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1. RESUMO

Iniciativas como a “WHO/UNAIDS ‘3 by 5 permitiram que se atingisse, no
ano de 2007, a marca de 3 milhdes de pessoas com acesso a terapia anti-
retroviral (TARV) em paises de baixa e média renda. O aumento da cobertura
nestes paises demanda custos importantes com anti-retrovirais, porém também
levanta outro problema, que é o monitoramento da terapia em localidades de
poucos recursos. Ha consenso no fato de que devem ser pesquisados marcadores
de eficacia da TARV mais acessiveis. Considerando o comportamento da -2
microglobulina sérica e das citocinas séricas TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10 com
relacao a atividade inflamatéria induzida pela replicagédo do HIV-1, o objetivo deste
estudo foi o de verificar o comportamento destas substancias como indicadores da
presenca, ou nao, de falha terapéutica a HAART. Entre agosto de 2004 e
novembro de 2005, 89 individuos infectados pelo HIV-1, atendidos pela Area de
Doencas Tropicais da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP, e 20
individuos normais, doadores de sangue do Hemocentro de Botucatu [43 mulheres
e 66 homens; idade média = 39,7 anos (22 - 66 anos)] foram divididos em 4
grupos: G1- 15 individuos infectados pelo HIV-1, virgens de tratamento ou sem
HAART hé pelo menos seis meses e com contagens de linfocitos T CD4* menores
que 350 células/mm?; G2- 31 individuos infectados pelo HIV-1, em uso de HAART
e sem falha terapéutica virolégica (FT); G3- formado por 43 individuos infectados

pelo HIV-1, em uso de HAART e com FT, e GC- formado por 20 individuos



normais, nao infectados pelo HIV-1, que serviram de controles para as citocinas
séricas. Foram revisados os dados demograficos, clinicos e de HAART e
realizados os exames B-2 microglobulina sérica, citocinas séricas (TNF-a, IFN-y,
IL-2, IL-4 e IL-10), genotipagem do HIV-1, carga viral plasmatica (CV) e linfécitos T
CD," e T CDsg". Para a comparagéo entre os grupos, foi utilizado o teste de Mann-
Whitney para amostras independentes, quando se tratava de variaveis numéricas
e o teste exato de Fisher, quando se tratava de variaveis categdricas. Foi
considerada diferenca estatistica quando p < 0,05. Quando se analisou o
predominio do sexo masculino e a idade, ndo houve diferenga significativa entre
os grupos. O comportamento da -2 microglobulina foi diferente, estatisticamente,
entre G1, G2 e G3, sendo que os niveis séricos desta foram mais elevados no
grupo de individuos sem HAART, intermediarios nos que utilizavam HAART e
apresentavam FT e mais baixos nos que faziam uso de HAART, porém nao
apresentavam FT. Considerando as dosagens das citocinas séricas, TNF-a, IFN-y,
IL-2, IL-4 e IL-10, ndo se observou diferenca significativa entre G1, G2 e G3,
porém, estes grupos evidenciaram niveis séricos de todas as citocinas mais
elevados que o GC, com excecao apenas da IL-2, que se demonstrou igual em
todos os grupos. Ainda com relacdo a G1, G2 e G3, pdde-se verificar,
estatisticamente, maiores contagens de linfocitos T CD,4* e menor porcentagem de
pacientes com critérios clinicos definidores de aids atuais em G2, maior freqiiéncia
de individuos que fizeram uso de esquema duplo e que utilizaram maior tempo de

TARV total em G3, assim como menor CV neste mesmo grupo, quando



comparado ao G1. Os resultados dos exames de genotipagem do HIV-1
mostraram apenas virus sensiveis nos grupos 1 e 2 e apenas virus com
resisténcia intermediaria ou plena no grupo 3. A dosagem sérica de [-2
microglobulina, um exame relativamente simples e barato, mostrou-se util na
diferenciagdo entre individuos em FT ou ndo, apés HAART. Outros trabalhos
prospectivos, com maior numero de participantes e na presenga de outras co-
morbidades, talvez possam corroborar o comportamento deste marcador bioldégico
no monitoramento da HAART, principalmente visando sua possivel utilizacdo em

locais de baixa renda.

