV com aterosclerose

A hipdotese de que as infeccdes possam ser fatores causais para a aterosclerose,
principalmente as causadas pelos virus Herpes, vém sendo avaliada ha muitos anos. Estudos
experimentais e populacionais ja evidenciaram a presenca desta relacdo para o
Citomegalovirus, um dos principais agentes com evidéncias de associacdo com os danos
vasculares®®7) Proteinas e material genético do CMV foram encontrados nas células
musculares lisas de placas de artérias cardtidas de pacientes durante endarterectomia e
outras cirurgias vasculares.

Os titulos de Anticorpos da classe IgG contra o CMV se associaram diretamente ao
desenvolvimento de aterosclerose em pacientes submetidos a arterectomia®® ou que
evoluiram com doenca coronariana apds transplante cardiaco®. Nieto e colaboradores
encontraram associacdo entre a elevacao dos titulos de anticorpos contra o CMV e a presenca
de maior espessura da intima e média das artérias cardtidas apds 13 a 18 anos da avaliacao
laboratorial, em pacientes da coorte ARIC (Atherosclerosis Risk in Communities), avaliados
entre 1987 e 1993, com exames laboratoriais coletados em 1974. A associagdo manteve-se
estatisticamente significante apods controle dos demais fatores de risco para o
desenvolvimento de aterosclerose(®?),

A presenca de titulos mais elevados de anticorpos pode estar associada a presenca de
reativagdes da infeccdo pelo CMV em pacientes que apresentam a infecgao latente. Estas
reativacGes podem ser desencadeadas por periodos de leve comprometimento imunolégico

ou estresse fisico e psicoldgico.
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Diferentes mecanismos sdao propostos para explicar a associacdo do CMV com o
desenvolvimento de aterosclerose. Os virus Herpes podem alterar o metabolismo lipidico®?
e estudos em animais demonstraram que o CMV pode levar a acumulo maior de lipideos na
parede vascular(®?, Os virus podem ainda causar dano imunoldgico nos vasos pela deposi¢do
de imunocomplexos e a replicacdo viral pode destruir as células musculares lisas,
comprometendo a reparacdo dos danos vasculares®®. O virus pode desencadear mutac¢des
das células musculares que levam a sua proliferacdo e a consequente formacdo de placas
(Tumilowicz; Speir). Além disso, o virus pode causar lesdes endoteliais que desencadeiam a
cascata de coagulagdo e consequente aterosclerose. Os mecanismos propostos estdo

sumarizados no Quadro 1.

Quadro 1- Mecanismos fisiopatogénicos propostos para explicar a acdo do CMV no

desenvolvimento de aterosclerose(53).

TIPO DE ESTUDO RESULTADO REFERENCIA
In vitro
Células musculares lisas Infecgdao pelo CMV das CML aumenta p53; IE84 se . (64)
Speir et al

humanas (CML)

liga e inibe p53

Células da linhagem
promonocitica

Células endoteliais (CE), CML e exposi¢do a LDL
aumenta a reativacao do CMV.

Guetta et al®®

CML

IE84 antagoniza a apoptose mediada pelo p53

Tanaka et al®®

CML de ratos

Infeccdo CMV humano leva a proliferacao das CML;
aumento da migracao das CML através dos fatores
de crescimento derivados de plaquetas (FCDP);
aumento da expressao do receptor de FCDP

Zhou et al®”)

CML

US28 do CMV promove a migracao na presenca de
quimiocinas

Streblow et al(®®

In vivo

Ratos com e sem
hipercolesterolemia

CMV aumenta a acumulagdo de lipideos na parede
arterial

Tumilowicz et al®®

Ratos, transplante
aodrtico alogréfico

CMV aumenta proliferacdo de CML e aumenta
alteracdes ateroscleréticas da intima

Lemstrong et al

Ratos, transplante
adrtico alografico

CMV aumenta a proliferagao intimal em enxertos
ndo compativeis (diferente MHC)

Li F et al7¥

Pacientes com
transplante cardiaco

CMV associado a aumento da aterosclerose no
enxerto, aumento da rejei¢cdo e diminuigao da
sobrevida

Grattan et al™

Pacientes com
transplante cardiaco

CMV em 62% dos pacientes com doenga
coronariana (DC) pds-transplante e 25% dos
pacientes sem DC

McDonald et al®®®




33

Pacientes com re-

estenose apds CMV nas lesdes foi associado a aumento de p53 Speir et al®*
angioplastia
Pacientes pds CMV associado a re-estenose em 43% contra 8%
) . Zhou et al(73)
arterectomia de pacientes s/ CMV
Ratos com dano N .
, CMV aumenta a formacio da neointima Zhou et al®”
carotideo

IE: Immediate early
Fonte: adaptado de Cytomegalovirus in Fields Virology, fourth edition, 20013)

Em resumo, sugere-se que reativacdio do CVM seja seguida pelo aumento da
inflamacdo e do dano vascular. Os monécitos circulantes sdo atraidos para a formacao das
lesdes, o virus latente volta a replicar nos mondcitos, ativado pelas citocinas inflamatérias e
pelo contato com células endoteliais, células musculares lisas e lipoproteinas de baixa
densidade oxidadas®®. A reativacio do CMV, ent3o, promoverd as mudancas vasculares e o
desenvolvimento da aterosclerose com a proliferacao das células musculares lisas, acimulo

de lipoproteinas, alteracdo intimal e diminuicdo do lumen vascular.

Figura 2. Fluxograma dos mecanismos de aumento do risco cardiovascular do CMV.

EFE-'TOS DIRETOS
(presente no endotélio)

VASO (dano endotelial)

Producdo de
CITOCINAS

Ativagdo imune de células T }

1.3.2. Coinfec¢dao HIV e CMV

A soroprevalencia da coinfec¢do HIV/ CMV é alta e a influéncia do CMV na estimulagdo
cronica do sistema imunoldgico e no envelhecimento precoce deste ja foram descritas74).

Em pacientes com comprometimento imunoldgico, o desenvolvimento de doenca pelo
CMV pode ser decorrente de reativagdo do virus latente, reinfec¢do ou contato primario com

o virus. O diagnéstico de doenca requer a deteccdo do virus e a determinacdo de que ele esteja
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causando doenca ativa. A excrecdo viral em sitios especificos e a viremia transitdria sdo
comuns em pacientes com comprometimento da imunidade celular, como os infectados pelo
virus HIV, mesmo quando ndo ha doenga aparente em atividade. Outros grupos apresentam
risco maior de recorréncia viral como individuos idosos, pessoas em condi¢Ges graves de
saude, como os internados em Unidades de Terapia Intensiva, e os receptores de transplantes
de drgdos solidos, que necessitam de monitorizacdo continua pelo risco de evolugdo para
doenca. Além disso situacdes clinicas especificas, como na presenca de doenca coronariana,
seja ela estdvel ou instdvel, ja foi demonstrada a presenca de viremia pelo CMV com maior
frequéncia que individuos sem estas condicoes. Esta evidencia contribuiu para a preocupacao
e o enfoque na investigacao do papel do Citomegalovirus no processo de dano vascular.

O quadro abaixo descreve de forma simplificada os coeficientes de prevaléncia de
recorréncia viral ja encontradas em outros estudos. No caso de estudos envolvendo individuos
HIV (+) a prevaléncia de identificagdo de viremia variou entre de 22 a 35%. Todos os estudos

utilizaram técnicas de reagao em cadeia de polimerase (PCR).

Quadro 2: Frequéncia de deteccdo de
diferentes grupos.

DNAemia pelo Citomegalovirus em estudos com

Populagdo e métodos Reativagoes do CMV Referéncia

Populagdo: Individuos adultos criticamente | N=53

doentes (Unidades de Terapia Intensiva — UTI)

Deteccdo viral = 13 (24.5%) Caston et al7®

Método: RT-PCR; avaliagdo semanal

Populagdo: Individuos saudaveis de 25 a 86 | N=44

anos Deteccdo viral= 16 (36%) (24% abaixo Parry et al”®

Método: Droplet digital PCR; avaliagdo unica

de 70 anos e 100% acima desta idade)

Populagdo: Individuos com doenca arterial
coronariana X saudaveis (>60 anos)

Método: RT-PCR; avaliagdo Unica

Deteccdo viral:

18 reativagdes/ 39 individuos

saudaveis (46,15%)

Método: RT-PCR

Deteccdo viral = CMV em plasma em
77%

37 reativagbes/ 48 individuos com Nikitskaya et al””
doencga coronariana aguda (77%)
10 reativacdes/ 18 individuos com
doenga coronariana estavel (55,5%)
Populagdo: Individuos com doenga coronariana | N= 97 com doenga coronarina
(média de 65 anos) e sem a doencga (média de -
N=
66 anos) na admiss3o hospitalar >3 saudaveis Nikitskaya et al®
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Populagdo: Individuos HIV (+), média de 35 | N=108
anos; média de CD4+: 636 (min. 487,5 — max.

Deteccdo viral = 33% das das
821)
amostras foram CMV (+); 63% dos Smith et al™

Método: Droplet digital PCR em PBMC; média | participantes tiveram pelo menos 1
de 4 avaliagbes/ individuos; intervalos — a cada | amostra detectavel
6 meses

Populagdo: Individuos HIV (+) acima de 18 anos | N=153

com CD4+< 350 cél/microl Aichelburg et al®)

Deteccdo viral = 53 (35%)
Método: RT-PCR; avaliagdo Unica

Populagdo: Criancas de 3 semanas a 2 anos de | N=101 HIV (+) e 191 HIV (-)
idade (média de 12 meses) HIV (+) e HIV (-)

(Africa Subsaariana) Deteccdo viral = 54,5% HIV (+); 34% Tembo et al®)

HIV (-)
Método: PCR em Unica avaliagdo

Populagdo: Criangas HIV (+); até 21 anos; média | N=67 sorologia (+) para CMV

de idade 7 . . s
€idade /.anos Deteccao viral = 15 individuos Kapetanovic et al®?

Método: PCR; Avaliagdo Unica no inicio do | (22.40%)
seguimento

Praticamente todos os adultos e ao menos 50% das criancas HIV(+) tém evidéncia
soroldgica de infeccao pelo CMV. O risco de doenca pelo CMV se relaciona diretamente ao
nivel de células CD4+ do paciente e quanto maior o comprometimento imunoldgico, maior é
esse risco. Arecorréncia da infeccao pelo CMV geralmente ocorre quando o nimero de células
CD4+ se encontra abaixo de 100 células / mm3, podendo ser silente ou desencadear doenca
com diferentes graus de gravidade, desde quadros breves e autolimitados até quadros graves
de alta morbimortalidade(®). Os quadros clinicos mais comuns da infeccdo pelo CMV em
pacientes HIV(+) sdo retinite (corresponde a 85% das doencas graves), colite (10% das
doencas pelo CMV nos pacientes com AIDS) e esofagite. As doencas menos comuns sdo a
encefalite, neuropatia periférica, pneumonite, gastrite e hepatite. Em 45 a 60% de adultos
com CD4+ inferior a 100 células/mm?3 podem ocorrer uma ou mais reativa¢des da infec¢do
pelo CMV ao longo do periodo de 6 meses a 1 ano®¥®> sendo que quanto maior a viremia
plasmatica, maior o risco de desenvolvimento de doenga.

Além do risco de doencga associada a imunossupressdo, o Citomegalovirus produz
infeccdo crbnica latente que resulta em efeitos semelhantes ao virus HIV na ativacdo do
sistema imunoldgico e no “envelhecimento precoce” deste. Como ja descrito previamente,
em individuos sem outras condi¢cdes clinicas o CMV estda implicado no processo de
envelhecimento e inflamagao, associando-se as doengas de maior incidéncia com o avango da

idade, como a fragilidade dssea, a aterosclerose e disturbios cognitivos. Em vista disso, o
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estudo da coinfecgdo é alvo de interesse, para avaliagdo de como estes virus atuam

sinergicamente contribuindo para a ocorréncia deste eventos(®®).,

Ha evidéncias de que as alteracdes no sistema imunolégico que o Citomegalovirus
produz possam influenciar na patogénese da infeccdo pelo HIV e consequentemente na
evolucdo da doencal®”). O CMV pode contribuir para o aumento da replicacdo viral do HIV e
para a infeccdo de maior nimero de células que constituem o “reservatoério” viral, além de
intensificar a ativacdo imunoldgica persistente e do processo de envelhecimento do sistema
imunolégico®®). Mesmo nos individuos com adequado tratamento antirretroviral hd aumento
da ativacdo de células T especificas do CMV, maior nivel de ativacao de células T, proliferacdo
destas e evolucdo para estagios de diferenciacdo que caracterizam o “envelhecimento”. Um
dos estudos que enfatizaram a importancia do CMV nas alteragdes imunolégicas que ocorrem
na infecgdo pelo virus HIV foi o que demonstrou diminui¢dao do nimero de células T ativadas
com o uso de Valganciclovir, medicacdo usada no tratamento da infec¢do pelo CMV &2, O
impacto desta interacdo é a intensificacdo dos efeitos deletérios causados por cada um destes
virus®) . A seguir, listamos os possiveis efeitos do CMV em individuos infectados pelo HIV
est30®”):

- O CMV como fator que associa-se ao desenvolvimento da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), quadro mais avancado da infeccdo, mesmo em
pacientes que iniciaram terapia antirretroviral(1®).

- Expansdo do numero células TCD8+ com grande proporcao de células especificas para
o CMV.

- Aumento do numero de células efetoras TCD8+ com diminuicdo do nimero de células
naive.

- Diminuicdo da relagdo de células CD4+/CD8+.

- Predominio progressivo de células T com menor potencial de resposta e replicacdo e

com produgao de citocinas que resultam em inflamagao e danos a diferentes sistemas.

Figura 3. Mecanismos envolvidos nos danos causados pela coinfec¢do HIV/ CMV.
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Ativacéio imunolégica ‘
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sistema imunolégico
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Expansdoclonal de células TCD8

v Distlrbios cognitivos

Diminui¢o da relagio CD4/CD8
Ativagio de célulasT

Producdo aumentada de citocinas

L

Efeitos deletérios das citocinas

As células T CD8+ citotdxicas tém papel chave na resposta imune ao CMV®Y, As
proteinas pp65 do CMV (estrutural) e IE1 (Imediate Early 1 — envolvida na reativacdo viral) sdo
consideradas os maiores alvos da resposta de célula TCD8+ ao CMV®®?). Os pacientes HIV(+)
possuem resposta exacerbada ao CMV com maior nimero de células CD8+ produzindo IFN
gama em resposta a antigenos virais do que pacientes HIV(-)®3). Além disso, diversos estudos
demonstraram que as células T CD8+ especificas para o CMV estdo presentes em maior
numero em pacientes HIV(+) ndo tratados e em pacientes em terapia antirretroviral do que
naqueles HIV(-)®43),

A avaliacdo das células TCD8+, portanto, pode expressar os mecanismos utilizados pelo
sistema imunoldgico para controle da replicacdo viral do CMV, limitando sua persisténcia ou
prevenindo sua ocorréncia. Tanto esta protecdo quanto o desenvolvimento de doenca por
este virus associam-se a ativacao funcional das células T, com a producdo de Interferon gama
(INFgama)®®). Portanto, embora estes mecanismos protejam contra o desenvolvimento da
doenga pelo CMV, contraditoriamente, podem contribuir para a patogénese dos danos nao
infecciosos que ocorrem na infec¢do pelo HIV, persistindo mesmo com o amplo tratamento e
controle dessa infecgao.

Apds a introducdo da Terapia Antirretroviral (TARV) houve uma queda de
aproximadamente 80% dos quadros de retinite pelo CMV e a sobrevida dos pacientes apds
esta doenca elevou-se em 93%(°7). A ocorréncia de viremia plasmatica também diminuiu com

a introducdo do tratamento para a infec¢do pelo HIV(®0)(®8),
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Paradoxalmente, a recuperacdo imune ao CMV pode ser incompleta®)®?)
possivelmente influenciada por condicGes especificas. Esta falha na recuperacdo pode ser
explicada pela persisténcia de baixo numero de células TCD4+ especificas a este virus e
diminui¢do da atividade das células TCD4+ e TCD8+. Em vista disto, a replicagdo do CMV ainda
pode contribuir para as complicacdes que ocorrem nos pacientes HIV(+), mesmo apds
controle total da Carga Viral do HIV.

Em criancas, a coinfeccdo CMV/HIV pode ocorrer precocemente na transmissdo
vertical concomitante de ambos os virus, ou na infecgdo adquirida posteriormente. O impacto
destes diferentes momentos de aquisicdo da infec¢do se diferenciam, estando a transmissao
vertical associada a maior gravidade, & progressdo para AIDS, encefalopatia e morte(190101) QO
uso de Terapia Antirretroviral (TARV) e o adequado controle da infeccdao pelo HIV reduzem a
viremia do CMV e a ocorréncia de doencgas associadas a este virus'®?. No entanto, ndo se
conhece se esse virus continua a contribuir com altera¢des que se manifestardo em longo
prazo, como a aterosclerose, mesmo ap0ds a instituicdo da TARV.

J4 existem evidéncias que as alteragdes que ocorrem no sistema imunolégico de
adultos coinfectados podem ocorrer também em criancas e adolescentes. Slyker e
colaboradores avaliaram a ativagdao imune celular em criangas HIV+ na infecgdo aguda pelo
CMV e evidenciaram que a infecgdo pelo CMV esta associada ao aumento desta ativacdo com
a presenca de células TCD4+ e TCD8+ HLA-DR+CD38+. O nivel de carga viral do HIV possui um
efeito sinérgico com o CMV no aumento da ativacdo celular, porém a ativacdo especifica das
células TCD8+ se associou a coinfecgdo CMV+/HIV+ e a viremia plasmatica do CMV
(DNAnemia), mas n3o se associou ao nivel de carga viral do HIV{100),

Bekker e colaboradores demonstraram o aumento de células TCD8+ CD45+RA+CD27-
(efetoras) em criangas com coinfec¢do HIV/CMV em relagdo a criangas HIV (+) sem infeccdo
pelo CMV. Esta diferenca persistiu mesmo apds o uso de terapia antirretroviral e apresentou
associacao direta com a presenca de excre¢do do CMV na urina nos pacientes CMV (+). Os
marcadores de ativacdo de células T HLA-DR+CD38+ também foram avaliados e se
encontravam aumentados na avaliagdo inicial dos pacientes com coinfecgdo HIV/CMV, mas
com uso das medicagdes antirretrovirais a diferenca em relagcdo aos pacientes sem coinfecg¢ao
nao persistiu, evidenciando que esta ativagao estivesse associada ndao somente a infecgao pelo
CMV, mas também a infec¢do pelo HIV(1%3), A baixa producdo de IFN-y também foi observada

em criancgas HIV(+), mesmo com uso de TARV.
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Embora existam evidéncias de que alteragdes semelhantes a observadas em adultos
podem ocorrer nesta coinfecgdo em criangas e adolescentes, had estudos que sugerem que
esta interagao produza efeitos diferentes do Citomegalovirus no sistema imunoldgico. Furman
e colaboradores!1® demonstraram que os efeitos do CMV em idades mais jovens podem até
ser benéficos ao funcionamento do sistema imunoldgico, explicando a persisténcia desta
infeccdo por muitos anos na humanidade.

Enfim, é necessdrio dar o enfoque a populacdo de criancas e adolescentes para a
compreensao das complicacdes em longo prazo que a infec¢ao pelo HIV pode causar. Somente
assim sera possivel compreender melhor o momento em que os fatores que as influenciam
tem maior impacto e planejar as estratégias de cuidado destes individuos visando a sua

prevencao.
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2. METODOS

2.1.

Hipétese

A deteccdo de indicadores de recorréncia ou ativacdo imune especifica da infeccao

pelo Citomegalovirus (CMV), ao longo de dois anos, em criancgas e adolescentes com infeccao

pelo virus HIV (HIV+) estd associada ao aumento da espessura da intima e média da artéria

carotida (cIMT), um marcador de alteracGes precoces da aterosclerose.

2.2.

2.2.1.

b)

2.2.2.

a)

b)

2.3.

Objetivos
Objetivos Principais

Avaliar se a recorréncia da infec¢do pelo CMV identificada pela detec¢do sérica do DNA
viral associa-se ao aumento da espessura da intima e média da artéria carétida em
adolescentes infectados pelo HIV, ao longo de dois anos;

Avaliar se a presenca ou a magnitude da resposta imune a infeccdo pelo
Citomegalovirus associa-se ao aumento da espessura da intima e média da artéria
carétida (cIMT) em adolescentes infectados pelo HIV, ao longo de dois anos;

Avaliar se a magnitude da ativacdo imunoldgica de células T e mondcitos, por meio da
guantificacado de receptor | do TNF soluvel (sTNFRI), molécula de CD14 soluvel (sCD14)
e expressao de HLADR*CD38*, associam-se ao aumento da espessura da intima e média
da artéria carétida (cIMT) em adolescentes infectados pelo HIV, ao longo de dois anos.

Objetivos Secundarios

Avaliar a evolugdo da espessura da intima/média das artérias cardtidas em pacientes
com infecgao pelo HIV durante o periodo de 2 anos;
Avaliar a frequéncia de recorréncia da infec¢do (reativacdes ou reinfecgdes) pelo

Citomegalovirus em criancgas e adolescentes infectados pelo HIV.

Populacdo de estudo

O servico de Infectologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina

de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo (HCRP — USP) é a referéncia para o seguimento

das criancas e adolescentes com infeccdo pelo virus HIV procedentes dos municipios que

compdem a direcdo regional de saude XllI (DRS XIIl), recebendo eventualmente individuos
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provenientes de outras regionais. O presente estudo foi desenvolvido nesta populagao, sendo

todas as criancas e adolescentes entre 10 anos e 17 anos e 11 meses elegiveis convidadas a

participar, constituindo uma amostra de conveniéncia, considerando a existéncia de poucos

dados na literatura a respeito da recorréncia pelo CMV nesta faixa etdria. O grupo de
participantes foram submetidos as avaliacdes do estudo ao longo dos 2 anos de seguimento,

e a identificacdo dos individuos com presenca de recorréncia viral e ativagdao imune especifica

a este virus em relagdo aqueles que ndo apresentassem estas caracteristicas visou a

concretizacdo da analise dos objetivos principais.

Os seguintes foram os critérios de inclusdo:

a) Possuir idade entre 10 e 17 anos e 11 meses anos na primeira avaliagao.

b) Terinfeccdo pelo HIV documentada, adquirida por transmissdo vertical ou outra forma:
criangas com confirmagdo da infecgdo por exames viroldgicos (menores de 18 meses)
ou soroldgicos (maiores de 18 meses) segundo as diretrizes definidas no Protocolo
Clinico e Diretrizes Terapéuticas para manejo da infecgdo pelo HIV em criangas e
adolescentes!10%);

c) Ser infectado pelo CMV, identificado por meio de teste soroldgico de deteccdo de
anticorpos IgG anti-CMV positivo quando da entrada no estudo;

d) Ser capaz de ser submetido ao exame de ultrassonografia para avaliacdo da medida da
espessura da intima/média das artérias carétidas;

e)  Pai, m3e ou responsavel legal serem capazes de assinar o termo de consentimento para
participagdo da crianga/adolescente no estudo;

f) N3o ser portador de Diabetes Mellitus (definida por glicemia de jejum > 126mg/dl ou
em qualguer momento > 200mg/dl);

g) N3o ser portador de Hipertensao Arterial (pressao arterial sistdlica ou diastdlica acima
do percentil 95 de acordo com o sexo e percentil de estatura, comparativamente a
referencia padrao1%);

h)  Nao possuir o habito de fumar (uso habitual de cigarro em qualquer frequéncia).

i) Ndo estar recebendo tratamento medicamentoso para a infecgao pelo CMV no inicio do
estudo;

i) Ser capaz de aderir aos procedimentos do estudo;

k) N3do estar em uso de corticosteroides em doses imunossupressoras: 2mg/kg/dia por

mais de 15 dias;



42

) Ndo estar em uso outras medica¢des imunomoduladoras (ex: Interferon).

2.4. Desenho de Estudo

Estudo clinico longitudinal, observacional e analitico no qual criancas e adolescentes
coinfectados pelo HIV e CMV foram acompanhados ao longo de 2 anos. As avaliacGes previstas
no estudo visaram caracterizar os individuos inicialmente e ao longo do seguimento quanto a
evolucdo da infeccdo pelo virus HIV e condi¢cGes de saude. Todos os participantes foram
submetidos a avaliagdes médico-laboratoriais rotineiras e periddicas, com evolucdo clinica e
quantificacdo de linfocitos CD4+/CD8+ e de RNA-HIV realizadas a cada 3 meses. Em todas as
visitas do estudo foi realizada a revisdo dos dados clinicos do participante quanto a ocorréncia
de doencas infecciosas e recebimento de vacinagao no intervalo das avaliagdes. Nesta mesma
periodicidade foi incluida a avaliacdo da recorréncia sérica da infeccdo pelo citomegalovirus,
pela técnica de reagdo em cadeia de polimerase em tempo real (RT-PCR) para analise do
objetivo principal.

A cada 6 meses, os participantes foram submetidos a avaliagao clinica com o objetivo
de caracterizar a presenca de outros fatores de risco cardiovascular, com obtencdo de
medidas antropométricas de peso, estatura, indice de massa corporal (IMC), medida da
pressao arterial e medida da circunferéncia abdominal, além da avaliacdo do estadiamento
puberal. Nesta mesma periodicidade foram realizadas as analises laboratoriais de glicemia e
perfil lipidico (colesterol total, triglicérides, LDL — colesterol e HDL — colesterol) . Na ultima
avaliagdo do estudo, 24 meses apods o inicio, foi incluida a dosagem de insulinemia de jejum
para calculo do Indice HOMA-IR (homeostasis model assesment) e dosagem da Hemoglobina
glicosilada, como indicadores de possivel alteracdo do metabolismo da glicose.

Os marcadores de imunidade especifica ao CMV (dosagem de IgM e IgG e ativacdo
imune de células TCD8+ — QuantiFERON-CMV) também foram avaliados semestralmente,
assim como os marcadores de ativacdo imune inespecificos (receptor | do TNF soluvel —
SsTNFRI, molécula de CD14 soluvel — sCD14 e expressdao de HLADR*CD38* na citometria de
fluxo).

A avaliacdo da espessura das camadas intima e média das artérias cardtidas foi
realizada no inicio do seguimento, ao final de 12 meses e ao final dos 24 meses, como

indicador de alteragdes vasculares precoces associadas ao desenvolvimento de aterosclerose.
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O Quadro 3 apresenta o Cronograma de Avaliagdes previstas no estudo. O

detalhamento das avaliagGes e os seus fundamentos estdo apresentados a seguir.
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Quadro 3. Cronograma de Avaliagdes dos participantes do estudo

3 6 9 12 15 18 21 24
Avaliagdo Inicial
meses | meses | meses | meses | meses | meses | meses meses

Medidas antropométricas: peso, estatura, IMCY, PA?, circunferéncia

X X X X X
abdominal; estadiamento puberal
Perfil lipidico e Glicemia de jejum X X X X X
Quantifica¢do de carga viral do HIV/ Citometria (quantificagdo de

X X X X X X X X X
células CD4+ e CD8+) e revisdo de dados clinicos
RT-PCR para o CMV sérico X X X X X X X X X
Avaliagdo da imunidade celular ao CMV (Quantiferon®) e Nivel de

X X X X X
Anticorpos especificos para CMV (IgG e IgM)
Marcadores de ativagdo da imunidade inespecifica (sTNFRI, sCD14,

X X X X X
TCD8+HLADR*CD38*)
Ultrassonografia - Espessura da intima-Média da Carétida (cIMT) X X X

* Aos 24 meses foi incluida a insulinemia de jejum para célculo do indice HOMA-IR e a dosagem de Hemoglobina glicosilada.

1- indice de massa corporal; 2- Pressdo arterial
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2.4.1. Avaliagoes clinicas

2.4.1.1. Dados clinicos iniciais e de seguimento

O prontudrio médico dos participantes foram revisado para obtencdo de dados

referentes ao diagndstico e tratamento da infeccdo pelo HIV e sobre a histéria prévia de

infecgao e tratamento de doenga pelo citomegalovirus. Foram registrados:

a) Idade: definida em anos completos na entrada no estudo;

b) Sexo: masculino / feminino;

c) Histodria clinica da infeccdo pelo virus HIV e evolucdo:

Classificacdo clinica e imunoldgica da infeccdo segundo o critério do Center for
Disease Control (CDC) adaptado pelo Ministério da Saude (%):foi obtida a
classificagao inicial no momento da entrada e avaliado se houve modificagdo durante
0 seguimento.

Classificac3o clinica e imunoldgica segundo a Organizacdo Mundial da Saude(”): foi
obtida a classificagado inicial e avaliado se houve modificagao durante o seguimento.
Historia de uso de antirretrovirais (ARV): Identificadas as classes de antirretrovirais
que o individuo ja havia utilizado, estava em uso ou passou a utilizar, especificando
de quais medicamentos se constituia cada esquema (Inibidores da transcriptase
reversa analogos nucleosideos (ITRN)/ Nucleotideos (ITRNt), Inibidores da
Transcriptase Reversa ndo analogos nucleosideos (ITRNN), Inibidores de protease
(IP), Inibidores da Integrase (Raltegravir), Inibidor de fusdo (Enfuvirtida) e
Antagonista do receptor CCR5 (Maraviroc).

Nadir de quantificacdo de células CD4+: obtido o menor valor do nimero de células
CD4+ e da porcentagem de células apresentado pelo individuo previamente a
entrada no estudo.

Histdria clinica de infecgdao ou imunizagao obtidos a cada 3 meses, para avaliagdo das

intercorréncias ocorridas nos intervalos entre as avaliagées do estudo.

d) Histdria de doenca pelo Citomegalovirus:

Histéria de doenca prévia pelo Citomegalovirus e o tipo de doenca apresentado
foram obtidos na entrada, além do registro se o individuo havia previamente
realizado tratamento especifico para a doenca pelo Citomegalovirus ou recebido

profilaxia para esta infeccdo.
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e) Historia familiar de risco cardiovascular:

Definida pela presenca de familiar de primeiro grau ou segundo grau do sexo masculino
com idade abaixo dos 55 anos ou do sexo feminino com idade abaixo dos 65 anos com
doenca cardiovascular associada a aterosclerose (ataque cardiaco, angina tratada,
individuo submetido a procedimento de cateterismo, realizagdo de cirurgia de
revascularizacdo corondria, acidente vascular cerebral ou morte subita de causa

cardiaca)®8),

2.4.1.2. Avaliagdes antropométricas:

a) Peso: definido em gramas, por meio da medida em balanca digital com precisdo de 100

gramas; as criancas e adolescentes foram pesados com roupas leves e sem sapatos.

b) Estatura: definida em cm, por meio de estadibmetro com precisdo de um milimetro. A
crianca ou adolescente posicionou-se de pé com os pés descalcos e unidos tocando o aparelho
com os calcanhares, as cinturas pélvica e escapular e a regido occipital, sendo obtido a medida
do ponto mais alto da cabeca nesta posicdo. Para definicdo do percentil de estatura
correspondente a cada medida foi utilizada a curva de referéncia do NCHS (National Center
for Health Statistics - CDC)*%®), Os individuos foram classificados segundo os seguintes
percentis: 5, 10, 25, 50, 75, 90 e 95. Para as medidas que se encontravam em valores

intermediarios de percentis foram utilizados aqueles que mais se aproximavam do obtido.

c) indice de Massa corporal: definido por meio do célculo: (peso (em quilogramas)) + (estatura

(em metros))?. Para definicdo do percentil de cada individuo em relacdo a populacdo de
referéncia foi utilizada a curva do NCHS — CDC1%8). Os individuos foram classificados como

apresentado no Quadro a seguir{1®):

Quadro 4. Classificacdo das criangas de acordo com o indice de massa corporal (IMC)

IMC Classificacdo*
Abaixo do p10 Magreza
Entre p10 e p85 Eutrofia
Entre p85 e p99 Sobrepeso
Acima do p99 Obesidade

Fonte: Sociedade Brasileira de Pediatria, 2009. Avaliacdo
Nutiricional da Crianca e do Adolescente — Manual de
orientagdo.
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d) Medida da circunferéncia abdominal: obtida com a mesma fita métrica por meio da medida

da linha da cintura, no ponto médio entre a ultima costela e a crista iliaca. Foram utilizados os
valores de referéncia de Freedman et al*'%, para caracterizagdo das medidas classificadas
como de risco (acima do valor correspondente ao percentil 90 para o sexo e idade) ou fora do

risco (abaixo do percentil 90).

e) Pressdo arterial: aferida com a criangca sentada com o brago posicionado na altura do

coracdo. A afericdo foi feita com esfigmomanoémetro digital, tendo sido utilizado um manguito
que cobrisse 2/3 do comprimento do brago. Para classificacdo de pressdo arterial elevada
(igual ou acima do percentil 90) ou dentro dos limites de normalidade (abaixo do percentil
90), utilizaram-se as tabelas de referéncia para sexo, idade e percentil de estatura do NCHS —

CDC(109),

2.4.1.3. Estadiamento puberal

O estadiamento puberal foi obtido por meio do exame fisico do adolescente, sendo
classificado segundo a referéncia de estadiamento de Tanner, recomendado nas
Recomendagdes para terapia antirretroviral em criangas e adolescentes infectados pelo
HIV(105). Nas meninas foram avaliadas as mamas e classificadas de M1 a 5, assim como os
pelos pubianos de P1 a 5. Nos meninos foram avaliados o escroto e testiculos para definigao

de G1 a 5 e os pelos pubianos de P1 a 5.

2.4.2. Avaliagdes laboratoriais

2.4.2.1. Avaliagao laboratorial de fatores de risco cardiovascular

As alteragOes laboratoriais associadas ao dano cardiovascular sao as alteragdes de
lipoproteinas séricas e do metabolismo da glicose que caracterizam o diabetes. As seguintes
foram as avaliagbes realizadas para identificar estas alteracdes nos participantes do estudo.

a) Glicemia de jejum: Feita por meio do método enzimatico no Laboratério de Bioquimica do

Hospital das Clinicas da FMRP-USP. Resultados < 100mg/dl foram definidos como normais
para os individuos até 17 anos, sendo valores entre 100 e 126 mg/dl classificados como
alterados1%?),

b) Hemoglobina glicosilada: medida através do método HPLC — cromatografia liquida de alta

performance no Laboratério de Endocrinologia - Metabologia do Hospital das Clinicas da
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FMRP-USP, obtendo valores em % de HBA1C. Valores abaixo de 5,7% sao considerados
normais, entre 5,7 e 6,4% sao definidos como alto risco de diabetes e igual ou acima de 6,5%
como diabetes, sendo necessario ter 2 resultados acima deste valor para o diagndstico*'?),

¢) Insulinemia de jejum para célculo do indice HOMA-IR (homeostasis model assesment of

insulin _resistence): Foi obtida a dosagem de insulinemia de jejum pelo método de

guimioluminescéncia realizadas no Laboratdrio de Bioquimica do Hospital das Clinicas da
FMRP-USP, com resultados expressos na unidade de microUl/ml. Para célculo do indice os
valores de glicemia de jejum de mg/dl foram convertidos para mmol/l, tendo sido utilizada a

seguinte férmula:

HOMA IR = (insulinemia de jejum (microUl/ml) x glicemia de jejum (mmol/1))/22,5

Valores até 2,5 foram considerados normais e acima deste valor foram considerados
alterados1),

d)_Perfil lipidico: consistiu na determinacdo dos valores de colesterol total (CT), HDL—

colesterol, Triglicerideos (TG) e LDL—colesterol realizadas no Laboratdério de Bioquimica do
Hospital das Clinicas da FMRP-USP. As dosagens de CT, HDL-colesterol e TG foram realizadas
usando método enzimatico e o LDL-colesterol foi calculado utilizando-se a féormula de
Friedewald quando os niveis de triglicerideos eram inferiores a 400mg/d| (LDL= CT — (HDL +
(TG/5)). Os resultados foram fornecidos em mg/dl e foram avaliados de acordo com as
referencias de normalidade para criancas e adolescentes com idade entre 10 e 19 anos,

conforme o quadro apresentado a seguir(®),

Quadro 5. Valores limites para colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol e Triglicerideos
utilizados para classificacdo dos participantes no estudo.

Teste laboratorial Aceitavel (em jejum)*
Colesterol total <170 mg/dI

HDL - colesterol > 45 mg/dl

LDL - colesterol <110 mg/dI
Triglicerideos <90mg/dI

Fonte: Expert Panel on Integrated Guidelines for
Cardiovascular Health and risk reduction in children and
adolescents®.

2.4.2.2. Avaliagao da evolugdo do tratamento da infec¢ao pelo virus HIV

a) Quantificacdo da Carga Viral do HIV: realizada no Laboratdrio de Sorologia do Hospital das

Clinicas da FMRP-USP, pelo método de reagdo em cadeia de polimerase em tempo real (RT-

PCR) para quantificacdo do RNA do virus HIV por meio do ensaio comercialmente disponivel
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REAL TIME ABBOT?®, cujo limite de detecc¢do do teste é 40 cdpias/ml. Os individuos foram

classificados de acordo com a viremia identificada conforme o Quadro 619,

Quadro 6. Valores limites de viremia para classificacdo dos participantes segundo o controle
virolégico da infeccdo pelo HIV.
Valores Classificagdo

Abaixo do limite de detecg¢do (<40 cépias/ml)
Entre 40 e 400 cépias/ml
De 400 a 1.000 cépias/ml
De 1.000 a 10.000 cépias/ml
De 10.000 a 100.000 cépias/ml
Acima de 100.000 cépias/ml
Fonte: Recomendacbes para terapia antirretroviral em criancas e adolescentes infectados pelo HIV,

Controle viroldgico da infecgcdo pelo HIV*

Sem controle viroldgico da infeccdo pelo HIV

20091103,

b) Quantificacdo do numero de células CD4+ e CD8+: realizado pelo método de Citometria de

Fluxo no Laboratério de Citometria de Fluxo do Hemocentro de Ribeirdo Preto, com obtencdo
dos valores absolutos do nimero de células/mm3 e a porcentagem do total de linfécitos
(células TCD3*). Os resultados de cada avaliagdao foram também apresentados de acordo com

a classificagdo imunoldgica dos critérios do CDC*%), conforme apresentado no Quadro 7.

Quadro 7. Classificacdo imunoldgica de crianca infectadas pelo HIV, segundo valores absolutos
e relativos de células CD4+.

Alteragao Valores absolutos de Valores relativos de
imunolédgica Células CD4+ Células CD4+
Ausente Acima de 500 /mm?3 Acima de 25%
Moderada Entre 200 e 500 / mm? Entre 15e 25 %
Grave Abaixo de 200 / mm?3 Abaixo de 15%

Fonte: Recomendacbes para terapia antirretroviral em criancas e adolescentes infectados pelo HIV,

2009!1%9),

2.4.2.3. Marcadores inespecificos de ativagao imunoldgica

Ainfeccdo pelo HIV conduz a um estado de ativacdo imunoldgica permanente mesmo
nos individuos que apresentam controle da infeccdo, como apresentado previamente. Com
o intuito de avaliar o grau de ativacdo imunoldgica das criancas e adolescentes participantes

do estudo foram utilizados os ensaios descritos a seguir.
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a) ldentificacdo de células TCD8+HLADR*CD38*

As células TCD8+ em estagios avancados de ativacdo expressam em sua superficie as
moléculas HLA-DR e CD38. A presenca destas moléculas caracteriza a ativacao imune celular
e estdo presentes em pacientes infectados pelo HIV, como parte da estimulagdo imune
persistente que ocorre nesta infeccdo, mesmo em pacientes com controle adequado da
replicacdo viral(12),

Foram utilizados anticorpos monoclonais anti-CD3, anti-CD8, anti-HLA-DR e anti-CD38
com marcadores imunofluorescentes para identificacdo das células por citometria de fluxo
(FACScount, BDBioscience). Estes anticorpos sdo misturados ao sangue total e incubados
conforme determinacdo do fabricante, apds adicionar a solugdo (FACS Lysing solution) que
permite a emissao fluorescente dos marcadores. Apds este procedimento inicial, as amostras
foram analisadas com o software Cell Quest possibilitando a obten¢ao dos valores absolutos
e de porcentagem do grupo de células desejada de acordo com a captacdo do fluxo e emissao
de fluorescéncia de cada marcador.