Palavras-chaves: [-2 microglobulina, citocinas séricas, HIV-1, resisténcia,

HAART, falha terapéutica, genotipagem.
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2. ABSTRACT

Initiatives such as WHO/UNAIDS ‘3 by 5" made it possible to achieve the
figure of 3 million people with access to antiretroviral therapy (ART) in middle- and
low-income countries in 2007. The increase in these countries’ coverage leads to
important expenditure on antiretroviral drugs; however, it also raises another
problem, which is therapy monitoring in low-income locations. There is agreement
on the fact that more accessible ART efficacy markers must be studied. By
considering the behavior of serum -2 microglobulin and serum cytokines TNF-q,
IFN-y, IL-2, IL-4 and IL-10 in relation to inflammatory activity induced by HIV-1
replication, the objective of this study was to assess the behavior of such
substances as indicators of the presence, or not, of antiretroviral therapeutic
failure (TF). From August 2004 to November 2005, 89 HIV-1-infected individuals
assisted by the Tropical Diseases Sector of the Botucatu School of Medicine —
UNESP and 20 normal blood donors at the Blood Transfusion Center of Botucatu
[43 female and 66 male; mean age = 39.7 years (22 - 66 years)] were divided into
4 groups: G1- 15 HIV-1-infected individuals, previously untreated or without
HAART for at least six months and CD,* < 350 cells/mm?®; G2- 31 HIV-1-infected
individuals undergoing HAART without virological therapeutic failure (TF), G3- 43
HIV-1-infected individuals undergoing HAART with TF, and CG- 20 normal
individuals who served as controls for serum cytokines. Demographic, clinical and

HAART data were reviewed, and serum -2 microglobulin, serum cytokines (TNF-



a, IFN-y, IL-2, IL-4 and IL-10), HIV-1 genotyping, plasma viral load (VL) and T CD4"
and T CDg" lymphocytes tests were performed. The Mann-Whitney test for
independent samples was used for between-group comparison in the case of
numeric variables, and Fisher's exact test was applied for category variables.
Statistical difference was considered when p < 0.05. When analyzing the
predominance of males and age between the groups, no significant difference was
found. B-2 microglobulin behavior was statistically different between G1, G2 and
G3, and its serum levels were higher in the group of individuals without HAART,
intermediate in those using HAART and presented TF, and lower in those using
HAART but did not present TF. By considering the dosages of serum cytokines
TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4 and IL-10, no significant difference was observed between
G1, G2 e G3; however, these groups presented higher serum levels for all
cytokines than CG, except only for IL-2, which showed to be the same in all
groups. Also, in relation to G1, G2 and G3, it was possible to statistically observe
higher T CD4" lymphocytes counts and lower percentages of patients with present
clinical AIDS-defining criteria in G2, a higher frequency of individuals who used a
dual scheme and who used total ART for a longer time in G3, as well as lower VL
in the same group when compared to G1. The results of HIV-1 genotyping tests
showed that only sensitive viruses were observed in G1 and G2, and only
intermediate- or full-resistance in G3. Serum B-2 microglobulin measurement, a
relatively simple and inexpensive procedure, showed to be useful for differentiating

individuals with TF or not after HAART. Further prospective studies on a larger



number of patients and in the presence of other co-morbidities may be able to
corroborate the behavior of this biological marker for HAART monitoring,

particularly aiming at its possible use in low-income areas.

Keywords: (-2 microglobulin, serum cytokines, HIV-1, resistance, HAART,

therapeutic failure, genotyping.
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3. FUNDAMENTAGCAO CIENTIFICA

A implementacéo da terapia anti-retroviral combinada e potente (Highly
Active Antiretroviral Therapy — HAART) na pratica clinica, a partir de 1996, foi
indiscutivelmente o fator mais associado a melhora expressiva da qualidade de
vida de individuos infectados pelo HIV, permitindo a redugéo drastica da morbi-
mortalidade e do numero de internagcdes [1]. No Brasil, o direito ao acesso
universal e gratuito a essa terapia é garantido pela Lei n® 9.313, promulgada em
13 de novembro de 1996 e essa iniciativa permitiu a reducdo de
aproximadamente 50% na mortalidade e de 80% no numero de internagdes
associadas a aids [2]. Mesmo assumindo elevados gastos com a aquisicao de
anti-retrovirais (ARV), calcula-se que, entre os anos de 1996 e 2004, foram
economizados pelo governo brasileiro cerca de US$ 2.2 bilhdes em custos
hospitalares [3]. O acesso universal aos ARV, através da conseqiente reducgao
da carga viral plasmatica (CV) do HIV, também foi essencial para que a
estimativa do numero de pessoas vivendo com HIV/aids no Brasil, no ano de
2000, fosse reduzida em cerca de 50% [3]. Seguindo o mesmo raciocinio
brasileiro, WHO e UNAIDS declararam na segunda “UN General Assembly
Special Session on HIV/AIDS”, ocorrida em setembro de 2003, que a caréncia
de terapia anti-retroviral em paises de baixa e média renda deveria ser
considerada como uma emergéncia para a saude publica mundial [4]. Foi