Foram obtidos os valores de células com os seguintes padroes de expressao: HLADR"
CD38; HLADR*CD38; HLADRCD38*; HLADR*CD38*. A porcentagem de células com este
ultimo padrdo de expressao representara os niveis de linfécitos T ativados para a analise do
objetivo principal do estudo. As medidas foram realizadas no Laboratdrio de Citometria de

Fluxo do Hemocentro de Ribeirao Preto.

b) Quantificacdo de receptor de TNF | soldvel (sTNFRI)

As células T ativadas expressam receptores de TNF, entre eles o TNFR tipo | que é
liberado no plasma apds a ativacdo celular, sendo possivel realizar sua quantificacdo. A
avaliacdo foi realizada com a técnica de ensaio imunoenzimatico tipo sanduiche (ELISA) para
identificacdo e quantificacdo do sTNFRI (R&D) em amostras de plasma. Foram obtidos
resultados quantitativos em ng/ml. Em linhas gerais, o principio do método consiste na
aplicacdo dos controles e das amostras de plasma dos participantes nos pogos da placa e o
STNFRI presente se ligara aos anticorpos fixos presentes nestes locais. Apds lavagem e
incubacdo sdo adicionados anticorpos policlonais especificos contra sTNRFI ligados a enzimas.
ApOs este processo nova lavagem é realizada para eliminar os complexos de anticorpo —

enzima nao ligados as moléculas e os substratos sdo adicionados a placa. A emissdo de cor,
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apos adicionar o substrato, corresponde a concentracdo de moléculas de sTNFRI presentes
na amostra e ligadas na placa no processo inicial. E adicionado reagente para estabilizar a
emissao de cor para ser feita a sua medida. De acordo com o padrdo de emissao colorida dos
padroes e as concentragdes previamente conhecidas destes sdo determinados os valores de
STNFRI para cada amostra. As medidas foram realizadas no Laboratdrio de Pediatria do

Hospital das Clinicas da FMRP-USP.

c) Quantificacdo do marcador de ativacdo de mondcitos soltuvel sCD14:

A molécula CD14 é expressa na membrana dos mondcitos e macréfagos e é sitio de
ligacdo das moléculas LPS presentes na parede celular de bactérias. Uma vez que essas células
sejam ativadas, ocorre a liberagdo do CD14 soluvel (sCD14). A presenca do sCD14 é, portanto,
indicativa de ativacdo destas linhagens celulares.

A quantificagao de sCD14 foi realizada no Laboratério de Pediatria do Hospital das
Clinicas da FMRP-USP, em amostras de plasma pela técnica de ELISA utilizando-se um ensaio
comercialmente disponivel (R&D Systems). Trata-se de ensaio imunoenzimatico (ELISA) tipo
sanduiche para identificacdo e quantificacdo do sCD14. Foram obtidos resultados
quantitativos em ng/ml no plasma das amostras dos participantes do estudo. O principio do

método é o mesmo descrito para o sSTNRFI anteriormente.

2.4.2.4. Recorréncia da infec¢ao pelo citomegalovirus

A detecgao do DNA do citomegalovirus por meio da metodologia de Reagdo em Cadeia
de Polimerase (PCR) é o método padrdo ouro para determinar a ocorréncia de viremia
plasmadtica, ja que identifica a presenca do préprio virus na corrente sanguinea. A extracdo
de DNA das amostras de sangue e das células mononucleares de sangue periférico (PBMC),
qguando aplicavel, foram realizadas utilizando o Purelink Genomic DNA Mini Kit. A
quantificacdo do DNA viral foi realizada utilizando o CMV Q — PCR Alert Kit? (Nanogen
Advanced Diagnostic S.P.A.), seguindo as especificacdes de uso do produto.

Nos primeiros seis meses de desenvolvimento do estudo a avaliagao da ocorréncia de
viremia (DNAemia) foi feita por meio do teste de Antigenemia para CMV, tendo sido optado
por esta técnica inicialmente por seu menor custo e sua sensibilidade e reprodutibilidade para
deteccdo viral. No entanto, apds este periodo, foi optado pela utilizacdo da técnica de Reacao

em Cadeia de Polimerase (PCR) em tempo real por esta ter uma metodologia padronizada
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com menor risco de obtencado de resultados inadequados. A andlise da DNAemia foi realizada
nas amostras de PBMC congeladas de pacientes que haviam realizado a analise de
antigenemia na visita inicial e de 6 meses. Nao foi possivel realizar a andlise de PCR para os
pacientes com antigenemia realizada na visita de 3 meses devido a indisponibilidade de
material. Todos os exames em que foram utilizadas ambas as técnicas resultaram negativos,
demonstrando concordancia entre os métodos.

A avaliagdao da Antigenemia para o CMV foi realizada com sangue fresco, com as
células do sangue periférico separadas por meio de hemossedimentacdo com solucdo de
dextran 2,5%, citocentrifugadas e fixadas em 2 laminas, na concentracdo de 300.000
células/spot. Estas foram incubadas com anticorpo monoclonal contra o antigeno pp65,
posteriormente incubadas com anticorpo conjugado com peroxidase contra IgG, lavadas e
incubadas com o AEC (3-aminoetilcarbazole), para entdo serem coradas com hematoxilina e

montadas para realizacdo da leitura em microscépio optico.

2.4.2.5. Marcadores de ativagao da imunidade especifica ao citomegalovirus

a) Concentracdo de anticorpos 1gG e IgM contra o CMV sanguineos

A técnica utilizada foi ELISA pelo método de quimioluminescéncia usando-se o kit
comercial Liaison (Diasorin) a qual fornece resultados em Ul/ml, unidade com padronizac¢io
universal.

A fim de classificar os individuos de acordo com a ocorréncia de aumento de titulos
de anticorpos IgG acima de um valor basal foi calculada a razdo entre o valor maximo obtido
ao longo do seguimento e o valor minimo. Aqueles com razdo acima de 4 possivelmente

tiveram estimula¢do antigénica para o aumento da produc¢do de anticorpos.

b) Ativacdo da imunidade de células TCD8+ especifica para o CMV com a producdo de IFN-

gama apds estimulo antigénico (QuantiFERON-CMVR):

Existem diferentes técnicas para avaliagdo funcional da imunidade especifica contra o
CMV. No entanto, a Unica que se encontra padronizada e em uso na pratica clinica e para
pesquisa é o QuantiFERON-CMVR(Cellestis, Qiagen)!!'3). Neste ensaio sdo utilizados uma
ampla variedade de Antigenos do CMV (peptideos sintéticos) que se ligam a epitopos das
células TCD8+ e alelos HLA de classe I. Sao utilizados 20 haplétipos de HLA tipo | (A1, A2, A3,
Al1, A23, A24, A26, B7, B8, B27, B35, B40, B41, B44, B51, B52, B57, B58, B60 e Cw6 (A30,
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B13) que correspondem a 98% dos alelos presentes na populacdo mundial, o que estende a
aplicabilidade do exame a diferentes grupos populacionais.

O sangue total é colocado em tubos de coleta especificos (um controle positivo, um
controle negativo e um especifico do CMV), levemente agitado e posteriormente incubado
por 16 a 24 horas a 37°C. Neste periodo, o estimulo antigénico fara com que células TCD8+
especificas para o CMV produzam e liberem Interferon gama (IFN-y). Apds incubacdo é feita
centrifugacdo para separacdo do plasma e a quantificacdo do IFN é realizada por meio da
técnica de ELISA, utilizando Software especifico.

A quantificacdo da presenca de INF-y acima de 0,2Ul/ml na estimula¢do com o CMV
em relacdo ao controle negativo define o resultado como REATIVO (CMV-controle negativo 2
0,2 Ul/ml). A presenca de diferenca abaixo deste valor define o resultado como NAO REATIVO.
Para considerar os resultados obtidos o controle positivo deve apresentar diferenca em
relacdo ao controle positivo acima de 0,5Ul/ml. Caso a esta diferenca esteja abaixo deste
limite o resultado é definido como INDETERMINADO. O quadro abaixo resume a

interpretacao do teste.

Quadro 8. Interpretacao do resultado de QuantiFERON-CMV.

CMV - controle (-) controle (+) — controle (-) Resultado do QuantiFERON-CMV
<0,2 Ul/ml >0,5 Ul/ml NAO REATIVO
20,2 Ul/ml Qualquer resultado REATIVO
<0,2 Ul/ml <0,5 Ul/ml INDETERMINADO

Fonte: In QuantiFERON CMV Package Insert.

2.4.2.6. Avaliagdo da Espessura da camada intima/média das artérias cardtidas

Para a avaliacdo do dano cardiovascular foi utilizada a medida ultrassonografica da
espessura da camada intima/média das artérias carétidas. A partir da andlise das referéncias
cientificas para medida de IMT, foi elaborado protocolo especifico para este estudo, descrito
detalhadamente abaixo. As medidas foram realizadas por ultrassonografistas, médicos
especialistas em diagndstico por imagem e avaliadas utilizando software especifico Auto-IMT
LogicE9 (GE). A obtencdo da medida foi completamente automatizada.

Para o exame o pescoc¢o do sujeito foi discretamente extendido com a cabeca voltada

cerca de 45 graus para o lado oposto ao examinado. As artérias cardtidas comuns direita e
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esquerda foram visibilizadas em um plano longitudinal perpendicular ao plano de insonagao
para melhor identificacdo da camada mediointimal distal.

O ultrassonografista era cego para as caracteristicas do participante. Os exames foram
realizados em ambiente de baixa luz, apds 10min de repouso em decubito dorsal. Foi utilizada
sonda linear de alta frequéncia LA435 (6 a 18 MHz), com foco de no maximo 30 mm de
profundidade e com niimero de repeticdes por segundo em 115Hz (“frame rate”). O ganho114
e o plano anterior ou lateral de avaliacdo foram adequados para a melhor resolucao da
imagem no modo B, com intuito de reduzir os artefatos intraluminais, de acordo com a
experiéncia do observador.

A carétida comum, a bifurcacdo e a carétida interna eram inicialmente identificadas e
rastreadas para a identificacdo da presenca de placas. Posteriormente era realizada a
visualizagao longitudinal da artéria até que as camadas intima e média pudessem ser
visualizadas na parede anterior e posterior da cardtida. A medicdo foi realizada na parede
posterior, conforme recomendacdo, ao longo de 10mm de extensdo apds a bifurcacdo, na
artéria carétida comum. O eletrocardiograma simultaneo realizado pelo aparelho possibilitou
a medicdo ao final da diastole. Foram obtidas 3 medidas de cada lado e a média destas
medidas constituiu o valor final para cada um dos lados analisados.

Nao foi realizada avaliagao da variabilidade intraobservador nem interobservador. No
entanto, o uso de método padronizado, com técnica totalmente automatizada, sendo a
analise final das medidas realizada com as imagens gravadas e pelo mesmo ultrassonografista,
diminuem o risco de variabilidade das medidas realizadas. A obtenc¢do de 3 medidas em cada
um dos lados avaliados para a obtencdo da média, a qual foi utilizada como medida final,

aumenta a reprodutibilidade das medidas.
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Figura 4. Representacao esquematica da medida da espessura das camadas intima e média
da artéria carétida (cIMT).

Lumen vascular

}JIMT
camada Intima

camada adventicia

2.5. Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da
FMRP — USP (processo HCRO n° 8562/2013). Foram obtidos os Termos de Assentimento para
os participantes e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para pais e responsaveis
antes dos individuos iniciarem o seguimento no estudo. Estes termos se encontram em anexo.

2.6. Coleta de dados

Os dados do estudo foram coletados e gerenciados usando as ferramentas eletrénicas
de captura de dados REDCap hospedadas na Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto -
USP(115), O REDCap (Research Electronic Data Capture) é um aplicativo seguro projetado para
suportar captura de dados para estudos de pesquisa, fornecendo 1) uma interface intuitiva
para entrada de dados validada; 2) trilhas de auditoria para rastreamento de manipulacao de
dados e procedimentos de exportacdo; 3) procedimentos automatizados de exportacao para
downloads de dados continuos para pacotes estatisticos comuns; e 4) procedimentos para
importar dados de fontes externas. Os instrumentos de coleta de dados se encontram em
anexo.

2.7. Andlise de dados

Inicialmente, foi feita uma analise exploratdria dos dados obtidos em todos os
participantes, com a caracterizacdo da populacio estudada e da evolugdo das suas
caracteristicas clinicas e laboratoriais durante o periodo de seguimento. Foram descritas, ao
longo do tempo, as varidveis de ativacdo da imunidade celular especifica e inespecifica, de

recorréncia da reativacdo viral e de caracteristicas ultrassonograficas arteriais.
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A taxa de incidéncia de recorréncias da infec¢ao pelo CMV foi calculada com relagdo a
individuos/més, considerando-se que nem todos os individuos foram observados em todos os
momentos planejados.

As medidas ultrassonograficas foram analisadas tanto com os valores absolutos das
medidas quanto por meio do calculo dos escores z. Para a determinagao do escore z das
medidas ultrassonograficas de cIMT foi utilizado o método Least Minimum Square (LMS) de
Cole e Green a partir dos valores de mediana, coeficiente de variagdo e da medida da
assimetria, suficientes para a obtencdo destes'®), com os valores de referéncia de Doyon e
colaboradores®* para sexo e estatura. A utilizacdo de duas abordagens de anélise foi
proposta, pois, a referéncia de normalidade dos valores de cIMT por idade e estatura foi
obtida de uma populacdo que ndo possui as mesmas caracteristicas étnicas e epidemioldégicas
do grupo populacional que serd estudado. Portanto, as duas andlises permitiram uma
avaliacdo dos dados obtidos considerando a limitacdo das referéncias de cIMT disponiveis na
literatura até o momento.

Para se comparar os valores médios das varidveis de interesse (cIMT) entre os dois
momentos da observacdo (entrada e 24 meses), foram ajustados modelos lineares de efeitos
mistos, que levam em conta a variabilidade intra-individual, tanto simples (considerando-se
apenas o tempo como variavel independente) quanto multiplos (considerando-se o tempo
como varidvel independente e idade, estatura e estadiamento puberal como covariaveis,
exceto para o escore z, para o qual foi considerado somente o estadiamento — classificado
como impubere/ em desenvolvimento/ maturagdo completa).

Para a analise do objetivo principal do estudo foram definidas as seguintes varidveis:

- Varidveis _dependentes (medidas de cIMT): foram analisadas utilizando diferente

formas de definigcdo, tendo em vista as limitagOes da referéncia de valores de normalidade
utilizadas e as dificuldades ainda encontradas na definicao do padrdo de alteragao esperado
em um seguimento longitudinal na faixa etdria estudada.

=  razdo (24 meses/Entrada) x 100%;

= diferenga (A =24 meses — Entrada) dos valores absolutos e dos escores z de cIMT;

= evolugdo da medida em relagao ao percentil 75 de espessura da cIMT para sexo e

estatura segundo Doyon et al:
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° Acima do P75: inclui aqueles que mantiveram valores acima do P75 em todo
o periodo de seguimento e os que evoluiram no seguimento de um valor
abaixo para um acima deste limite.

. Abaixo do P75: inclui aqueles que mantiveram valores abaixo do P75 em
todo o periodo de seguimento e os que evoluiram de um valor acima para
um abaixo deste limite.

- Varidveis independentes:

= continuas:

° média dos niveis de sTNFRI;

. média dos niveis de sCD14;

° média da porcentagem de HLADR*CD38*;

° média da quantificacdo da producdo de interferon alfa no ensaio de

QuantiFERON-CMV.
= categdricas:

. razao dos niveis de 1gG para o CMV (razdo entre o nivel mais elevado
encontrado ao longo do estudo e o nivel mais baixo) (<4 ou >4);

° resultado qualitativo de QuantiFERON CMV (Reativo/ Ndo reativo);

. carga viral HIV (manutengdo de controle viroldgico: carga viral até 400
copias/ml durante todo o seguimento; presenca de escape viroldgico:
carga viral em algum momento acima de 400 cépias/ml);

° perfil lipidico (alterado — pelo menos 2 resultados fora dos limites de
normalidade; ndo alterado);

° Indice HOMA-IR (normal — abaixo e igual a 2,5; alterado - acima de 2,5).

- Variavel a ser controlada na andlise:

. Quantificacdo do numero de células CD4+.

Foram ajustados modelos de regressao lineares simples e multiplos (considerando a
contagem do numero de células CD4+ como covariavel). Também, foram comparadas médias
dos niveis de sTNFRI, de sCD14, da porcentagem de HLADR*CD38*, da quantificacdo da
producdo de interferon alfa no ensaio de QuantiFERON-CMV entre os grupos de individuos
gue estavam acima ou abaixo do percentil 75, por meio do ajuste de modelos de regressao

lineares simples e multiplos (considerando CD4+ como covaridvel). Nas associagdes entre as
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variaveis categoricas razao IgG CMV (<4 ou 24), resultado qualitativo de QuantiFERON CMV,
carga viral HIV, perfil lipidico e indice HOMA-IR e a varidvel que indica se o individuo estava
acima ou abaixo do P75, foram estimados riscos relativos e seus intervalos de confianca 95%,
por meio do ajuste de modelos de regressao log-binomal.

Nao foi possivel avaliar a associagao da recorréncia viral detectada por meio da técnica
de RT-PCR com a evolucdo da cIMT devido a baixa identificacdo de recorréncia.

Os softwares utilizados foram 0 SAS9.4 e oR 3.4.2.
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3. RESULTADOS
3.1. Participantes do Estudo
3.1.1. Composicao dos participantes de estudo

Foram convidadas a participar todas as criancas e adolescentes elegiveis, sendo
identificados, inicialmente, 72 possiveis candidatos. Devido a recusa na participacdo (9),
transferéncia a outro servico (4), gestacao (2), dificuldades de adesdo (2), ter atingido 18 anos
até o inicio do estudo (6) e ndo apresentarem confirmagdo da coinfecgdo CMV/HIV (2) foram
incluidos 47 individuos.

Entre os coinfectados CMV/ HIV um paciente foi excluido ao longo do estudo devido a
dificuldade em aderir as avaliagOes previstas, um paciente faleceu apdés 6 meses de
seguimento devido a doenca pelo CMV e 5 ndo realizaram a avaliacdo ultrassonogréfica
principal ao final do periodo de seguimento. Portanto 40 individuos completaram todas as
avaliacBes necessarias para a analise do objetivo principal do estudo. O fluxograma abaixo

sintetiza o processo de defini¢gao do grupo de estudo.

Figura 5. Fluxograma da selecdo dos participantes do estudo.

72 candidatos

2 com dificuldades de adesdo - : ., 9recusaram participacio
6 atingiram 18 anos antes da inclusdo - = > 4 transferidos a outro servigo
2 sem coinfecgdo CMV/ HIV < - = 2 gestagdes

1 com dificuldade de adesdo
1 falecimento (deenga pelo CMV)

5 sem avaliagdo ultrassonografica ao final do estudo

40 individuos

47 participantes

3.1.2. Caracteristicas dos participantes do estudo

As caracteristicas iniciais se encontram resumidas na Tabela 1 e as relacionadas a
infeccdo pelo virus HIV estdo apresentadas na Tabela 2. Os participantes do estudo
constituiram um grupo que em sua maioria adquiriram a infec¢do por transmissdo vertical,

com a média de idade de 14 anos na entrada no estudo. Houve maior niumero de individuos
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do sexo feminino em relagcdo ao masculino. Embora metade dos adolescentes apresentasse
classificacdo clinica ou imunolégica segundo o CDC indicando complicacdo clinica ou
imunoldgica prévias graves, a maioria dos participantes se encontravam assintomaticos e em
bom estado imunolégico no inicio do estudo, segundo classificacdo da OMS, mantendo esta
durante o seguimento. Todos os individuos estavam com prescricdo de medicacao
antirretroviral e a maioria fazia uso com boa adesdo e controle virolégico, com carga viral do

HIV abaixo de 400 cépias/ ml.

Tabela 1. Dados gerais do grupo avaliado no estudo.