langada, entéo, a iniciativa “3 by 5", a qual pretendia disponibilizar essa terapia



para 3 milhdes de pessoas ao final de 2005. A marca inicialmente desejada por
esta campanha foi somente alcangada no final de 2007, representando uma
ampliagdo de 7,5 vezes na cobertura da HAART, porém ainda beneficiando

apenas 31% da demanda destes paises [4].

A expansao da HAART nos paises de baixa e média renda resultou n&o
somente na elevagao dos custos diretos com a compra dos medicamentos, mas
também na consequente necessidade de aquisicdo de exames laboratoriais
para o acompanhamento dessa terapia [5]. Nos paises mais desenvolvidos, o
monitoramento da eficacia da HAART é realizado através de avaliagdes clinicas
e laboratoriais frequentes, sendo a CV considerada o exame de padrdo ouro
atual, acompanhada pela contagem de linfécitos T CD4" (CDs*). A CV pode
alcancar mais de US$ 60 por exame, assim como cada contagem de CD,"
possui custo unitario aproximado de US$ 20 [6,7]. Os custos dos kits e a
necessidade de infra-estrutura e tecnologias avangadas para a realizagéo
desses exames parecem ser impraticaveis em varias localidades nas quais a
HAART esta sendo disponibilizada. Varios autores vém alertando para o fato de
que, para que se possa continuar a expansao do acesso a HAART, devem ser
pesquisados marcadores de eficacia da terapia anti-retroviral (TARV) mais
acessiveis, assim como ha necessidade de que se diminua o prego dos exames
de padréao ouro [6,8]. Respondendo a esta demanda, o preco do exame de CV
foi bastante reduzido no Brasil, resultado da realizagdo de processo licitatério

nacional que permitiu atingir o preco de US$ 10 por amostra. Porém, esse



custo e a necessidade de tecnologia especifica ainda parecem inalcangaveis

para muitos paises.

Considerando os fatos supracitados, ha, atualmente, trés vertentes
quanto ao monitoramento da HAART. Uma delas € amparada por Phillips et al
[6], que utilizaram um modelo de simulagdo computadorizada para sugerir que
os beneficios da CV e da contagem de CD," seriam muito modestos para
pacientes iniciando esquemas ARV de primeira linha, quando comparados a
utilizacéo isolada do monitoramento clinico. Esta linha de raciocinio também é
compartilhada pela WHO que, em locais onde a contagem de CD4" nédo esta
disponivel, orienta a troca do esquema ARV através da verificagdo de estagios
clinicos apo6s seis meses de terapia [9]. Neste caso, seriam economizados
recursos importantes com exames laboratoriais, porém, haveria maiores riscos
de complicagdes clinicas e de selegcdao de mutantes, considerando o maior
tempo de falha terapéutica (FT), além da conseqlente elevagao da transmisséo
do HIV [6]. Por outro lado, ha a linha que defende o uso de CV e CD4" que,
mesmo com maior custo, diminuiriam os riscos de infec¢des oportunistas, a
selecdo de mutantes e ou a transmissao viral. Lawn et al [10] afirmam que o
monitoramento da HAART através da CV poderia resultar em melhor relagéo
custo-beneficio pelo fato de ajudar a diagnosticar precocemente a baixa adesao
dos pacientes, permitindo a sua intensificagdo e prevenindo trocas
desnecessarias para esquemas de segunda linha, muito mais caros que os de

primeira. E, finalmente, existe a opc¢do por alternativa intermediaria, a qual
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sugere que alguns exames laboratoriais mais basicos, como o0s niveis de
hemoglobina e a contagem de linfocitos totais periféricos, poderiam ser
associados a apresentagcao clinica do paciente para o monitoramento da

HAART [5].