Forma de aquisi¢do da infec¢cao pelo virus HIV

Vertical 38 95.00%
Abuso sexual 2 5.00%
Idade

Média (min.; max.) 14,19 (10,30 -17,80)
Mediana 14,60

Sexo

Feminino 26 65.00%

Masculino 14 35.00%
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas, virolégicas e imunoldgicas relacionadas a infecgao pelo virus
HIV a entrada do estudo dos 40 participantes.

Contagem de células CD4+/mm3 N %
<200 1 2.50
200-500 6 15.00
>500 33 82.50
Porcentagem de células CD4+

<15% 2 5.00

15-25% 6 15.00

>25% 32 80.00
Rela¢do CD4+/ CD8+

<1 27 67.50

>1 13 32.50
Quantificacdo da Carga Viral do HIV Inicial (copias/ml)
<limite minimo (40 copias/ml) 21 52.50
40 - 400 7 17.50
400 - 1.000 1 2.50
1.000-10.000 10 25.00
10.000 - 100.000 0 0.00
Acima de 100.000 1 2.50

Média (min. — max.) Mediana (P25- P75)

Nadir de células CD4+ 435,50 (5,00 — 952,00) 404,00 (300,50 - 578,50)
Nadir de % células CD4+ 19,30 (0,80 —33,10) 19,03 (14,50 — 24,05)
Idade no nadir de células CD4+ 7,38 (0,20 — 15,60) 8,05 (4,30 -10,45)
Classificagao Clinica e Imunolégica (CDC) N %
N1 0 0.00
N2 2 5.00
N3 1 2.50
Al 0 0.00
A2 3 7.50
A3 3 7.50
Bl 2 5.00
B2 9 22.50
B3 3 7.50
C1 1 2.50
C2 5 12.50
C3 11 27.50
Classificagcdo Imunolégica OMS(117)
Nenhuma ou ndo significante 36 90.00
Leve 2 5.00
Avancgada/grave 2 5.00
Classificagdo Clinica OMS (117)
Estdgio clinico 1 39 97.50
Estdagio clinico 2 1 2.50
Estdgio clinico 3 0 0.00
Estdgio clinico 4 0 0.00

Com relacdo a terapia antirretroviral (TARV), os individuos apresentavam

semelhanca no tipo de medicacdo utilizado previamente a entrada no estudo. Todos ja tinham
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feito uso dos inibidores da transcriptase reversa analogos nucleosideos/nucleotideos (ITRN),
somente seis individuos nunca haviam utilizado os inibidores da transcriptase reversa nao
analogos nucleosideos (ITRNN) e oito ndo tinha experiéncia com os inibidores de protease (IP).
Dois pacientes ja haviam feito uso de inibidor de fusdo (Enfuvirtida) e seis de inibidor de
integrasse (Raltegravir).

Entre os pacientes em uso de inibidores de protease, a maioria (23) estava em uso de
Lopinavir/ Ritonavir, sete em uso de Darunavir/ Ritonavir e dois em uso de Atazanavir/
Ritonavir. Entre os que usavam ITRNN, oito usavam Nevirapina, trés Efavirenz e dois Etravirina.
Entre os que usavam ITRN somente dois individuos ndo faziam uso de Lamivudina e doze nao
faziam uso de Zidovudina. Dez individuos usavam Tenofovir, dois Abacavir e uma paciente
fazia uso de Estavudina e Didanosina. Ao longo do seguimento, seis individuos tiveram troca
de esquema antirretroviral devido a falha viroldgica. A Tabela 3 sumariza as informagdes

relacionadas a terapia antirretroviral.

Tabela 3. Experiéncia de uso de antirretrovirais e medica¢des em uso durante o periodo de

estudo.
Terapia Antiretroviral em uso N %
ITRN 40 100.00
ITRNN 13 32.50
IP 30 75.00
Inibidor da Integrase 6 15.00
Uso prévio a entrada no estudo
ITRN 40 100.00
ITRNN 34 85.00
IP 31 77.50
Inibidor de Fusao 2 5.00
Inibidor de Integrase 6 15.00
Trocas de TARV durante o seguimento
TARV anterior Novo esquema N
ITRN + ITRNN ITRN + IP 4 individuos
ITRN + IP ITRN + IP + Raltegravir 1 individuo
ITRN + IP ITRN + IP + Raltegravir + Maraviroc 1 individuo

ITRN- inibidores da transcriptase reversa analogos nucleosideos/nucleotideos;
ITRNN- inibidores da transcriptase reversa ndo analogos nucleosideos
IP- inibidores de protease
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Havia trés individuos que ja tinham apresentado diagndstico de infecgdo pelo
Citomegalovirus sintomatica e estes receberam tratamento com antiviral especifico
(Ganciclovir). Um individuo apresentou infeccdo congénita documentada, porém sem
identificacdo de sintomas associados e ndo necessitou de tratamento. Todos os que
receberam tratamento também mantiveram uso de Ganciclovir profilatico até controle
viroldgico da infeccdo pelo HIV e recuperagdo imune. A Tabela 4 mostra detalhes das

caracteristicas da infeccdo pelo CMV nesses individuos.

Tabela 4. Histérico de doenca pelo Citomegalovirus e tratamento antes da entrada no estudo.

Doenga prévia pelo CMV N %

Sim 5 12.50
Nao 35 87.50
Tipo de doenga N %
Colite 0 0.00
Sistema linfohematopoietico 1 2.50
Congénito sintomatico confirmado 1 2.50
Congénito assintomatico confirmado 1 2.50
Congénito suspeito sintomatico 1 2.50
Total 40 100.00

Tratamento/ Profilaxia
Uso de Ganciclovir terapéutico 3 7.50

Uso de Ganciclovir profilatico 3 7.50
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3.2. Evolugdo do tratamento da infecgao pelo virus HIV ao longo do estudo

O tratamento da infeccdo pelo virus HIV se manteve estavel nos participantes durante
o periodo de seguimento no estudo, como pode ser verificado na evolucdo dos valores da
contagem de células CD4+ e da quantificacdo da carga viral, descritos na Tabela 5. A descricao
detalhada dos valores de células CD4+, com os valores médios e limites encontrados ao longo
do primeiro e do segundo ano de seguimento estdao mostrados na Tabela 6.

As mensuracdes de células CD4+ e quantificacdo viral realizadas a cada 3 meses foram
apresentados a partir da média dos resultados encontrados no primeiro ano de seguimento
(0 — 12 meses) e no segundo ano de seguimento (12 — 24 meses), para cada individuo. A
maioria apresentava numero de células CD4+ acima do limite superior ideal (500), uma
condicdo que indica bom controle imunolégico, com os valores percentuais também
adequados (>25%). A razdo do numero de células CD4+ em relacdo ao numero de células
CD8+, no entanto, se encontrava abaixo de 1 para a maioria das criangas e adolescentes,
indicando que, provavelmente, para estes o sistema imunoldgico apresentava alteracées e
comprometimento decorrentes da infecgdo pelo virus HIV e seu tratamento prévio.

Com relacdo ao controle viroldgico, a maior parte do grupo apresentou controle da viremia
definido pela quantificagdo da carga viral do HIV abaixo de 400 cdpias/ ml, apresentando a
maioria valores abaixo do limite de deteccdo do ensaio (<40 cdpias/ ml). Dezessete
participantes mantiveram carga viral abaixo de 400 cdpias/ml durante todo o periodo de
seguimento. No primeiro ano, 20 dos participantes apresentaram pelo menos um valor acima

deste limite e no segundo ano 15 apresentaram pelo menos um resultado acima deste valor.
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Tabela 5. Contagem de células CD4 e da quantificagao da carga viral do HIV ao longo do

estudo.
Contagem de
células CD4+/mm? <200 200-500 >500 Total
Entrada 1(2.50%) 6 (15.00%) 33 (82.50%) 40
0—-12 meses 0 (0.00%) 7 (17.50%) 33 (82.50%) 40
12 — 24 meses 0 (0.00%) 6 (15.00%) 34 (85.00%) 40
Porcentagem de <15% 15-25% >25%
células CD4+
Entrada 2 (5.00%) 6 (15.00%) 32 (80.00%) 40
0—12 meses 2 (5.00%) 7(17.50%) 31 (77.50%) 40
12 — 24 meses 1(2.50%) 5(12.50%) 34 (85.00%) 40
Rela¢do CD4+/ CD8+ >ouigualal Total
Entrada 27 (67.50%) 13 (32.50%) 40
0—12 meses 25 (62.50%) 15 (37.50%) 40
12 — 24 meses 26 (65.00%) 14 (35.00%) 40
Carga Viral
400 - 1.000- 10.000 -

do- HIV <40 40 - 400 1.000 10.000 100.000 >100.000 Total
(copias/ml)
Entrada 21(52.50%) 7 (17.50%) 1(2.50%) 10(25.00%) 0(0.00%) 1 (2.50%) 40
0-12m 16(40.00%) 7 (17.50%) 3(7.50%) 11(27.50%) 1(2.50%) 2 (2.00%) 40
12-24m 19(47.50%) 9(22.50%) 2 (5.00%) 7 (17.50%) 3(7.50%) 0 (0.00%) 40

Tabela 6. Evolugdo dos valores de contagem de células CD4 nas visitas do estudo.

Contagem de

Media (DP) Min. - Max. Mediana P25 - P75
células CD4+
Entrada 756,95 (296,08) 143,00-1433,00 756,00 581,50 — 956,50
0-12 meses 813,58 (300,88) 258,50-1251,00 799,63 597,38 -1063,50
12 - 24 meses 830,26 (304,26) 232,35-1400,33 826,25 622,50 — 1400,33
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3.3. Evolugdo das caracteristicas clinicas dos individuos durante o periodo do estudo

A avaliagdo clinica e antropométrica realizada a cada 6 meses permitiu caracterizar os
participantes com relacdo ao desenvolvimento da puberdade ao longo do estudo e aos fatores
de risco que podem se associar ao desenvolvimento de aterosclerose. Com relagdo ao uso de
tabaco, utilizado como critério para ndo inclusdo no estudo, nenhum individuo fez uso ao
longo do periodo de seguimento, tendo sido questionado nas avaliagdes clinicas do estudo. O
uso de bebidas alcodlicas foi relatado por somente 7 individuos ao longo do estudo e o uso foi
eventual.

A historia familiar no inicio do seguimento foi questionada e a presenca de risco foi
relacionada somente a parentes de segundo grau. A Tabela 7 resume as principais

caracteristicas clinicas.

3.3.1. Estadiamento puberal

Do total de participantes, metade jd se encontrava na classificacdo final do
estadiamento de Tanner (12 do sexo feminino e 8 do sexo masculino) na entrada, portanto
com as mudancgas corporais ja em estagio final. Ao final do estudo a maioria dos participantes
se encontrava neste estagio (24 do sexo feminino e 10 do sexo masculino). Metade passou
por periodos de transformagdo corporal caracteristicos da puberdade ao longo do estudo.
Trés individuos eram impuberes na entrada e iniciaram o desenvolvimento puberal durante o

periodo de seguimento.

3.3.2. indice de Massa Corporal (IMC)

Os participantes do estudo ndo apresentaram obesidade em nenhuma das medidas de
IMC calculadas de acordo com o peso e a estatura medidos nas avaliagdes. Quatro pacientes
na entrada e 3 ao longo das demais avaliacdes apresentaram sobrepeso. A maioria dos
participantes apresentavam IMC entre os percentis 10 e 85 de acordo com a referéncia
utilizada. Oito individuos na entrada, 7 no primeiro ano e 5 no segundo ano apresentavam

IMC abaixo do percentil 10.

3.3.3. Pressao arterial

Para definigdo de pressao arterial elevada o individuo deveria apresentar medidas de

pressdo arterial persistentemente acima do percentil 90 da referéncia para o sexo e a estatura.
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Durante o seguimento nenhum individuo apresentou esta alteragdao, embora 9 tenham
apresentado medidas isoladas de PA acima deste limite, mas abaixo do percentil 95 da

referéncia.

3.3.4. Circunferéncia abdominal

A circunferéncia abdominal elevada foi definida como acima do percentil 90 da
referéncia de acordo com sexo e idade. Somente 2 individuos apresentaram nas visitas de 6
meses e 12 meses a circunferéncia abdominal acima dos limites de normalidade, passando

para valores dentro dos limites nas visitas subsequentes.

3.3.5. Glicemia de jejum, insulinemia, indice HOMA e Hemoglobina glicosilada

Durante o seguimento, todos os pacientes apresentaram niveis de glicemia de jejum
dentro da normalidade, nenhum teve o diagndstico de diabetes. Com o intuito de caracterizar
aqueles individuos que possivelmente ja possam apresentar resisténcia insulinica ao final do
estudo foram calculados o indice HOMA-IR e a dosagem de hemoglobina glicosilada. Nesta
avaliagdo foram identificados 18 participantes com alteragdo, sendo 18 com indice HOMA-IR
acima do valor de referéncia para normalidade e 1 destes também com hemoglobina
glicosilada com valor indicando alto risco de diabetes (valor entre 5,7 e 6,4%). Os valores de
HOMA IR entre os que apresentaram alteracdao se encontravam entre 2,5 a 3,0 para 6

individuos e maior que 3,0 para 12 individuos.

3.3.6. Perfil lipidico

A alteracdo de perfil lipidico mais frequentemente detectada foi o baixo nivel de HDL-
colesterol (HDL-C), seguida da elevacdo de triglicerideos e por ultimo as alteragdes de
colesterol total e LDL-colesterol (LDL-C). Somente 3 individuos ndo apresentaram nenhuma
alteragao de perfil lipidico durante o seguimento no estudo, portanto houve a prevaléncia de
92,5% de alteracdo no grupo estudado. Para definicdo de dislipidemia foi considerada a
presenca de alteracdo em pelo menos 2 dos 4 parametros (colesterol total, triglicerideos, LDL-
C, HDL-C), com a finalidade de avaliar sua associagdo com a evolucdo da medida da intima e
média das artérias cardtidas. O detalhamento das alteracGes encontradas de acordo com cada

parametro e divididas pelo periodo de seguimento se encontram na Tabela 6 e no anexo 3.

Tabela 7. Evolugdo das caracteristicas clinicas e laboratoriais dos participantes do estudo.
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Estadiamento puberal Impubere Em de’se'nvolvimento Maturagdo completa
(G1P1/ M1P1) (estagios 2,3 e 4) (G5P5/ M5P5)

Entrada 3 (7.50%) 17 (42.50%) 20 (50.00%)

0 - 12 meses 0 (0.00%) 11 (27.50%) 29 (72.50%)

12 - 24 meses 0 (0.00%) 6 (15.00%) 34 (85.00%)

indice de Massa corporal Abaixo do percentil 85 Percentil 85 até 95 Total

Entrada 36 (90.00%) 4 (10.00%) 40

Demais avaliagdes 37 (92.50%) 3 (7.50%) 40

Circunferéncia abdominal

Abaixo do percentil 90 Acima do percentil 90

Entrada 40 (100.00%) 0 (0.00%)
0-12 meses 38 (95.00%) 2 (5.00%)

12 — 24 meses 40 (100.00%) 0 (0.00%)
Resisténcia insulinica Alterado Nao alterado Total
indice HOMA IR 18 (45.00%) 22 (55.00%) 40
Hemoglobina glicosilada 1(2.50%) 39 (97.50%) 40
Dislipidemia Alterado N3ao alterado Total
0- 12 meses 29 (72.50%) 11 (27.50%) 40
12 - 24 meses 24 (60.00%) 16 (40.00%) 40

3.4. Recorréncia da infec¢ao pelo CMV

Para a andlise da recorréncia viral da infeccdo pelo CMV foram considerados os 47

individuos que realizaram as avaliagdes propostas. Os 7 individuos adicionais incluidos nesta

analise consistiam de 2 com imunossupressdo grave e permanente ao longo do seguimento

(CD4+ abaixo de 200 células/mm?3 porcentagem de CD4+ abaixo de 15%). Os 5 demais

individuos apresentavam numero de células CD4+ acima de 500 e porcentagem de CD4+

acima de 15%.

A incidéncia de recorréncia foi calculada considerando o denominador composto

individuo/més, tendo em vista que ha participantes que ndo realizaram todas as avalia¢des

previstas. Foram avaliadas 411 amostras ao todo, sendo 9 amostras por individuo, exceto para

2 participantes que seguiram no estudo somente por 6 meses.
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A incidéncia encontrada no estudo foi de 0,97/ 100 individuos-més. Somente 4
avaliagbes tiveram resultado positivo, sendo que somente 3 individuos apresentaram
recorréncia. Todos identificados pela técnica de RT-PCR.

Duas dessas recorréncias ocorreram na visita de 15 meses, uma na visita de 18 meses
€ uma na visita de 6 meses, sendo esta Ultima em um individuo que evoluiu com doenca pelo
Citomegalovirus seguida por ébito. Foram 2 os demais participantes, tendo 1 deles a deteccao
viral em 2 ocasifes. Estes ndo apresentaram nenhum sinal ou sintoma clinico e ndo foram
submetidos a nenhuma avaliacdo clinica ou laboratorial adicional. O RT-PCR para CMV foi
repetido apds os resultados positivos iniciais. No individuo que evoluiu com doenca foi
realizado o tratamento antiviral e a quantificacdo viral foi repetida semanalmente até 2
semanas apods o resultado inicial, sem ocorrer negativa¢do. Para os demais individuos as
repeticdes foram realizadas assim que o resultado final do exame se encontrava disponivel,
tendo sido feitos com intervalos de 12 dias, 24 dias e 35 dias. Todos estes resultados das
repeticdes foram negativos para a identificacdo do DNA viral. Caracteristicas desses individuos

sdo apresentadas na Tabela 8.
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Tabela 8. A tabela abaixo descreve as caracteristicas clinicas dos 3 individuos que

apresentaram detecc¢do do Citomegalovirus.
CARACTERISTICAS INDIVIDUO 1 INDIVIDUO 2 INDIVIDUO
Forma de aquisicdo da Vertical Vertical Vertical
infeccao pelo virus HIV:
Idade na entrada: 15 anos 14 anos 14 anos
Feminino Feminino Masculino

Sexo:

Classificagdo OMS na
visita inicial (Clinica/
Imunoldgica):

Classificagao CDC:

Doenga pelo CMV
prévia:

Terapia Antiretroviral
em uso:

Média da contagem de
células CD4+ (min. —
max.):

Porcentagem de
células CD4+ (min. —
max.):

Relagao de células
CD4+/ CD8+ (min. —
max.):

Log da Quantificacdo
da Carga Viral do HIV
(min. — max.):

Log PCR CMV (visita):

Quantiferon CMV:

Média de interferon
Quantiferon CMV
(Ul/ml):

Sorologia para CMV IgG

(18 e 24m):

Assintomatico/ None

A3
Nao

Zidovudina +
Lamivudina +
Lopinavir/ Ritonavir

570,74 (426,0 — 738,0)

29,78 (25,0-33,0)

0,71(0,50-0,82)

2,20 (<40 — 3,27)

3,68 (15 meses)
3,58 (18 meses)

Reativo

1,25

125 e 151 Ul/ml

Assintomatico/ None

Cc2
Nao

Zidovudina +
Lamivudina +
Lopinavir/ Ritonavir

1.132,67 (897,0 -
1.451,0)

41,62 (34,0 - 47,6)

1,41 (0,72 - 2,0)

2,10 (<40 — 4,28)

3,17 (15 meses)

Reativo

4,50

56,20 e 54,80 Ul/ml

Estagio Clinico 1/
Severe

C3

Sim (colite ha 6 anos)

Zidovudina +
Lamivudina +
Lopinavir/ Ritonavir

55,00 (50,0 - 60,0)

3,5(3,0-4,0)

0,05 (0,04 - 0,06)

4,72 (4,72 - 4,72)

4.45 (6 meses)

N3o realizado

Todos os resultados obtidos pela técnica de Antigenemia foram negativos. Quando foi

utilizado este exame os individuos testados apresentavam contagem de neutréfilos acima
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1000 no momento das avaliagBes, exceto por um participante que apresentou contagem de
500 células em uma das avalia¢es.

Tendo em vista a baixa frequéncia de identificagao de recorréncia viral pela técnica de
RT-PCR no grupo de individuos estudado ndo foi possivel avaliar a associacdo deste fator com

o0 aumento da espessura da intima e da média da artéria cardtida.

3.5. Evolucdo da espessura da intima e média das artérias carétidas ao longo de 2 anos.

Trinta e cinco individuos realizaram avaliagao ultrassonografica ao final de 12 meses
de seguimento no estudo. No entanto, todos os 40 participantes foram avaliados com 24
meses de idade. A Tabela 9 e a Figura 6 apresentam os resultados em valores absolutos e

escores z dessas medidas.

Tabela 9. Valores absolutos em milimetros (mm) e escores z das medidas de espessura da
intima e média das artérias carétidas comuns direita e esquerda segundo o momento de
avaliagdo.

Momento Cardtida . L. Minimo / .
L Medida Média (1 DP) L. Mediana (P25 —-P75)
de avaliagdo comum mdximo
Direita mm 0.42 (0.04) 0.33/0.51 0.43 (0.39 — 0.45)
Entrada escore 1.08 (1.08) -1.10/3.12 1.26 (0.31-1.94)
(n=40) Esquerda mm 0.42 (0.05) 0.26/0.52 0.41 (0.39 - 0.45)
escore 0.96 (1.17) -2.96/ 3.28 1.00 (0.39 — 1.69)
Direita mm 0.42 (0.04) 0.34/0.51 0.43 (0.40 — 0.45)
12 meses escore 1.13 (1.04) -0.86/3.17 1.09 (0.18 — 1.83)
(n=35) Esquerda mm 0.43 (0.05) 0.28/0.56 0.42 (0.40 — 0.46)
escore 1.15 (1.24) -2.23/4.24 1.10 (0.25-1.92)
Direita mm 0.43 (0.05) 0.32/0.55 0.43 (0.40 - 0.46)
24 meses escore 1.16 (1.27) -1.29/5.12 1.08 (0.54 — 1.86)
(n=40) Esquerda mm 0.43 (0.05) 0.33/0.52 0.43 (0.40 — 0.47)
escore 1.18 (1.04) -1.57/3.17 1.28 (0.50 — 1.88)
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Figura 6. Boxplots da distribuicdo dos valores absolutos em milimetros (A) e de escores z (B) das medidas de
espessura de intima e média (IMT) das artérias coronarias comuns direita e esquerda segundo o momento de

avaliacdo.
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A figura 7 abaixo é uma imagem ultrassonografica da medida de cIMT, obtida no

estudo segundo o protocolo estabelecido na pesquisa.

Figura 7. Imagem ultrassonografica da medida de cIMT.

o

1 Rt Prox CCA IMT D Méd 0.46 mm
Rt Prox CCA IMT D Max 0.56 mm
Rt Prox CCAIMT D Pontos 169

== 1.28 cm|

Como mostra a Tabela 10, na comparacao dos valores de cIMT obtidos na avaliacao
inicial e na Ultima avaliacdo realizada no estudo nao foi encontrada diferenca entre estes,
tanto quando se considerou cada um dos lados direito e esquerdo isoladamente e utilizando

a média entre estes. O mesmo resultado foi obtido na avaliagdo dos escores-z.

Tabela 10. Medidas de cIMT na avaliagdo inicial e aos 24 meses segundo modelo simples e
multiplo de andlise de dados.

Modelo simples Modelo multiplo

Variavel 24m-Ent  p-valor 1C95% 24m-Ent p-valor 1C95%
Cardtida Dir 0,007 0,47 (-0,01; 0,02) 0,003 0,78 (-0,02; 0,03)
Cardtida Esq 0,01 0,11  (-0,003;0,03) 0,01 0,17  (-0,006; 0,03)
Média Dir/Esq 0,008 0,22  (-0,005;0,02) 0,007 0,40 (-0,01; 0,02)
Escore z Carotida Dir 0,08 0,75 (-0,44; 0,59) 0,06 0,84 (-0,53; 0,64)
Escore z Carétida Esq 0,21 0,25 (-0,16; 0,59) 0,31 0,17 (-0,14; 0,76)
Média escore z Dir/Esq 0,12 0,47 (-0,22; 0,46) 0,17 0,40 (-0,23; 0,56)

Carétida Dir: artéria cardtida comum direita; Cardtida Esq: artéria carétida comum esquerda; Média Dir/Esq:
média das medidas de cardétidas direita e esquerda. IC95%: intervalo de confianga 95%; 24m-Ent: diferenca entre
as medidas com 24m e da entrada no estudo.
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Na Tabela mostrada a seguir (Tabela 11), observa-se que ja na entrada, os valores
médios de espessura das camadas intima e média das artérias cardtidas internas de 28/40
(70%) criancas situavam-se acima do Percentil 75 dos valores de referéncia para idade,
estatura e sexo. Incremento de percentil foi observado em 7 criangas, ao longo de 2 anos.
Houve a identificagdo de uma drea de espessamento localizado na artéria carétida comum de
um dos individuos na ultima visita do estudo, que corresponde a uma lesdo de placa, como

pontuado na tabela abaixo. A imagem ultrassonografica desta lesdo se encontra na figura 8.

Tabela 11. Caracterizacdo da evolucdo do grupo estudado segundo a presenca de Média
cIMT acima do percentil 75 do valor de referéncia® segundo o sexo e estatura.

Evolugdo da cIMT

Acima do P75 em todo o periodo de seguimento 20 (50.00)
Acima do P75 na entrada e abaixo ao final 8(20.00)
Abaixo do P75 na entrada e acima ao final 7 (17.50)
Abaixo do P75 em todo o periodo de seguimento* 5(12.50)
Total 40
Presenca de placa aterosclerética* 1(2.50)

*0 individuo que apresentou a placa aterosclerdtica no exame de 24 meses apresentou evolucdo de IMT
abaixo do P75 durante o periodo de seguimento.1- Doyon et al®.
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Figura 8. Espessamento focal mediointimal na carétida comum esquerda de um dos
participantes, compativel com lesdo aterosclerética.

3.6. Imunidade especifica ao Citomegalovirus e marcadores de ativagdao imunolégica

3.6.1. Marcadores especificos da infec¢ao pelo Citomegalovirus

3.6.1.1. Sorologia para CMV

Todos os 40 individuos eram soropositivs para CMV a entrada do estudo. Nenhum
individuo apresentou valores de IgM acima do cut-off do teste (22,00 Ul/ml) durante o
seguimento.

A Tabela 12 mostra a distribuicdo de dados relativos a quantificacdo de anticorpos

séricos 1gG anti-CMV de acordo com o momento de avaliagao.
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Tabela 12. Distribuicdo dos niveis de IgG séricos anti-CMV (Ul/ml) obtidos em 40 participantes
segundo o momento de avaliagao.

Momento de

Média (DP) Min. / max. Mediana (P25 —P75)
avaliacao
Entrada 177,82 (212,47) 14,09/921,00 107,50 (77,95 — 152,50)
6 meses 198,50 (239,10) 14,00/ 961,00 108,00 (81,10 — 156,50)
12 meses 219,19 (316,02) 14,00/ 151,00 114,50 (74,70 — 151,00)
18 meses 102,69 (37,42) 15,00/ 180,00 98,00 (78,00 — 128,00)
24 meses 104,36 (40,64) 14,50/ 180,00 104,00 (75,20 — 139,00)

Observou-se que nove (22,5%) sujeitos apresentaram incremento de quatro vezes
guando se compararam titulos obtidos em momentos diferentes ao longo do periodo de
seguimento do estudo, enquanto que para os demais esses titulos permaneceram estaveis.
Estes participantes ndo tiveram viremia pelo CMV identificada no estudo, no entanto os altos
titulos de anticorpos IgG podem refletir a estimulagdo antigénica em um periodo que nao foi
possivel detectar nas avaliagGes previstas no seguimento. Os resultados relativos aos valores

de IgG obtidos segundo os participantes e os momentos, estdo apresentados no anexo 3.

3.6.1.2. Ativacao da imunidade de células TCD8+ especifica para o CMV com a produgao
de IFN-gama ap0ds estimulo antigénico (QuantiFERON-CMVR):

Na avaliagao da imunidade especifica pelo CMV, com a verificagdo da ativagdo das
células TCD8+, por meio da técnica de QuantiFERON CMVR obtiveram-se os resultados
descritos na tabela 13. As avaliagdes foram realizadas a cada 6 meses, porém nao foi possivel
obter resultados de todos os momentos para todos os participantes, devido a problemas de
coleta de material ou da técnica de andlise do exame. Foram obtidas todas as 5 avaliagdes
previstas de 20 individuos, 11 realizaram 4 avalia¢Ges, 7 tiveram 3 avalia¢des, 2 tiveram 2
avaliagOes e 1 individuo somente 1 testagem foi possivel.

Trinta e um individuos apresentaram somente resultados REATIVOS em todas as suas
avaliacdes e 4 apresentaram somente resultados NAO REATIVOS. Trés individuos tiveram 3
resultados REATIVOS e 1 NAO REATIVO e um individuo apresentou 3 NAO REATIVOS e um

REATIVO. Estes foram classificados na analise final de acordo com o resultado que prevaleceu,
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ficando os 3 primeiros considerados REATIVOS e o Gltimo NAO REATIVO. Um individuo teve
somente 2 resultados sendo 1 REATIVO e um NAO REATIVO. N3o houve resultados
INDETERMINADOS nas avaliagdes realizadas. A Tabela 13 mostra esses dados.

Tabela 13. Resultados qualitativos e quantitativos de ativacdo de células TCD8+ especificas
para o Citomegalovirus pela técnica de QuantiFERON-CMV.

Numero de Mediana (P25 —P75)
Momento da avaliagdo individuos Reativo / N3o reativo dos reativos*

testados (Interferon-y Ul/ml)

Entrada 30 23/7 4,54 (1,22 -22,83)

6 meses 33 28/ 4 4,69 (1,26 — 26,25)

12 meses 33 27/ 6 4,70 (1,34 - 26,30)

18 meses 37 33/4 4,75 (1,32 - 25,45)

24 meses 36 33/3 4,82 (1,34 -27,25)

*QOs resultados >100UI/ml foram considerados igual a 100Ul/ml para célculo da mediana

3.6.2. Marcadores inespecificos de ativagao imunoldgica

3.6.2.1. Receptor | de TNF alfa soluvel (sTNFRI)

A dosagem dos niveis de receptor | de TNF alfa soluvel estdo representados para cada
avaliagdo realizada a intervalos de 6 meses na Tabela 14. As criangas e adolescentes estudados
apresentaram valores até 4ng/ml, que se encontram dentro dos valores estimados de
normalidade*'®), Somente na entrada do estudo houve 4 individuos com valores acima deste

limite.
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Tabela 14. Distribuicdo dos valores de sTNFR (ng/ml) segundo o momento de avaliagdo e de
individuos segundo a categorizacdo dos valores de acordo com os niveis de referéncia do
teste.

Momento da

avaliagio Média ng/ml (DP) Min. / max. Mediana (P25 —P75)
Entrada 1,57 (1,33) 0,10/ 6,44 1,23 (0,79 - 2,33)
6 meses 1,39 (0,74) 0,44/ 3,90 1,27 (0,91 -1,55)
12 meses 1,23 (0,57) 0,48/ 3,13 1,08 (0,83 -1,48)
18 meses 1,07 (0,23) 0,64/ 1,88 1,02 (0,92 - 1,16)
24 meses 1,09 (0,28) 0,74/ 1,84 1,00 (0,95 -1,22)

3.6.2.2. Molécula de CD14 soluvel (sCD14)

A dosagem dos niveis de sCD14 mostrou que a maioria dos sujeitos, ao longo de todo
o periodo do estudo, apresentaram niveis elevados desta glicoproteina no plasma, como
apresentado na Tabela 15.

Niveis acima de 3000 ng/ml sdo encontrados em quadros de sepse e sdo considerados
muito elevados*?. Os valores aqui encontrados estdo acima dos descritos para adultos HIV
(+) com bom controle da infec¢do*??). Isto pode refletir uma maior intensidade de ativagdo
de células da linhagem monocitaria (macrofagos e mondcitos), representativa da ocorréncia
de translocagao bacteriana ou de componentes celulares bacterianos a partir da parede

intestinal.
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Tabela 15. Distribuigdo dos valores de sCD14 (ng/ml) segundo o momento de avaliagdo e de
individuos segundo a categorizagdo dos valores de acordo com os niveis de referéncia do teste

Momento da

avaliagdo Média ng/ml (DP) Min. / max. Mediana (P25 —-P75)
Entrada 3908,89 (847,00) 2270,51/6439,60 3967,41 (3374,70 — 4451,00)
6 meses 3960,66 (1015,07) 2190,46/ 6537,93  3937,06 (3294,66 — 4658,20)
12 meses 3783,03 (852,00) 2318,10/ 6785,36  3713,69 (3328,14 —4048,11)
18 meses 3636,80 (952,14) 2135,79/6039,68  3411,94 (2990,75 —3987,15)
24 meses 3490,71 (727,77) 2594,97/5486,26  3304,97 (2917,21 — 3947,06)
Concentragao de
<CD14 Entrada 6m 12m 18m 24m
1500-3000 ng/ml 5 (12.50) 8(20.00) 6 (15.00) 10 (27.02) 12 (31.60)
>3000 ng/ml 35(87.50) 32(80.00) 34 (85.00) 27 (72.98) 26 (68.40)
Total 40 40 40 37 38

3.6.2.3. Marcador CD3+CD8+HLADR*CD38*

A porcentagem de células TCD8+ com a presenga dos marcadores HLADR+ e CD38+
refletem a presenca de células TCD8+ ativadas. Os valores encontrados no grupo de criancas
e adolescentes estdo sumarizados na Tabela 16 em porcentagem em relacdo ao total de
linfécitos TCD8+.

Na Figura 9, os valores absolutos (logio) de células ativadas estdo apresentados com
relacdo a expressdao dos marcadores HLA-DR e CD38. Houve predominio na andlise de
citometria de células expressando HLADR*CD38 quando comparado as células HLADR*CD38*,

HLADRCD38*, HLADRCD38.
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Tabela 16. Distribuicdo de valores percentuais de células TCD3CD8+HLADR+CD38+ segundo o

momento de avaliagao.

Momento da avaliagao

Média (DP)

Min. / max.

Mediana (P25 —-P75)

Entrada
6 meses
12 meses
18 meses

24 meses

15,13 (8,85)
15,24 (8,35)
11,37 (7,09)
10,77 (8,71)
5,62 (4,97)

4,59/ 43,86
2,40/ 40,15
0,68/ 27,52
1,63/ 40,42
0,55/ 17,19

12,37 (7,63 — 21,64)
14,80 (8,21 — 20,38)
10,67 (5,89 — 17,20)
7,68 (4,90 — 13,49)

3,40 (1,51 - 8,78)

Figura 9. Distribuicao de valores percentuais de células TCD3CD8HLADR+CD38+ segundo o

momento de avaliagao.
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3.7. Influencia da imunidade especifica ao CMV e de marcadores de ativacao
imunoldgica sobre a evolugao da espessura das camadas intima e média da artéria
carétidas (cIMT)

Para a avaliacdo da associacdo entre os marcadores de ativacdo imunoldgica
especificos para o CMV e marcadores inespecificos de ativagdo imunoldgica foram utilizadas
as médias de todos os valores obtidos durante o seguimento dos individuos, expressando as
medidas obtidas ao longo do estudo. Foram utilizadas diferentes maneiras de definigao da
variagdo da cIMT tendo em vista nao existir ainda a compreensao da evoluc¢do esperada para
a faixa etdria estudada. Foram utilizadas as diferencas absolutas entre as medidas no final do
estudo (24 meses) e a medida inicial (entrada), a diferenga entre os escores z destas medidas

obtidos no inicio e final do estudo e a razdo da medida obtida com 24m em relacdo a entrada.

As figuras mostradas a seguir expressam como cada uma das medidas analisadas se
correlacionaram com as medidas de cIMT. Em cada uma das figuras sdo representados os
valores médios dos diferentes momentos nos quais cada varidvel foi medida em relagao a
diferenca entre as medidas absolutas da cIMT ao final do estudo e na entrada (Valor obtido
aos 24meses subtraido do valor obtido a entrada do estudo); a diferenga entre os escores z
calculados destas duas medidas (24m-entrada); a razdo entre a (cIMT(24m)/cIMT(entrada))
multiplicadas por 100%; por fim os box-plots da distribuicdo dos valores de cada uma das
variaveis nos individuos classificados como evoluido com cIMT abaixo do P75 (<P75) e acima
deste valor (>P75). Observando-se essas figuras, nota-se que pode haver uma relagdo inversa

entre sTNFRI e HLADR*CD38*e cIMT média.
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Figura 10. Graficos com a distribuicdo dos valores de sTNFRI (ng/ml) em relagdo a cIMT média.
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Figura 10a. Gréfico de dispersdo dos valores
médios de sTNFR em relagdo a diferenca do
valor absoluto de c/IMT (24m-entrada).
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Figura 10c. Grafico de dispersdo dos valores
médios de sTNFR em relagdo a razao de c/IMT
(24m/entrada)x100%.
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Figura 10b. Grafico de dispersdo dos valores
médios de sTNFR em relacdo a diferenca do
valor de escore z de cIMT (24m-entrada).

25

Figura 10d. Box-splots da distribuicdo dos valores

médios de sTNFR para os individuos com c/MT

abaixo do P75 e acima do P75.
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Figura 11. Grafico com a distribuicdo dos valores de HLADR*CD38* (porcentagem - %) em
relacdo a cIMT.

IMT {24m-ertrada)
IMT - Z-ascorn (24m-entradal

005

Figura 11b. Gréfico de dispersdo dos valores

médios de porcentagem de HLADR'CD38" em
relacdo a diferenca do valor de escore z de cIMT
(24m-entrada).

Figura 11a. Grdfico de dispersdo dos valores

médios de porcentagem de HLADR'CD38" em
relagdo a diferenga do valor absoluto de c/MT
(24m-entrada).
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Figura 11d. Box-splots da distribuicdo dos valores

Figura 11c. Grafico de dispersdo dos valores médios de porcentagem de HLADR'cD38" para os
médios de porcentagem de HLADR CD38" em individuos com c/MT abaixo do P75 e acima do P75.

relacdo a razdo de c/MT (24m/entrada)x100%.
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Figura 12. Grafico com a distribuicdo dos valores de sCD14 (ng/ml) em relagdo a cIMT.
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Figura 12a. Grafico de dispersdo dos valores
médios de sCD14 em relacdo a diferenca do
valor absoluto de c/MT (24m-entrada).
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Figura 12c. Grafico de dispersdao dos valores
médios de sCD14 em relagdo a razdo de c/IMT
(24m/entrada)x100%.
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Figura 12b. Grafico de dispersdo dos valores
médios de sCD14 em relagao a diferenga do valor
de escore z de cIMT (24m-entrada).

Figura 12d. Box-splots da distribuicdo dos valores
médios de sCD14 para os individuos com c/MT
abaixo do P75 e acima do P75.
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Figura 13. Grafico com a distribuicdo dos valores de QuantiFERON-CMV (producdo de

interferon-a em Ul/ml) em relagdo a cIMT.
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Figura 13a. Grafico de dispersdao dos valores
médios de QuantiFERON-CMV em relagdo a
diferenca do valor absoluto de c/MT (24m-
entrada).

130

10

2
g

MY
100
.

«0
.

Figura 13c. Grafico de dispersdo dos valores
médios de QuantiFERON-CMV em relagdo a

razdo de c/MT (24m/entrada)x100%.
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Figura 13b. Grafico de dispersdo dos valores
médios de QuantiFERON-CMV em relagdo a
diferenca do valor de escore z de cIMT (24m-
entrada).

Figura 13d. Box-splots da distribuicdo dos
valores médios de QuantiFERON-CMV para os
individuos com c/MT abaixo do P75 e acima do
P75.
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Figura 14. Grafico

média.
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Figura 14a. Grafico de dispersdo dos valores
médios de CD4 em relac¢do a diferenga do valor
absoluto de ¢c/MT (24m-entrada).

Figura 14c. Gréfico de dispersdo dos valores
médios de QuantiFERON-CMV em relagdo a
razdo de c/MT (24m/entrada)x100%.
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Figura 14b. Grafico de dispersdo dos valores
médios de CD4 em relagdo a diferenca do
valor de escore z de cIMT (24m-entrada).