Ao se buscar marcadores alternativos de eficacia da HAART, é
importante que se compreendam 0s mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da resisténcia do HIV e, conseqlientemente, na ocorréncia da
falha terapéutica. A resisténcia das cepas de HIV aos medicamentos ARV
segue um padrao tipicamente “darwiniano” e a principal responsavel pelo
desenvolvimento dessa resisténcia é a transcriptase reversa (TR). O HIV n&o
possui capacidade de auto-reparacao, ou seja, a TR possui elevadas taxas de
erro ao produzir as fitas de DNA complementares a partir de suas fitas de RNA
originais [11]. Essas mutagbes induzem trocas de aminoacidos que, por sua
vez, geram estruturas moleculares das suas proteinas virais aberrantes.
Considerando que o indice de erro natural da TR é cerca de 1/40,000, que a
replicagcado viral em pacientes cronicamente infectados e sem TARV atinge
cerca de 10 bilhdes de virions diariamente, e que o virus possui genoma com o
tamanho de 10 kb, todas as mutacdes possiveis sdo geradas, diariamente, ao
longo do genoma do HIV-1 [12]. Naturalmente, esses virus mutantes nao se
fixam, ou seja, ndo prevalecem, visto que possuem alteragcbes estruturais que
diminuem sua capacidade replicativa, quando comparada aos virus selvagens.

Porém, ao se utilizar TARV, principalmente de forma inadequada, os virus que
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possuem mutagdes genéticas e carregam alteragdes estruturais em suas
enzimas, que os tornam resistentes a esses ARV, podem prevalecer frente aos
virus selvagens e naturalmente sensiveis. Essa “selecdo artificial” de virus
resistentes ocorre, principalmente, quando o paciente nao adere corretamente a
TARV, quando os niveis de ARV se encontram abaixo da concentracéo
inibitéria minima devido a interacbes medicamentosas, quando se utilizam
esquemas de baixa poténcia, como as terapias simples e dupla e ou quando se

administram ARV com baixa barreira genética [12].

Uma conseqiéncia negativa para a selegcdo de virus resistente é a
reducdo de seu “fitness”, ou seja, da sua capacidade replicativa. Geralmente,
ha uma cinética caracteristica da CV correspondente a essa diminuicdo do
“fitness” viral. Apos queda da CV a niveis indetectaveis com a introducéo de
HAART, a selecdo de virus resistentes resulta, inicialmente, em elevacgao
discreta da CV. A explicagéo para tal comportamento sustenta-se na presenca
de mutagdes genéticas que reduzem substancialmente a sua capacidade
replicativa. Ao se manter o mesmo esquema ARV, ocorre o acumulo de
mutagdes, pois ha replicagdo do HIV frente a presenga de TARV ineficaz. A
partir de entdo, dentre os virus mutantes, os que acumularem mutacdes que
resultem em recuperacado da sua capacidade replicativa irdo se fixar. Deste
modo, ha tendéncia de que a CV cada vez mais se eleve [13,14]. A
manutencao de valores de CV mais baixos nos pacientes em falha terapéutica

(FT), quando comparados aos dos individuos que ainda nao utilizam a referida
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terapia, também esta associada ao efeito residual da HAART, mesmo que ja se

apresente ineficaz em tornar a CV indetectavel [15].

A hipotese que motivou o presente estudo foi a de que a intensidade e a
qualidade da resposta imune nos individuos infectados pelo HIV-1 sem uso de
HAART, nos que a utilizam e ndo se encontram em FT e nos pacientes sob
HAART que apresentam FT pudessem ser significativamente diferentes, frente
a capacidade replicativa do virus. Procurou-se por marcadores de resposta
imune que pudessem refletir essa diferenca e que também fossem
economicamente mais viaveis que a CV, requerendo pouca infra-estrutura e
tecnologia menos avangada. Foram, entdo, selecionadas para o estudo a -2

microglobulina sérica e as citocinas séricas TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10.