Figura 12d. Box-splots da distribuicdo dos valores
médios de QuantiFERON-CMV para os individuos
com cIMT abaixo do P75 e acima do P75.
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Figura 15. Grafico com a distribuicdo dos valores de IgG-CMV (Ul/ml) em relagcdo a cIMT
média.
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Figura 15a. Grafico de dispersdo dos valores
médios de IgG-CMV em relagdo a diferenca do
valor absoluto de c/MT (24m-entrada).
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Figura 15b. Grafico de dispersdo dos valores
médios de IgG-CMV em relagao a diferenga do
valor de escore z de cIMT (24m-entrada).

800 800 T00

Figura 15c. Grafico de dispersdo dos valores
médios de IgG-CMV em relagdo a razdo de

cIMT (24m/entrada)x100%.
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A Tabela 17 mostra a distribuicdo de valores das varidveis previamente mostradas nas

Figuras.

Tabelal7. Distribuicdo das variaveis utilizadas na analise da associacao.

Média (DP) Min./ Max. Mediana (P25-P75)
A de cIMT (mm) 0,01 (0,04) -0,09/ 0,12 0,01 (-0,02 — 0,04)
A escore z cIMT 0,12 (1,06) 22,08/ 2,49 0,00 (-0,51 — 0,92)
Raz3o cIMT 102,76 (10,77) 79,54/ 131,84 101,56 (96,24 — 108,65)
STNFR (ng/ml) 1,27 (0,46) 0,67/ 3,05 1,18 (0,91 — 1,46)
sCD14 (ng/ml) 3766,10 (589,18)  2520,89/ 4935,90 3793,80 (3445,12 -

4151,15)
HLADR+CD38+ (%) 11,61 (5,61) 3,43/ 28,70 10,12 (7,77 - 15,79)
iFERON-CMV

QuantiFERON-C 20,47 (26,82) 0,45/ 96,88 4,56 (2,90 — 28,88)
(Ul/ml)
IgG-CMV (UI/ml) 159,41 (148,98) 16,34/ 710,60 110,74 (77,40 — 146,30)
Razdo 1gG CMV 2,54 (2,31) 1,15/9,53 1,48 (1,33 - 1,70)

(maior/menor)

783,63 (629,88 -

4 3
CDA4 (células/mm?) 821,92 (297,04) 245,43/ 1325,67 1110,79)

A de cIMT (mm): diferenca dos valores absolutos de cIMT de 24 m — cIMT de entrada; A escore z cIMT:
diferenca de escore z de cIMT de 24m — escore z de cIMT de entrada; Razdo cIMT: (cIMT 24m/cIMT
entrada)x100%.
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A Tabela 18 apresenta os resultados de modelos de andlise de regressao simples e
multiplo buscando associacdo das variaveis indicadas com a diferenca de medida da cIMT
obtida entre o final (24m) e a entrada no estudo ( A ). Observou-se que os marcadores STNFR e
HLADR+CD38+ se associaram estatisticamente com o A dos valores absolutos da cIMT, de tal
modo que, para o aumento de uma unidade de sTNFR, tem-se uma queda de -0,03 no A,
mesmo apos o ajuste pelos valores de linfécitos CD4+. Ao mesmo tempo, para o aumento de
uma unidade do HLADR+CD38+, tém-se uma queda de -0,0027 no A, mesmo apds o ajuste

pelos valores de linfocitos CD4+.

Tabela 18. Modelo de Regressdo Linear Simples e multiplo para avaliar as associagdes das
variaveis de interesse com a diferenga dos valores absolutos de cIMT (cIMT 24m — cIMT
entrada).

Delta Valores Absolutos - Média

Modelo simples Modelo ajustado (CD4)
1C95% 1C95%
Variavel Estimat. p-valor Ll LS Estimat. p-valor LI LS

STNFR (ng/ml) -0,04 0,01 -0,06 -0,01 -0,03 0,02 -0,06 -0,01
sCD14 (ng/ml)  -0,00001 0,33 -0,00003 0,00001 -0,00001 0,34  -0,00003 0,00001
HLADR*CD38*
%) -0,0030 0,01 -0,0050 -0,0006 -0,0027 0,04 -0,0050 -0,0002
QuantiFERON

-0,0001 0,66 -0,0007  0,0004 -0,0002 0,52 -0,0008 0,0004
(U1/ml)
IgG CMV_razao
(<4) 0,02 0,17 -0,01 0,06 0,02 0,18 -0,01 0,06
QuantiFERON -0,01 0,71 -0,05 0,04 -0,01 0,62 -0,05 0,03
CV_HIV -0,02 0,28 -0,05 0,01 -0,01 0,40 -0,04 0,02
Lipdograma 0,01 0,55 -0,02 0,04 0,005 0,77 -0,03 0,04
HOMA IR 0,02 0,25 -0,01 0,04 0,02 0,18 -0,01 0,05
CD4 (cél/mm?3) 0,00003 0,21 -0,00002 0,00008 * * * *

LI: limite inferior do intervalo; LS: limite superior do intervalo; IC: intervalo de confianca;
Estimat.: estimativa
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Utilizando-se como desfecho a diferenca entre os escores z calculados para as medidas

de cIMT no final (24m) e na entrada no estudo, observou-se que sTNFR se associou

estatisticamente com o A dos z-escores da cIMT, de tal modo que, para o aumento de uma

unidade de sTNFR, tem-se um queda de -0,86 no A, mesmo apds o ajuste pelos valores de

linfocitos CD4+, ou seja, valores mais elevados desse marcador se associaram com menor

progressdo do cIMT. Com relacdo ao HLADR+CD38+, apds o ajuste pelos valores de linfocitos

CD4+, ndo foi mais observada associacdo com o A dos z-escores da cIMT

Tabela 19. Modelo de Regressdo Linear Simples e multiplo para avaliar as associacOes das
varidveis de interesse com a diferenga dos escores z de cIMT.

Delta Z-escore - Média

Modelo simples Modelo ajustado (CD4)
1C95% IC95%
Varidvel Estimat. p-valor LI LS Estimat.  p-valor LI LS

STNFR (ng/ml) -0,93 <0,01 -1,62 -0,24 -0,86 0,01 -1,56 -0,16
sCD14 (ng/ml) -0,00030 0,24 -0,00090 0,00024 -0,00030 0,25 -0,00090 0,00024
HLADR+CD38+

-0,07 0,02 -0,12 -0,01 -0,06 0,06 -0,12 0,004
(%)
QuantiFERON

-0,002 0,75 -0,02 0,01 -0,004 0,57 -0,02 0,01
(ut/ml)
IgG CMV_razao
(<4) 0,53 0,19 -0,27 1,34 0,51 0,20 -0,28 1,31
QuantiFERON 0,06 0,90 -0,98 1,10 -0,01 0,98 -1,05 1,03
CV_HIV -0,42 0,25 -1,16 0,31 -0,32 0,38 -1,07 0,42
Lipdograma 0,21 0,61 -0,61 1,03 0,06 0,87 -0,77 0,90
HOMA IR 0,39 0,25 -0,28 1,07 0,46 0,17 -0,21 1,13
CD4 (cél/mm?3) 0,0008 0,14 -0,0003 0,0019 * * * *

LI: limite inferior do intervalo; LS: limite superior do intervalo; IC: intervalo de confianca;

Estimat.: estimativa
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Quando considerada a razdo entre os valores final (24m) e inicial (entrada) de cIMT
STNFR e HLADR+CD38+ se associaram estatisticamente com razdo [(24m/Entrada) x100%] da
cIMT, de tal modo que, para o aumento de uma unidade de sTNFR, tem-se queda de -8,44%
na razdo, mesmo apas o ajuste pelo CD4. Ao mesmo tempo, para o aumento de uma unidade

do HLADR+CD38+, tem-se uma queda de -0,69% na razdao, mesmo apos o ajuste pelo CD4.

Tabela 20. Modelo de Regressdo Linear Simples e multiplo para avaliar as associacdes das
variaveis de interesse com a razdo dos valores de cIMT (24m/entrada)x100%.
Raz3o 24m/Entrada - Média

Modelo simples Modelo ajustado (CD4)
1C95% 1C95%
Variavel Estimat.  p-valor LI LS Estimat. p-valor LI LS
STNFR (ng/ml) -9,07 0,01 -16,11 -2,02 -8,44 0,02 -15,63 -1,26
sCD14
-0,00300 0,22 -0,00900 0,00200 -0,00300 0,23 -0,00900 0,00200

(ng/ml)
HLADR*CD38*

-0,74 0,01 -1,32 -0,16 -0,69 0,03 -1,32 -0,05
(%)
QuantiFERON

-0,04 0,61 -0,18 0,11 -0,05 0,48 -0,19 0,09
(U1/ml)
IgG
CMV_razao
(<4) 5,92 0,15 -2,20 14,06 5,78 0,15 -2,28 13,85
QuantiFERON -1,96 0,71 -12,57 8,64 -2,68 0,61 -13,33 7,97
CV_HIV -4,14 0,27 -11,64 3,35 -3,26 0,39 -10,91 4,38
Lipdograma 2,72 0,51 -5,59 11,03 1,44 0,73 -7,11 10,01
HOMA IR 3,96 0,25 -2,92 10,87 4,59 0,18 -2,24 11,44
CD4
(cél/mm3) 0,008 0,19 -0,0039 0,019 * * * *

LI: limite inferior do intervalo; LS: limite superior do intervalo; IC: intervalo de confianca;
Estimat.: estimativa.
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Na Tabela 21, mostra-se que sCD14 e HLADR+CD38+ se associaram estatisticamente
com a diferenciacdo em grupos <P75 e >P75 da cIMT, de tal modo que os valores de cIMT
dentro da normalidade (<P75) se associaram a niveis de sCD14 mais altos (diferenca de 450,19
ng/ml) e a niveis de HLADR+CD38+ mais altos (diferenca de 4,26%), mesmo apds o ajuste pelo

CD4. A diferenca entre as médias de HLADR+CD38+ foi de 3,75 apds o ajuste pelo CD4.

Tabela 21. Modelo de Regressdo Linear Simples e multiplo para avaliar as associagdes das
varidveis de interesse com a classificacdo de cIMT em <P75 e >P75.

Modelo simples

Diferenga entre médias (<P75 -

Variavel >P75) p-valor  LIIC95% LS I1C95%
sTNFR (ng/ml) 0,11 0,49 -0,21 0,43
sCD14 (ng/ml) 450,19 0,02 60,37 840
HLADR'CD38" (%) 4,26 0,02 0,54 7,97

QuantiFERON-CMV
(Ul/ml) 4,12 0,68 -16,4 24,64

CD4 (cél./mm?) -77,65 0,46 -286,29 130,97

Modelo multiplo (CD4)

Diferenga entre médias (<P75 -

Variavel >P75) p-valor  LIIC95% LS IC95%
SsTNFR (ng/ml) 0,09 0,58 -0,23 0,42
sCD14 (ng/ml) 453,61 0,03 55,37 851,84
HLADR*CD38* (%) 3,75 0,03 0,22 7,28

QuantiFERON-CMV
(UI/ml) 5,05 0,62 -15,62 25,73

CD4 (cél/mm?) * * * *

LI: limite inferior do intervalo; LS: limite superior do intervalo; IC: intervalo de confianca
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A tabela 22 apresenta os resultados da andlise das associa¢des entre os grupos >P75 e

<P75 de cIMT e as varidveis categoricas. Nao foi encontrado associacdo entre as variaveis

estudadas e a cIMT neste modelo.

Tabela 22. Frequéncias de resultados encontrados para as varidveis categoéricas estudadas
por grupo e risco relativo para a andlise da associacdo com a cIMT.

ALTERAGAO DE cIMT

<P75 >P75 Total
QuantiFERON-CMV
REATIVO 10 (29.41) 24 (70.59) 34
NAO REATIVO 2 (40.00) 3 (60.00) 5
RR (IC95%) = 0,85 (0,40; 1,79)
RRaj (1C95%) = 0,87 (0,41; 1,87)
Quantificagdao da CV DO HIV
Sem escape viral * 5(41.67) 7 (58.33) 12
Com escape viral 7 (25.00) 21 (75.00) 28
RR (IC95%) = 1,29 (0,76, 2,17)
RRaj (IC 95%) = 1,26 (0,75; 2,13)
Dislipidemia
Sem alteragao 2(22.22) 7(77.78) 9
Com alteragao 10 (32.26) 21 (67.74) 31
RR (IC95%) = 0,87 (0,57; 1,33)
RRaj (IC 95%) = 0,90 (0,58; 1,42)
HOMA-IR
Sem alteragao 6(27.27) 16 (72.73) 22
Com alteragao 6 (33.33) 12 (66.67) 18
RR (IC95%) = 0,92 (0,61, 1,39)
RRaj (IC 95%) = 0,81 (0,49, 1,35)
Razdo IgG-CMV (maior/ menor)
<4 9 (29.03) 22 (70.97) 31
24 3(33.33) 6 (66.67) 9

RR (IC 95%) = 0,94 (0,56; 1,57)
RRaj (IC 95%) = 0,95 (0,57; 1,57)

RR: risco relativo; RRaj: risco relativo ajustado
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4. DISCUSSAO

Ao estudarmos criangas e adolescentes infectados pelo HIV e testarmos a hipdtese de
que a infeccdo recorrente pelo Citomegalovirus e/ou os indicios imunoldgicos que essa tivesse
ocorrido,  pudesse influenciar a ocorréncia de lesGes vasculares precedentes ao
desenvolvimento de aterosclerose, caracterizamos os seus fatores de risco cardiovascular,
pois, a presenca desses sabidamente poderia influenciar o desfecho por nds estudado: a
espessura das camadas média e intima de artérias cardtidas. De maneira geral, O grupo por
nds estudado se caracterizou por apresentar baixa prevaléncia de fatores de risco
cardiovascular, exceto pela presenca de alteracées de perfil lipidico que estava
permanentemente presente em 92,5% dos adolescentes, provavelmente como consequéncia
tanto da prépria infeccdo pelo HIV quanto dos efeitos colaterais das medica¢Ges
antirretrovirais, que aumentam a prevaléncia desta alteracdo nos individuos infectados pelo
virus HIV®7), Neste aspecto incluem-se os inibidores de protease que s3o a classe de drogas
gue mais tem se associado a dislipidemia e que a maioria dos participantes se encontravam
em uso, embora outros antirretrovirais, como os inibidores da transcriptase reversa analogos
nucleosideos, também ja tenham sido implicados nestas alteracdes!*?),

Além disso, embora nenhum participante tenha sido diagnosticado com diabetes, 45%
das criancas apresentaram, em avaliacdo Unica, indicios de ja apresentarem resisténcia
insulinica como sugerido pelos resultados obtidos no indice HOMA-IR. Apesar de ainda nao
serem estabelecidos critérios bem definidos para o diagndstico de resisténcia a insulina pelo
HOMA IR e a Hemoglobina glicosilada ndo ser recomendada como teste de triagem para
diabetes, ambos vem sendo utilizada para avaliacdo do metabolismo da glicose nesta
populacdo e sdo importantes porque a resisténcia insulinica é um fator de risco para o
desenvolvimento futuro de diabetes(122).

Com relacdo a infeccdo pelo HIV o grupo consistia, em sua maioria, de criancas e
adolescentes com bom controle da infeccdo. Durante o seguimento, essas ndo se
encontravam em estado de imunossupressao grave, exceto por uma crianga que manteve a
contagem e a porcentagem de células CD4 permanentemente abaixo dos limites minimos. A
maioria dos participantes possuia controle da viremia pelo HIV e manteve-se assim ao longo
do estudo. No entanto, pouco mais da metade apresentava a relagdo de células CD4+/CD8+

abaixo de 1, indicando ja& terem sofrido previamente comprometimento do equilibrio
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adequado do sistema imunoldégico, com expansao de células CD8+ em relagao a CD4+, prejuizo
na recupera¢do do numero destas e possivelmente um maior nimero de células efetoras/
naive em relagdo ao esperado para a idade?3). Isto indica que apesar de constituirem um
grupo com bom controle da doenca pelo HIV quando de sua participacdo no estudo, ja tinham
indicios de terem sofrido comprometimento imunoldgico devido a infecgdo por esse virus.

Aincidéncia de viremia do Citomegalovirus por nés detectada nessas criangas por meio
da técnica de RT-PCR para CMV foi menor do que a encontrada em outros estudos, como
descritos na introdugdo deste trabalho. Este achado pode ser explicado pelo fato de que os
citados estudos avaliaram maior nimero de individuos que, em sua maioria, se encontravam
em estado de imunossupressao no momento da avaliagdo. No presente estudo, entre os 47
individuos avaliados para identificacdo da recorréncia viral havia 3 individuos com persistente
imunossupressao grave e somente 1 apresentou viremia identificada, evoluindo com doenga
pelo CMV e 8bito. Além deste aspecto, um dos citados autores®!) avaliou criancgas africanas
entre 3 semanas e 2 anos de idade em aleitamento materno, periodo de alto risco de
exposicdo ao citomegalovirus em uma populacdo de alta prevaléncia dessa infec¢do, o que
diferencia as caracteristicas de exposicdo dos mesmos em relacdo ao grupo por nds estudado,
que apesar de viverem em populacdo de alta soroprevaléncia para o CMV, tinham maior idade
e provavelmente ja haviam adquirido a infeccdo primaria por CMV, apesar de ndo terem sido
amamentados. Os demais estudos envolveram individuos de mais idade, tendo ja sido
documentado que com o avanco da idade a chance de recorréncia viral pelo CMV é maior.

N3ao hd na literatura estudos prévios sobre a recorréncia viral pelo CMV em
adolescentes infectados pelo HIV em tratamento antirretroviral. A baixa incidéncia
identificada por nds pode ser também explicada pela possibilidade de recorréncia sérica por
curto periodo. Como obtivemos amostras com o intervalo de 3 meses, poderia ndo ter sido
vidvel a identificacdo da real frequéncia de reativa¢cbes, podendo esta ter ocorrido nos
intervalos das avaliagGes. Isso é corroborado pela observacdo que nos exames que
identificaram a recorréncia viral, com excecdo do participante que apresentou doenca pelo
CMV, a repeticdo em curto periodo apds o exame inicial resultou negativa, com o menor
intervalo de avaliacdo de 12 dias.

Como a replicacdo do CMV persiste por mais tempo em outros sitios, tais como a saliva
e a urina, a avaliacdo da excrecdo viral nestes locais poderia complementar a avaliacdo da

recorréncia de infeccdo. Entretanto, nao revelaria a recorréncia sistémica e sim local nesses
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tecidos. Dessa forma, utilizamos os titulos de anticorpos IgG contra o CMV e a imunidade
especifica contra este virus avaliada por meio do QuantiFEROn-CMV como marcadores
indiretos da recorréncia de viremia, ou, ao contrdrio, como protetores para a ocorréncia
desta, no entanto ndo é possivel inferir a respeito disto neste estudo. Os poucos individuos
que apresentaram recorréncia identificada pela detecgao do DNA viral, exceto o que evoluiu
para Obito, ndo apresentaram elevacdo de titulos de anticorpos ao longo do seguimento e
ambos apresentavam reatividade da imunidade celular especifica, com titulos de Interferon-
vy semelhantes a maioria dos demais participantes do estudo.

A avaliacdo da espessura da intima e média da artéria carétida (cIMT) foi o método
escolhido para avaliagdo do risco cardiovascular das criangas e adolescentes no estudo, pois
estd associada ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares na vida adulta*24#12%), Embora
0 aumento da espessura destas camadas da parede arterial possa ser decorrentes de
adaptacOes fisioldgicas a mudancas do fluxo sanguineo local e ndo representarem
diretamente alterac¢des iniciais da aterosclerose(!?®), essa varidvel vem sendo usada como
indicadora do risco aterosclerético, pois, em criangas, a avaliagcdo exclusiva da presenca da
placa aterosclerdtica ndo permite a identificagdo dos pacientes com dano cardiovascular
porque esta lesdao habitualmente se desenvolve em idades mais avangadas, embora o
rastreamento dos vasos para a identificacdo desta esteja incluida no procedimento de medida
da cIMT.