A B-2 microglobulina é uma proteina de 12 KDa, codificada fora do gene
do MHC, que se liga ndo covalentemente a cadeia a3 do Complexo Principal de
Histocompatibilidade Humano classe | (MHC-I), conferindo estabilidade ao
mesmo [16]. As concentragdes dessa molécula encontram-se elevadas nos
individuos com infeccao pelo HIV, provavelmente pela elevada produgédo e
liberacdo induzidas pela ativacao de células mononucleares periféricas. Alguns
autores sugerem que esse incremento na produgao de -2 microglobulina e
outras moléculas do MHC-| poderia ser resultante da produgdo endogena de
interferons e outras citocinas, estimulada pela infecgdo pelo HIV [17]. Varios
trabalhos demostraram que a -2 microglobulina poderia ser considerada um

marcador de progressao da aids, tanto em adultos quanto na faixa etaria
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pediatrica [18-20]. luliano R et al demonstraram, ainda, correlag&o positiva entre
a B-2 microglobulina e a CV [21] e Wanchu et al evidenciaram correlagéo
negativa com CD4" [22]. Antes do advento da CV e da HAART, havia poucos
trabalhos estudando o comportamento deste marcador biolégico com relagédo a
TARYV [23,24]. Jacobson et al ja demonstravam queda dos niveis séricos de -2
microglobulina com esquemas de monoterapia com AZT [25]. Apés a introdugao
da HAART, houve o estabelecimento da CV como marcador de resposta
terapéutica, tornando escassos os artigos que estudaram a mesma acéo pela -
2 microglobulina. Murdaca et al demonstraram diminuigdo dos niveis séricos de
antigenos da classe | do MHC apés HAART, dentre eles a -2 microglobulina,
entre pacientes em estagios A e B do Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) e a manutengdo de niveis elevados nos pacientes em FT

apo6s 36 meses [17].

As citocinas sd&o um grupo diverso de proteinas sinalizadoras
intercelulares, que regulam ndo somente as respostas imunes locais e
sistémicas e respostas inflamatérias, mas, também, a cicatrizacao de feridas, a

hematopoiese e muitos outros processos biolégicos [16].

A interleucina-2 (IL-2) é um fator de crescimento para linfécitos T
estimulados por antigeno, produzido principalmente por linfocitos T CD,* e, em
menores quantidades, por linfocitos T CDg’. Dentre suas agbes biologicas,
destacam-se a proliferacdo de células antigeno-especificas, a proliferagdo e

diferenciacdo de células NK e linfécitos B, estimulando sua producdo de
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anticorpos, a indugdo da producdo da proteina anti-apoptética Bcl-2, que
promove a sobrevivéncia celular, além de estimular a produgédo de citocinas

pelas células T [16].

O interferon gama (IFN-y) é componente da resposta imune do tipo
celular. Essa citocina é produzida, principalmente, por células NK e linfécitos T.
Suas principais propriedades biolégicas na resposta imune sao a potente
estimulagdo de macréfagos, com aumento de sua capacidade microbicida e
sintese de reativos intermediarios do oxigénio e nitrogénio, o estimulo a
expressao de moléculas MHC da classe | e Il e de co-estimuladores de células
apresentadoras de antigenos, a ativacdo de linfécitos T, induzindo a
diferenciacéo para o perfil Th1 e inibindo o Th2, a elevacado da atividade de

células NK, dentre outras [16].

A interleucina-4 (IL-4) é produzida por linfocitos T CD4" e mastocitos,
estimulando a proliferacao e a diferenciacado de linfocitos para o perfil Th2, a
producdo de IgE e reagbes mediadas por mastécitos/basofilos, além da
supressao de reagdes dependentes de macréfagos. Sua presenca é deletéria

para a producgao de resposta imune do tipo celular [16].

A interleucina-10 (IL-10), produzida por macréfagos e células T, € um
inibidor de macrofagos e células dendriticas ativadas. Essa citocina esta
relacionada com a inibicdo da producgao de citocinas como a interleucina-12 (IL-
12) e, consequentemente, o IFN-y, além de inibir a expressao de co-

estimuladores e de moléculas MHC da classe || em macréfagos e células
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dendriticas, promovendo desta forma a resposta imune do tipo humoral. Com
essas acgbes, a IL-10 acaba por inibir a ativacdo da célula T e finaliza as

reacdes de imunidade mediada por células [16].

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é produzido predominantemente
por fagdcitos mononucleares ativados, podendo ainda ser secretado por células
T estimuladas por antigenos, células NK e por mastocitos. O estimulo mais
importante para a secrecdo dessa citocina € o LPS, principalmente em
infeccdes por bactérias Gram-negativas. A principal fungéo biolégica do TNF-a
€ estimular o recrutamento de neutréfilos e mondécitos para locais de infecgéo e
ativar essas células para erradicar microrganismos. Esse efeito ocorre através
da expressao de moléculas de adeséo pelo endotélio vascular e do estimulo a
producdo de quimiocinas. Quando o TNF-a é produzido em grandes
quantidades, pode produzir efeitos sistémicos anémalos, agindo sobre o
hipotalamo e produzindo febre, sobre hepatécitos, aumentando a sintese de
proteinas de fase aguda e, ainda, induzindo a perda de apetite e suprimindo a
sintese de lipase lipoprotéica, resultando em quadro de caquexia. Elevadas
concentragdes de TNF-a também geram inibicdo da contratilidade do miocardio
e de vasos sanguineos, trombose intravascular e hipoglicemia incompativel
com a vida. Como conseqUéncia das agbes sistémicas dessa citocina em
grandes quantidades, pode ocorrer o choque séptico, muitas vezes resultando