A avaliacdo da cIMT é uma medida ndo invasiva, de baixo risco, que possui
reprodutibilidade e ha possibilidade de andlise da sua variagao ao longo do tempo. Devido ao
seu amplo uso em estudos com criancas e adolescentes foram estabelecidos por diferentes
autores valores de referéncia para esta medida na faixa etdria adolescente, que possibilitam
a analise das variacGes de populacdes especificas, como as criancas e adolescentes HIV(+).
Para o calculo dos escores z a referéncia escolhida neste estudo foi a proposta por Doyon e
colaboradores®*, por ter sido obtida em um grupo populacional maior em relag3o aos demais
estudos de referéncia disponiveis®33>127) embora as medidas tenham sido obtidas
manualmente por esses autores, o que pode comprometer sua precisao.

Utilizamos os valores de referencia para sexo e estatura considerando possiveis
diferencas corporais presentes nas criangas com infeccdo pelo HIV, que podem estar
presentes com a utilizacdo das referéncias por idades. A analise pelas diferengas absolutas das

medidas e pela diferenga dos escores z obtidos em cada avaliagao possibilitou analisar as
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associacbes tanto em relacdo a evolucdo da medida como em relacdo aos valores
considerados como normais128129),

Os adolescentes por nds estudados apresentaram evolugdo nao linear da progressao
da espessura das camadas intima-média das artérias carotidas ao longo de periodo de
observacdo, havendo individuos que diminuiram estas medidas, aumentaram, ou mesmo
apresentaram progressdes opostas entre as avaliagdes do primeiro e do segundo ano,
refletindo a influéncia de uma conjuncdo de fatores que podem atuar sobre as adaptacdes
vasculares e suas mudancas estruturais. A média das medidas do grupo ndo demonstrou
mudanga significativa ao longo do seguimento mesmo controlando a analise com o
estadiamento puberal e a estatura, no caso dos valores absolutos.

Comparativamente a referéncia utilizada, os individuos se encontravam em sua
maioria com valor acima da média, sendo que a maioria atingiu valores acima do percentil 75
dessa distribuicdo ao longo do seguimento, nivel habitualmente recomendado para indicar
valores de cIMT maior que o esperado e que indicam um sinal de alerta®”). No entanto, se
considerarmos que a populacdo de referencia possui condi¢gdes socioambientaisé e bioldgicas
diferentes do grupo estudado e isto pode refletir na interpretacdo dos nossos resultados. Os
valores de referéncia definidos por Sass et al’?”) consistem de medidas mais elevadas que a
utilizada no presente estudo, o que poderia refletir em resultados diferentes dos
apresentados no calculo de escores z.

Para considerar os valores acima do percentil 75 como alterados, idealmente seria
importante que tivéssemos valores de referéncia com uma amostragem mais ampla, ou um
grupo controle que representasse as caracteristicas da populacdo ao qual a avaliagdo serd
aplicada, como foi proposto para a avaliagao das medidas em adultos. No entanto, para os
adolescentes ainda ha dificuldades em compreender como a evolugdo desta medida se
processa com as mudancas corporais e discute-se se ndo haveria outros pardmetros de
medidas que fossem mais adequados para a definicdo de alteragGes precoces associadas a
aterosclerose, tais como a avaliacdo da irregularidade arterial ao longo de um seguimento da
artéria carétida comum®®. A associacio da cIMT com a aterosclerose e com as doengas
cardiovasculares em adultos ja foi demonstrada, assim como a associacdo da presenca de
fatores de risco na infancia e adolescéncia com o seu aumento na idade adulta, no entanto o
seu uso como medida de alteragcGes precoces da aterosclerose em criancas e adolescentes

ainda é alvo de discussdes. A influéncia que as mudangas corporais que se processam com o
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desenvolvimento puberal talvez dificultem avaliar variagbes pequenas nestas medidas. No
presente estudo, metade dos participantes passaram pelas mudancas corporais da puberdade
ao longo do periodo de seguimento, o que pode ter refletido na anadlise da evolugao das
medidas ultrassonograficas. Além disso, o periodo de 2 anos de seguimento pode ter sido
insuficiente para avaliar a variagdao da espessura e utiliza-la na diferenciagao entre aqueles
que tiveram maior progressao daqueles que tiveram menor, como proposto no presente
trabalho.

Outro aspecto que é importante ressaltar é que estudos prévios demonstraram nao
haver diferencas significantes entre a cIMT de individuos com HIV e individuos sem a infecgao
em criancas e adolescentes!39 e também em adultos*3Y, Isto pode significar que o impacto
dainfeccdo e seus fatores particulares no desenvolvimento da aterosclerose ndo se expressam
em mudanca da espessura da camada intima e média das artérias carétidas e, portanto, esta
medida pode ndo ser o melhor parametro a ser utilizado para avaliagdo do desenvolvimento
da aterosclerose neste grupo. Isto explicaria também o fato do individuo que desenvolveu
uma lesdo de placa aterosclerdtica ndo ter apresentado aumento da cIMT durante o
seguimento nem mesmo espessamento indicativo de risco em relagdo aos valores de
referéncia (manteve valores abaixo do percentil 75). No entanto, os mecanismos
fisiopatoldgicos que resultam no espessamento nao sao definidos como necessariamente uma
etapa do processo de formacao da placa, podendo refletir adaptacdes fisioldgicas a alteragdes
hemodinamicas do vaso, como ja discutido anteriormente(126),

Com relacdo ao manejo clinico, a identificacdo de um individuo com placa
aterosclerdtica no exame ultrassonografico corrobora que as lesGes aterosclerdticas
avangadas possam se desenvolver ja na adolescéncia, sendo importante a abordagem mais
precoce possivel dos fatores de risco tanto na prevengdo primdria como no tratamento destes,
o que pode resultar em melhor qualidade de vida e sobrevida a longo prazo®??, podendo
impactar na formagdo da aterosclerose ainda num momento em que as alteragdes sejam
reversiveis.

Com relagdo aos resultados das medidas dos marcadores inflamatérios analisados, o
papel principal dos receptores da molécula de TNF consiste na regulacao da atividade do TNF-
a, inativando sua acdo em sitios especificos e também controlando os niveis séricos desta
citocina. Compreende-se que em situa¢Oes de grande producdo desta segue-se a liberacao

dos receptores expressos principalmente nas células T que sdo ativadas, podendo ser
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utilizados na quantificagdo da magnitude da resposta inflamatéria. Essa analise vem sendo
utilizada na caracterizacdo da ativacdo imunoldgica que ocorre durante a infec¢do pelo HIV(132)
e hd estudos demonstrando associacdo da quantificacdo deste receptor com alteragdes
cardiovasculares precoces(133:134),

A translocagdo bacteriana nos pacientes infectados pelo HIV, que permanece mesmo
com uso de antirretrovirais, é o principal fator de ativacdo dos mondcitos e macréfagos. A
avaliacdo da magnitude da ativacdo imune decorrente desta geralmente é avaliada pela
quantificacdo de CD14 soluvel sérico, marcador principal de ativacdo da linhagem
monocitdria. Os macréfagos sdo essenciais para a formacao da lesdo aterosclerética, havendo
interesse também em investigar a relacdo dos niveis de sCD14 com o desenvolvimento desta,
ja havendo evidéncias de possivel associagdo(®13),

No presente estudo as criangas e adolescentes apresentaram em geral niveis séricos
de sTNFRI dentro dos limites considerados normais, refletindo um estado de equilibrio na
producdo e controle desta citocina. J& com relagdo a dosagem de sCD14 a maioria das
avaliacBes revelaram altos niveis desta molécula. Outros trabalhos ja demonstraram que as
criancgas e adolescentes infectados pelo virus HIV mantém niveis elevados deste marcador em
relacdo a individuos ndo infectados, mesmo com o bom controle da infeccdo. Isto pode sugerir
gue neste grupo de criancas e adolescentes a translocacdo bacteriana e a disbiose intestinal
possuem maior impacto na estimulac¢do inflamatdria cronica do que a agdo do TNF (14,

Estudo prévio ja havia demonstrado ndo existir diferencas entre os niveis de sTNFR
entre criancas e adolescentes infectados pelo virus HIV com bom controle da infeccdo em
relacdo a criancas e adolescentes ndo infectados, ndo havendo também evidéncias de
associacdo deste pardmetro com a medida da cIMT®“9),

O AQuantiferon-CMV®R mostrou-se equivalente ao ELISPOT para CMV, técnica
habitualmente utilizada na avaliagdo da imunidade celular a este virus*3®). Como nas criangas
por nés estudadas prevaleceu a presenca de resultado reativo no exame, com a maioria
apresentando niveis abaixo de 10Ul/ml de producdo de Interferon alfa, a amostra apresentou
pouca variabilidade com relagdo a este teste, o que pode ter interferido na identificacdo desta
medida como fator de risco, embora existam trabalhos que ndo identificaram associacdo do
CMV com alterag¢des de cIMT*37),

Na analise dos possiveis fatores que influenciaram o aumento da medida da cIMT ndo

foram identificadas associagdes entre indicadores de resposta imunolégica ao CMV, seja da
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QUANTIFERON ou dos niveis de anticorpos IgG anti-CMV e varia¢des da cIMT. Dessa maneira,
a nossa principal hipétese, de que a ativacdo imunoldgica especifica ao CMV, como marcador
de recorréncia dessa infecgao seria associada a incremento da espessura da intima e média
arterial ao longo de dois anos ndo pode ser aceita. Adicionalmente, apesar de terem sido
identificadas associagdes estatisticas entre indicadores de ativagao imunoldgica inespecifica
(STNRFI, sCD14 e/ou HLADR+CD38+) essas associacbes podem ndo se apresentar como
clinicamente relevantes no presente trabalho.

Avaliando a associacdo encontrada com sTNFR é importante ressaltar que o grupo
estudado apresentava niveis deste marcador dentro da faixa considerada normal, portanto as
variacGes encontradas podem ser decorrentes da influéncia de outros aspectos nao
considerados nesta analise, como as mudancas funcionais das células T com a progressao para
o “envelhecimento” do sistema imunoldgico.

Com relacdo ao sCD14 que houve diferenca entre as médias dos grupos classificados
com cIMT <P75 e >P75, a diferenga encontrada é pequena (450,19) em relagao aos niveis
apresentados desta variavel. E para o HLADR+CD38+ as estimativas de alteracdo de cIMT sdo
muito baixas tanto em valores absolutos (0,0030mm), como em escore z (0,07) e porcentagem
(0,74%). Além disso a diferenga encontrada nas médias dos grupos de cIMt também foi baixa
(4,26). Estes achados com relacdo aos marcadores de ativacdo imunolégica ndo corroboraram
a nossa hipétese e ainda vai contra a mesma.

Nosso estudo foi limitado pelo relativo pequeno tamanho amostral e pela falta de
valores de referéncia populacional para medidas de cIMT. Idealmente, deveriamos comparar
os achados em criancgas HIV(+)/CMV(+) a grupos controle HIV(-)/CMV(+) e HIV(+)/CMV(-) para
diferenciar os impactos da coinfec¢do. No entanto, a maioria de criangas em nosso meio é
infectada pelo CMV precocemente, dificultando a segunda abordagem. Também, o grupo
estudado era predominantemente homogéneo quanto a varidveis relativas aos fatores de
risco cardiovascular, a infeccdo pelo HIV e pelo CMV, o que pode ter limitado o poder de
discriminacdo do estudo. Ainda, o periodo de dois anos pode ndo ter sido suficiente para
identificar alterag@es significativas na espessura das camadas intima e média arteriais.

Independentemente dessas limita¢cdes, ha na literatura somente um estudo que
avaliou criangas infectadas pelo HIV numa abordagem longitudinal das altera¢des vasculares.
Nosso estudo, portanto, possui relevancia neste sentido, com a abordagem ao longo de dois

anos de adolescentes em uso de antirretroviral e estaveis sob o ponto de vista da infecgao
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pelo HIV, podendo se tornar referéncia para planejamento de estudos mais amplos e com

maior periodo de observacao.
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5. CONCLUSOES

1-

3-

4-

A presenca ou a magnitude da resposta imune a infeccdo pelo Citomegalovirus,
aferidas pela quantificacdo da producdo de interferon y apds estimulo de células
CD8+ com antigenos do CMV e pelos niveis de 1gG anti-CMV ao longo do tempo, ndo
se associou ao aumento da espessura da intima e média da artéria carétida (cIMT)
em adolescentes infectados pelo HIV, ao longo de dois anos.

A magnitude da ativagdo da resposta monocitaria, aferida pela quantificagdao de CD14
soluvel e de células T, aferida pela quantificacdo de receptor de TNF | soltivel (STNFR-
I) e pela expressdao de HLADR+CD38+ao longo do tempo, ndao se associou ao aumento
da espessura da intima e média da artéria cardtida (cIMT) em adolescentes
infectados pelo HIV, ao longo de dois anos.

A espessura da intima/média das artérias carétidas da maioria (70%) de adolescentes
com coinfeccdo HIV e CMV situava-se acima do Percentil 75 da distribuicdo de
referencia, sendo que durante o periodo de 2 anos ndo ocorreu incremento
significativo da espessura da intima/média dessas artérias.

A incidéncia de recorréncia da infeccdo pelo CMV em criancas e adolescentes

infectados pelo HIV e em uso de antirretrovirais foi de 0,97/ 100 individuos-més.
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ANEXOS
ANEXO 1. Termo de Consentimento Livre e esclarecido para pais e responsaveis.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PAIS E
RESPONSAVEIS

Titulo da Pesquisa: Efeitos arteriais da ativacao intermitente da infec¢ao pelo Citomegalovirus
(CMV) em criangas e adolescentes com infecgdo vertical pelo Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV)

Pesquisadora Principal: Dra Fernanda Tomé Sturzbecher, Departamento de Puericultura e
Pediatria da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo

INTRODUCAO

Seu/Sua filho/a esta sendo convidado a participar desta pesquisa porque esta
infectado pelo virus HIV. Este é o Termo de Consentimento que lhe fornece informagdes sobre
este estudo. A médica responsavel por este estudo conversard com vocé sobre estas
informagdes. Vocé pode fazer perguntas a qualquer momento. Caso concorde que seu/sua
filho/a participe neste estudo, pediremos que assine este termo, do qual vocé ficarda com uma
copia.

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

A infeccdo pelo HIV atualmente pode ser adequadamente controlada com o uso das
medica¢bes antirretrovirais. Em vista disto, as criangas e adolescentes com a infecgao nao
estdo apresentando complicagdes ou infecgdes graves como ocorria antigamente. No
entanto, estdo iniciando a vida adulta com longo tempo de exposicdo a infec¢do pelo HIV e as
medicagdes antirretrovirais.

Sabemos que a infec¢do pelo virus HIV causa estimulacdo de inflamagdo no organismo
e que tanto o virus como os remédios contra o virus podem causar algumas alteragcGes de
alguns elementos do corpo como o colesterol e o agucar. Por isso, pessoas com infeccdo pelo
HIV tém mais risco de desenvolver aterosclerose (estreitamento dos vasos sanguineos) do que
as pessoas que ndo possuem a infecgdo. Essas alteragdes podem ocasionar Infarto ou Acidente
Vascular Cerebral (AVC) futuramente.

A infeccdo por outro virus, o Citomegalovirus (CMV), também contribui para o
desenvolvimento de aterosclerose. Este virus causa infecgao na maioria das pessoas durante
a infancia e geralmente n3o se percebe. Apds a primeira infec¢do, este virus fica presente em
algumas células do organismo de forma permanente sem causar sintomas na pessoa. Ele pode
voltar a circular no sangue quando acontece algum estimulo do organismo ou quando a defesa
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fica mais baixa, como em pacientes que fazem quimioterapia, transplantes e pacientes com
infecgao pelo HIV. Nestes casos o Citomegalovirus pode causar pneumonia, infec¢ao das
células que produzem o sangue, infeccdo ocular, inflamacao do figado, do cérebro ou atingir
outros orgdos do corpo.

Quando a defesa de pessoas com infeccdo pelo HIV estd muito baixa, podem ocorrer
estas complicacdes pela infeccdo com o Citomegalovirus, mas mesmo quando a defesa esta
boa o CMV pode voltar a circular no sangue com maior frequéncia que nas pessoas sem
infeccdo pelo HIV, mesmo sem causar algum sinal e sintoma aparentes.

Como o Citomegalovirus também pode contribuir para que ocorra o desenvolvimento
de aterosclerose, o principal objetivo deste projeto de pesquisa é avaliar se este virus pode
ser um fator importante no aumento do risco de desenvolver a aterosclerose em criangas e
adolescentes com infecgao pelo HIV.

O QUE MEU FILHO TEM QUE FAZER SE PARTICIPAR NESTE ESTUDO?

Se vocé concordar que seu filho participe neste estudo, ele sera acompanhado ao
longo de 2 anos. Neste periodo ele fara as seguintes avaliacdes:

- Avaliacao Clinica: Os dados sobre a evolucdo do tratamento do seu filho, dados da sua
histéria de tratamento, consultas médicas e as alterag¢des clinicas que ele apresentou
serao obtidos nos registros no hospital no inicio da sua participagao no estudo e
revisados durante o periodo de seguimento. A cada 6 meses, o investigador do estudo
avaliara seu filho em consulta médica, fard exame fisico, medida de pressdo arterial,
medida da circunferéncia abdominal e medida de peso e estatura. Esta consulta sera
programada para o mesmo dia da coleta de exames laboratoriais e durara
aproximadamente 1 hora.

— Exames Laboratoriais:

Avaliacdo a cada 3 meses: Além da medida da Carga Viral do HIV e de células CD4 que
seu filho habitualmente ja realiza na rotina de seguimento clinico no hospital, sera feita

a coleta de sangue (1ml — 1 colher de chd) para um exame chamado “Antigenemia para
o CMV” . Este exame permitird saber se esse virus esta circulando no sangue de seu filho.
Esse exame sera feito quando todas as coletas terminarem. Os resultados somente
serdo comunicados a vocé se for importante para o cuidado da saude de seu filho.

Avaliacdo a cada 6 meses: A cada 6 meses, quando o seu filho vier para colher o sangue
gue ele normalmente colhe para saber sobre os efeitos da infeccdo pelo HIV, serdo
colhidos os exames necessarios para a pesquisa, no mesmo dia da consulta médica.
Esses exames serdo colhidos pelo pessoal da pesquisa. Serdo os seguintes esses exames:
- Exames Bioquimicos — 2ml ( 1 colher de chd) —colesterol e triglicérides ( gorduras no
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sangue); Glicemia ( agucar no sangue); Insulina basal (horménio do agucar); Exames
para avaliar inflamagdo: 2ml ( 1 colher de chd) para medir células T CD8 ativadas e
Receptor de TNF do tipo | e de molécula CD14 soluvel e - Exames para avaliar
inflamagdo especifica do CMV: 2ml ( 1 colher de chd) este exame permitira que o
pesquisador avalie a ativagdo da imunidade que o Citomegalovirus esta promovendo no
organismo de seu filho (nUmero de células T CD8 especificas para o CMV ativadas e de
anticorpos especificos para o CMV)

Avaliagdo anual: O exame de Ultrassonografia para medida da espessura da parede da
artéria cardtida (o vaso pulsante que se sente quando se coloca a mdo sobre os lados do
pescoco) sera realizado quando seu filho iniciar a participacdo no estudo, 1 ano apés a
primeira avaliagao e apds 2 anos, ao final do seguimento. Durante esse ultrassom, seu
filho terd que permanecer deitado por 10 minutos em repouso antes do exame, sera
aplicado gel na regido do pescoc¢o onde sera feito exame e aplicada a pega do aparelho
de ultrassom para ver as imagens. O tempo total para realizagdo do exame sera de 20
minutos.

OUTRAS INFORMAGOES

O pesquisador principal do estudo e o médico ultrassonografista que realizard os
exames ndo irdo saber sobre os resultados dos exames laboratoriais do seu filho durante o
periodo que ele estiver em acompanhamento no estudo, para que isto ndo influencie a sua
avaliacdo durante este periodo.

Se a medida da presenca do CMV no sangue de seu filho mostrar nivel alto do virus,
pode ser que os médicos pecam outros exames para pesquisar alteracoes e para decidir se o
seu filho precisa ser tratado. Nesta situacdao o pesquisador sera informado, vocé e seu filho
serdo comunicados e todas as medidas necessdrias serdo providenciadas. Da mesma forma,
se a avaliacdo ultrassonografica evidenciar outras alteracdes que indiquem necessidade de
intervengao especifica vocé e seu filho serdao informados .

POR QUE O MEDICO TIRARIA MEU FILHO DO ESTUDO ANTES DO FINAL?

Seu filho podera ser retirado do estudo se: - O estudo for cancelado ou interrompido
pelos 6rgaos reguladores; - Seu filho ndo conseguir comparecer as visitas do estudo ou nao
conseguir realizar os procedimentos do estudo; - Se for identificado algum risco para o seu
filho relacionado a participacdo no estudo; - Seu filho necessitar de tratamento para a infeccao
pelo CMV.

QUAIS SAO 0S RISCOS DO ESTUDO?

Nao se espera que ocorram problemas pela participa¢ao de seu filho no estudo. Podem
ocorrer riscos ou desconforto quando da realizagdo dos exames: Coleta de Sangue: seu filho

poderd desmaiar, sentir tontura ou algum desconforto no momento da extracdo do sangue.



119

Poderd ocorrer sangramento ou hematoma no local da inser¢ao da agulha. Podera se formar
um codagulo no local de inser¢ao da agulha ou inchago na pele ao redor. Além disso, ha um
pequeno risco de infeccdo no local onde foi extraido o sangue. A pessoa que colhera o sangue
é experiente e tomara todo o cuidado para evitar que isso aconteca. Ultrassonografia: este

exame ndo causa dor, mas o seu filho pode sentir incobmodo pela aplicagdo do gel um pouco
frio na parte do lado do pescogo, ou se incomodar com a leve pressao da pega do aparelho
durante o exame.

HA ALGUM BENEFICIO EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO?

E possivel que a participacdo neste estudo ndo traga nenhum beneficio direto a seu
filho, mas as informagdes obtidas poderdo acrescentar conhecimento a respeito dos fatores
que contribuem para aumentar o risco de aterosclerose nos pacientes com infecgdo pelo HIV
e assim serem futuramente avaliadas as medidas possiveis para diminuir este risco em outras
pessoas.

E QUANTO A CONFIDENCIALIDADE?

Manteremos as informacdes pessoais do seu filho sob sigilo, usando um cddigo de
identificacdo que ndo conterd o nome. As publicacdes deste estudo ndo usardo o nome de seu
filho, nem o identificardo pessoalmente.

Os registros de seu filho podem ser revisados pelo Ministério da Saude, pelo Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto-USP (HCFMRP-USP) e pela equipe do estudo, respeitadas as regulamenta¢des do Cddigo
de Etica do Conselho Federal de Medicina, as resolu¢des do mesmo 6rgdo sobre auditorias
médicas e a legislacdo brasileira que visam proteger o sujeito da pesquisa.

QUAIS SAO OS MEUS CUSTO? RECEBEREI ALGUM PAGAMENTO?

Sua participagao neste estudo nado resultara em custos adicionais para vocé. Nem vocé
nem seu filho receberdao nenhum tipo de pagamento por participar neste estudo. Vocé
recebera vale-transporte e vale-refeicdo em quantidade suficiente para permitir que vocé nao
gaste nada comparecendo as consultas.

O QUE ACONTECE SE MEU FILHO SOFRER ALGUMA LESAO?

Se vocé/seu(sua) filho(a) sofrer algum dano decorrente deste estudo, vocé/seu(sua)
filho(a) recebera imediatamente a assisténcia adequada. Vocé devera se comunicar com a
equipe do estudo para ser orientada como buscar tratamento. Vocé ndo esta renunciando a
nenhum de seus direitos legais ao assinar este termo de consentimento.

QUAIS SAO OS DIREITOS DO MEU FILHO COMO PARTICIPANTE DA PESQUISA?

Participar neste estudo é completamente voluntdrio. Vocé podera decidir que seu filho
ndo participe neste estudo ou que ele se afaste do estudo a qualquer momento. Sua decisao
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nao terd nenhuma penalidade ou perda de beneficios aos quais ele teria direito e ndo afetara
seu tratamento no HCFMRP-USP.

RECEBEREI NOVAS INFORMAGOES?

Vocé recebera novas informacdes referentes a este estudo que possam afetar a saude
e bem estar de seu filho.

Em caso de duvidas ou dificuldades entre em contato com:

Dra Fernanda Tomé Sturzbecher, tel: (16)36022925; (16)36022625

Em caso de duvidas sobre os seus direitos ou de seu filho como participante de pesquisa entre
em contato com:

Dra Marcia Villanova, Coordenadora do CEP do HCFMRP-USP: (16)36022228

Nome do Participante

Nome do Responsavel Legal Assinatura do Responsavel Legal Data

Nome do Pesquisador Assinatura do Pesquisador Data

Nome da testemunha (se necessario) Assinatura da Testemunha Data
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ANEXO 2. Termo de Assentimento para participantes.

TERMO DE ASSENTIMENTO

Titulo da Pesquisa: Efeitos arteriais da ativacdo intermitente da infec¢do pelo Citomegalovirus
(CMV) em criangas e adolescentes com infec¢do pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)

Pesquisadora Principal: Dra Fernanda Tomé Sturzbecher, Departamento de Puericultura e
Pediatria da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto da Universidade de Sdo Paulo

Queremos convida-lo para participar de um projeto de pesquisa que estamos
realizando. Um projeto de pesquisa € uma maneira de obtermos informacdes sobre algum
assunto. Gostariamos de desenvolver mais conhecimentos sobre os fatores que fazem com
que as criancas e adolescentes com infec¢ao pelo HIV tenham mais risco de ter aterosclerose
quando adultos do que as criangas e adolescentes sem infeccdo pelo HIV. A aterosclerose é a
inflamagdo que ocorre nos vasos sanguineos ao longo dos anos e que pode levar ao
estreitamento deles, impedindo a circulagao do sangue.

Mais especificamente, nosso principal objetivo é saber se o Citomegalovirus, outro
virus que infecta a maioria das pessoas quando criancas ou jovens, pode favorecer este
aumento do risco de desenvolver aterosclerose.

Se concordar em participar do estudo vocé tera que fazer alguns exames adicionais
além dos que vocé realiza no seu acompanhamento no hospital. Alguns exames de sangue sdo
realizados a cada 3 meses e outros a cada 6 meses e serdo coletados no mesmo dia que vocé
ja colhe os exames de rotina do hospital. E no momento que entrar no estudo, 1 anos apds e
depois 2 anos apods realizara um ultrassom da regido do pescogo para avaliar a artéria carétida,
um vaso sanguineo pulsatil na regido do pescoc¢o que pode apresentar alteracdes que ajudam
a identificar o risco de aterosclerose. Neste exame vocé tera que ficar 10 minutos deitado
antes de comecar e serd aplicado um gel na regido do seu pesco¢o onde serd passado o
aparelho que fara as imagens da sua artéria. Este exame durara aproximadamente 20
minutos.

Além dos exames, a cada 6 meses vocé passard por uma consulta médica na qual serd
verificado o seu peso, altura, medido o tamanho da circunferéncia da sua cintura e medida a
sua pressao arterial.

Riscos do Estudo:

A coleta de sangue pode causar dor e algumas complicagdes como inchago no local,
hematoma, hemorragia e, as vezes, infeccdo do local. Além disso, a coleta pode causar
desconforto e mal estar. A pessoa que colhera seu exame é experiente e vai tomar os cuidados
para evitar que isto aconteca.

Vocé pode se incomodar também com o ultrassom, pois o gel € um pouco frio e o
aparelho que sera passado no seu pescoco precisa ser colocado com uma leve pressao. Este
exame nao vai causar dor.

Beneficios:
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Os exames que serdo realizados na pesquisa poderao trazer mais informacgdes sobre a
sua saude. No entanto, ndo sabemos com certeza se o estudo podera ajuda-lo diretamente.
Com o estudo poderemos entender um pouco mais sobre o desenvolvimento da aterosclerose
em pacientes com infec¢ao pelo HIV e assim avaliar medidas que podem ajudar outras
criancas e adolescentes no futuro.

Vocé ndo é obrigado a participar no estudo. A decisdo é sua. Vocé pode concordar
agora e mudar de ideia depois, basta nos avisar. Ninguém ficara chateado ou bravo se vocé
mudar de ideia e vocé continuara a receber o mesmo atendimento médico que recebia antes.
Se vocé quiser, procure Dra. Fernanda Tomé Sturzbecher no telefone 36022925.

Antes de vocé concordar em participar do estudo, nds responderemos todas as
perguntas que vocé queira fazer. Se vocé desejar participar do estudo, assine abaixo. Vocé
recebera uma copia deste documento para guardar com vocé.

Nome do Participante

/_J

Assinatura do Participante Data
Nome do Pesquisador

/_J
Assinatura do Pesquisador Data
Nome do Responsavel Legal

/_J
Assinatura do Responsdvel Data
Nome da Testemunha (se necessario)

/_J

Assinatura da Testemunha Data
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ANEXO 3. Detalhamento de dados do seguimento clinico dos participantes da pesquisa.

Tabela 23. Detalhamento das alteracbes de perfil lipidico identificadas durante o seguimento no

estudo

Acima de Abaixo de
Colesterol Total Total
170mg/dI 170mg/dI
Entrada 13 (33.33) 26 (66.67) 39
0 - 12 meses 15 (37.50) 25 (62.50) 40
12 - 24 meses 13 (32.50) 27 (67.50) 40
Acima de Abaixo de
Triglicérides Total
100mg/dl 100mg/dI
Entrada 18 (53.85) 21 (46.15) 39
0 - 12 meses 18 (45.00) 22 (55.00) 40
12 - 24 meses 18 (45.00) 22 (55.00) 40
Acima de Abaixo de
LDL - colesterol Total
110mg/dl 110mg/dl
Entrada 9 (25.00) 27 (75.00) 36
0 - 12 meses 13 (32.50) 27 (67.50) 40
12 - 24 meses 6 (15.00) 34 (85.00) 40
Abaixo de Acima de
HDL - colesterol Total
45mg/dl 45mg/dl
Entrada 20 (54.05) 17 (45.95) 37
0 - 12 meses 29 (72.50) 11 (27.50) 40

12 - 24 meses 25(62.50) 15 (37.50) 40
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Tabela 24. Caracteristicas clinicas do individuo que apresentou placa aterosclerética na avaliagao

ultrassonografica no exame de 24 meses.

CARACTERISTICA INDIVIDUO

Forma de aquisi¢do da infec¢do pelo virus HIV: Vertical

Idade na entrada: 15 anos
Masculino

Sexo:

Classificagdo OMS na visita inicial (Clinica/ Assintomatico/ None

Imunoldgica):

Classificagdo CDC: C3

Doenga pelo CMV prévia: Ndo

Terapia Antiretroviral em uso: Zidovudina + Lamivudina + Lopinavir/ Ritonavir

Média da contagem de células CD4 (min. — 917 (591 — 1190)

max.):

Log da Quantificacdo da Carga Viral do HIV <40 em todo o periodo

Positiva
Historia familiar de risco cardiovascular

Colesterol total: 237,17 (212,83 — 266,00)
Evolucao do perfil lipidico (mg/dl)
Triglicerides: 196,76 (141,00 — 263,00)
Media (min — max) LDL — colesterol: 152,80 (128,00 — 165,00)

HDL — colesterol: 45,09 (38,67 — 53,00)

Hemoglobina glicosilada (%)/ HOMA-IR 4,90/0,79
HLADR+CD38+ (%): 11,40 (3,10-17,70)

Marcadores inflamatoérios
SsTNFRI: (ng/ml) 1,19 (0,69 — 2,42)

Media (min — max) sCD14 (ng/ml): 2.955,43 (2.330,47 — 3.430,12)

Quantiferon CMV: Reativo

Média de interferon Quantiferon CMV (Ul/ml): 1,25
D:0,41-0,34-0,32

cIMT (mm)
E:0,46-0,32-0,37

*Os niveis de glicemia e as aferi¢cdes de pressao arterial estavam dentro da normalidade em todas as

avaliacBes deste participante.
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Tabela 25. Niveis séricos de anticorpos IgG para CMV (Ul/ml) para cada um dos participantes
em cada uma das visitas do estudo.

Identificacdo

Entrada
79,50
93,20
44,50
106,00
45,20
111,00
69,80
141,00
112,00
60,20
106,00
147,00
166,00
35,90
74,30
59,30
172,00
67,10
511,00
921,00
629,00
122,00
830,00
152,00
150,00
85,80
134,00
14,09
76,40
90,40
157,00
108,00
88,10
107,00
115,00
638,00
173,00
82,60
153,00
85,50

6 meses
78,40
122,00
56,60
126,00
70,90
143,00
103,00
545,00
141,00
81,20
73,20
156,00
177,00
32,90
82,00
65,00
823,00
81,00
172,00
914,00
562,00
112,00
961,00
109,00
107,00
83,40
142,00
14,00
90,80
98,30
150,00
99,30
89,60
97,70
117,00
578,00
169,00
80,60
157,00
79,10

12 meses
111,00
119,00
53,10
118,00
73,60
148,00
106,00
165,00
139,00
80,60
118,00
123,00
157,00
43,40
109,00
74,70
830,00
84,90
680,00
951,00
169,00
178,00
1420,00
151,00
1020,00

14,00
56,80
73,00
111,00
78,00
61,30
85,20
102,15
151,00
118,00
57,90
129,00
69,70

18 meses

111,00
49,60
125,00
56,20
98,00
80,00
126,00
92,50
68,90
82,00

123,00
40,00

65,40
146,00
78,00
145,00
144,00
155,00
118,00
180,00
128,00
148,00
68,10
114,00
15,00
87,40
95,00
124,00
96,30
73,60
84,60
109,00
157,00
133,00
81,20
139,00
67,30

24 meses
74,20
107,00
53,00
151,00
54,80
140,00
76,20
126,00
101,00
72,40
84,80
142,00
135,00
39,10
88,10
76,80
156,00
82,60
154,00
173,00
151,00
108,00
162,00
138,00
150,00
72,30
119,00
24,60
73,60
92,50
118,00
98,80
66,10
12,50
112,00
122,00
113,00
89,50
180,00
84,50
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ANEXO 4. Instrumentos de coleta de dados utilizando REDCap

Confidential
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w
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Antigenemia para CMY Yes
No
Data da antigenemia
Reoutado Artigenemia
Antigenemia positivo
nNegativo
ndo s aplica
Newtrdfilos abscluto
x1660)

CSAWILE M2Tam e Do tedias oy *Em



136

Confidential

£latos arteras di Svagdo lerrstesty 2o nlacgdo pa'o TNV o crangas ¢ adoiescastes com nlecgdo pa'o MY

Visitas de follow up

Page 330l 29

Visits realizada?

Yes

No
(Se ndo, preencher form ntermupCao Precoce)

Data da Vista

Sexo

femnre
Masculino

Estadamento Puberal (M)

M1

Estadiemento Puberal (G)

Estadiamento Puberal (P)

{kg}

Estatura

{cm)

Percentil de Estatura NCHS

§95
plC
025

Oos0
p?5
p30
pas

(kgim2)

Class#cagho MC

CAAWILE M2 Tam

plle < ou = pés
>p@S sté p99
>ou = p39

N30 obtido

e semtesazes  REDCap
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Fage 1d of 29

Pressbo Arterial S=télica
{mmka)
Pressio Arterial Dastolica
{mmik3)
Pressbo Arterial {percenti’) O <p%0
O > ou =p90 até p3s
> ou =p9%
PS 85 - acmma de 18 anos
nbo obtido
Circunferdncia Abdominal
{cm)
Circurferéncs Abdominal (percentil) < pS0
> ou =p30

> ou = 102cm em homers >18 3
> ou = BBom em mulheres > 18a
< limite em > 183

nso obtido

Celesterci Total

{mgd)

Class®<agdo Colesterol Total

«< 150

»ou= 150 até 170
=ou=170

ndo odtido

Triglicérides

Classificagdo Triglcéroes

< 150 - acima ce 18 anos
> ou = 150 - acima de 18 ancs
O nbo otntide

HOL Colesterol

(midi)

Class#icagdo HOL Colesterol

CLABICIE 32 Tam

<45
>oyu =4&%

© < 40; masculre - acima ce 18 anos
> oy = &0; masculing - acma de 18 anos

< 5¢; feminino - acma de 18 ancs

> ou = 50; femnino - aCima de 18 anos

N30 00UE0

wwa proetrodcas oy

REDCap
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Page 15l 29
LOL Colestero!
{mgid)
Class®cagdo LDL Colesterc < 100
>ou= 100 até 130
>ou=130
nd0 obtido
Glcemia de jeum
imgidi)
Classificagdo gicemia < 100
>ou=100e < 126
>0u =126

< 110 - acima e 18 anos
© > ou = 110 - acima de 18 ancs

© nbo obtido
Gicemia (estadiamento) < ou = p30
>p40
nao obtido
NA
Insulinemnia OYes
ONo
Insulinag basal
{(00 s& n3o realzada))
Insuling (estadiamento) < ou = p30
» p%0
O nbo se aplica
HONA IR Yes
No
Valor HOMA IR
Classdicagho MOMA IR O<25
25830
>ou=a30
ndo se aplica
nao obtido
Hemogioding gicada 8 Yes
No
Valor Hb glicads

CLABINIE 2 iTam

(%)

awe prrantredoas oy *Em



139

Confidential
FPage 26 of 29
Class#icagho Mb glicada O<51%
O57-64%
»ou=65%
nbo se aplica
nbo obtide
Clearance de Creatining Yes
NO
Classificagdo Clearance de Creatining O>cu=9
60 - %0
< 60
nbo se aplica
nao obtido
{miimeV1.73m2)
CMV IgM
MV IgG
Técnica Sorologia para CNV VIRAS
Imunoenzimatico
Outro
Quantiferon CHY
{Nil, CMV Antigen e MZogen)
Interpretacdo Quantiferon CMV Reatwo
N30 reatwo
Indeterminado
sTNIR
sCD14
TCD8+MLADR+CD38+

CHANICLE M2 Tam

wapesinsazes  REDCAp
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Page 11 of 29
Avaliacao cIMT
Avalagho US 8Yes
No

Data da Avaliagdo
Artéria Cardtida Comum Direta 1

{mm)
Artéria Cardtida Comum Direla 2

{mm)
Artéria Cardtida Comum Direa 3

{mm)
Artéria Carttida Comum Direla - méca

{mm)
Bulbo Direto 1

{mm)
Buibo Direto 2

{mm)
Bulbo Direto 3

{mm)
Bulbo gireRo - méda

{mm)
Artéria Cardtida Comum Esquercs 1

{mm)
Artéria Carttida Comum Esquernds 2

{mm)
Artéria Cardtida Comum Esquercs 3

{mm)
Artéria Cardtida comum E - média

{mm]

COWXIE X2 Tam

awe prosirediar org

REDCap
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Page 120 29

Bulbo Esquerco 1

{mm)
Bulbo Esquerdo 2

{mm)
Bulbo Esquerce 1

{mm)
Bulbo E - média

{mm]

SLQWXLE MlTam

wwa proaciredoar org

REDCap
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Mudanca ARV

Page 32 of 29

Mucarga de ARV?

_Dr.a da mudania

Yes
L

Tempo da mucanga antes da visita

Antiretrovirais 4o novo esquema

) maN
(1 TRNN
0w

[] Enfuvirtida
[ Raltegravic
DO Maravroc

RN

0 Zidovudina
[) Lamavuding
() Estavuding
[ ) Didanosing
Abacavr
Tenotovir

ITRNN

) Nevirapna
Efavrenz
Etravreina

CHANINIE M2 Tam

) Lopinavie/ Ritonavir
Atazanave
Ritonawir

O Ritonenir (beester)
Darunavir

fosamprenave
O indnzir

AR prEatredias oy

REDCap
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Classificagao CDC/ OMS Pge 10 19

Mudanca da classificaco Yes

Classficac3do COC gl §M

Class#icagio OMS final Assintomético
Estégio Clinco 1
Estadgio Clinico 2
Estéyo Clinco 3
Estadgo Clinco 4
NA

SSQW2018 3:27am wwe prmtredas oy *Em
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Page 19 of 19
Interrupgao precoce
Internupgio Precoce Yes
NO
Mot 03 Intermupcdo Retrada do TCLE
Condicdo Clinica que impede 3 CONtinuacao no
estudo
O Perda co contato com o sujeito
O Impossbiidade do sujeito de realizar as
avaliagdes do estudo
Interrupsio do estudo pelo pesgusador
Doenga pelo CMY
Qutro motvo