em Obito do paciente. Além de seu papel inflamatério, o0 TNF-a também esta
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associado a inducdo de apoptose, sendo importante fator associado a perda

celular durante a infecgéo pelo HIV-1 [16].

A principal célula envolvida na produgcdo de citocinas na imunidade
adaptativa € o linfécito T “helper” (Th) ou auxiliador e essa pode ser dividida em
subtipos. O subtipo ThO virgem caracteriza-se por células recém produzidas
pelo timo, e produzem IL-2. Tais células poderdo proliferar e se polarizarem
para outros subtipos. O subtipo Th1 caracteriza-se por células que produzem
IL-2 e IFN-y, cujo efeito principal € estimular a imunidade mediada por células.
O subtipo ThO maduro caracteriza-se por células que produzem IFN-y, IL-4, e
outras citocinas. O subtipo Th2 caracteriza-se por células que produzem IL-4,
IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 e TGF-B. Seus efeitos principais sao a producao de
resposta imune humoral e inibicdo de processos inflamatérios. Todos os
linfécitos Th produzidos apresentam, inicialmente, o perfil ThO virgem.
Dependendo de diferentes estimulos, as mesmas poderao polarizar para o perfil
Th1 ou Th2. Os principais estimulos para a polarizagdo sdo a presencga de
certas citocinas locais, considerado o mais importante, a presenca de
hormdnios imunologicamente ativos, a quantidade de antigenos, bem como a
rota de administracdo dos mesmos, o tipo de célula apresentadora de antigeno

que estimula o linfocito Th e a “firmeza” do sinal das mesmas [26].

Clerici e Shearer foram, em 1993, os primeiros a proporem o0 uso das
citocinas como marcadores de progressao da aids, demonstrando tendéncia a

diminuicdo dos niveis de IL-2 e IFN-y e, ainda, a elevacgao de IL-4 e IL-10 com o
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evoluir da doencga [27]. Outros trabalhos também estudaram o comportamento
das citocinas séricas frente a HAART e, por serem marcadores qualitativos,
estas substancias mostraram-se capazes de oferecer importantes informacgdes
sobre a recuperacéo da resposta imune dos individuos sob tratamento, mesmo
apos os niveis de CV se tornarem indetectaveis e a despeito das contagens de

linfocitos T CD4" ndo se elevarem significativamente [28-30].

Almeida et al demonstraram que o0s niveis séricos de TNF-a
apresentaram-se elevados na fase imediatamente pré-tratamento e declinaram
com a instituicdo da HAART [30]. Estudos relataram que a diminuigdo dos
niveis de TNF-a era compativel com a diminuicdo da replicagdo viral e da
apoptose, uma vez que essa citocina é indutora de tais fendmenos [31,32]. Lew
et al [33] referem diminuicdo do numero de células T produtoras de TNF-a nas
semanas iniciais do tratamento com esquema potente de anti-retrovrais
combinados. Kaufmann et al [34] mostraram declinio na secre¢dao de TNF-a
com o mesmo tratamento. Aukrust et al [35] descreveram dados concordantes
com os trabalhos citados, demonstrando que os niveis de TNF-a plasmaticos e
in vitro apresentaram queda com o tratamento, porém ndo alcangaram niveis
normais. Esses autores [35] associaram a ativagdo persistente dos

componentes do sistema TNF-a a falha terapéutica virologica e imunologica.

Almeida et al [30] também demonstraram que os niveis séricos de IL-2
apresentaram-se reduzidos na fase imediatamente pré-tratamento e que se

elevaram ap6s HAART, porém mantiveram-se no mesmo nivel que dos
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individuos do grupo controle de normais. Meira et al [29] encontraram niveis
séricos de IL-2 semelhantes em individuos normais, em pacientes sem HAART,
nos que faziam uso da terapia e apresentavam CV detectavel e, também, nos
tratados em que a CV era indetectavel. Deve-se enfatizar que as principais
hipéteses para a manutencéo de baixos niveis séricos da IL-2 sejam devidas a
persisténcia de apoptose de células T CD4" e & mudancga do fenotipo dessas
células pelo HIV-1, deixando-as com capacidade apenas para produzir IFN-y,

IL-4 e IL-10, tornando a recuperagao imune parcial apés HAART [36,37]

Ainda de acordo com Meira et al [29] e Almeida et al [30], os niveis
séricos de IFN-y elevaram-se significativamente nos individuos com HAART,
quando comparados aos pacientes sem uso dessa terapia. Este achado esta de
acordo com os verificados por trabalhos que estudaram o comportamento da
mesma citocina pelo método de RT-PCR [28,29]. Essa elevacao talvez possa
ser corroborada pelo estudo de Jansen, Baarle and Miedema, o qual sugere
que o comportamento de individuos rapidamente progressores, que apresentam
CV elevas e células T CD4" especificas continuamente ativadas, induz a
diferenciacdo de células somente capazes de produzir IFN-y (IL-2° IFN-y *
-CD45RA" CCRY") [37]. Outra possivel explicacdo para esse fendbmeno seria a

manutengdo de grande quantidade de linfocitos T CDg", que sdo os principais

produtores de IFN-y [38].

Trabalhos que estudaram o comportamento da IL-4 e da IL-10 na aids

demonstraram que os niveis séricos dos pacientes infectados apresentaram-se
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mais elevados que os dos individuos normais, porém nao se alteraram frente a
HAART e a presenca, ou ndo, de CV indetectavel apds instituicdo da terapia

[29,30].

Atualmente, o exame de genotipagem do HIV-1 mostra-se como
importante ferramenta para guiar a troca do esquema HAART, quando o
mesmo apresenta-se em falha, evidenciando as mutagbes genéticas
selecionadas a partir do historico dos esquemas ARV utilizados. [39,40]. Alguns
estudos, considerando taxas de resisténcia primaria, concluem que o teste de
genotipagem do HIV-1 deva ser realizado antes da introdugdo da HAART
[41,42]. Em estudo realizado pelo Ministério da Saude, em 2003, a resisténcia
primaria no Brasil ndo ultrapassou 7,0%, sendo de 2,2% para inibidores de
protease (IP), 2,4% para os inibidores da transcriptase reversa analogos de
nucleosideos (ITRN) e 2,1% para os inibidores da transcriptase reversa nao
analogos de nucleosideos (ITRNN) [43]. Porém, outro estudo conduzido na
cidade de Santos por Sucupira et al, utilizando pacientes com infecgdo recente
pelo HIV-1, revelou a prevaléncia de resisténcia cumulativa de 36% [44]. Até o
momento, ndo ha indicacdo para a realizagdo da genotipagem pelo Programa
Nacional de DST/Aids do Ministério da Saude (PN-DST/Aids) [45]. A introdugao
do teste de genotipagem do HIV-1 no presente trabalho teve como objetivo
melhor evidenciar o padrdo de resisténcia viral nos pacientes sem HAART e

nos com HAART, principalmente nos que se encontrassem em FT,
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relacionando-o com o padréo de resposta imunologica dos marcadores (-2

microglobulina e as citocinas séricas TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10.



OBJETIVO
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4. OBJETIVO

Considerando a justificativa cientifica acima apresentada, o objetivo
deste estudo foi verificar o comportamento da (-2 microglobulina sérica e
das citocinas séricas TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10 como indicadores de

falha da terapia anti-retroviral combinada e potente (HAART).
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6. APRESENTAGCAO DO MANUSCRITO

Apds a exposicao de sua fundamentacéo cientifica, o estudo, como
um todo, serd apresentado sob a forma de artigo cientifico, nas linguas
portuguesa e inglesa. O formato selecionado estd de acordo com o
periddico cientifico “AIDS”, para o qual este estudo estd sendo
encaminhado para avaliacdo. As normas de formatagdo do referido

periédico encontram-se em www.aidsonline.com e, também, na secéo de

anexos desta tese. Para a melhor organizagéo e visualizagdo, os numeros
de paginas dos referidos manuscritos permanecerdo na seqiéncia original
de numeragdo das paginas da tese e as legendas das figuras serdo

anexadas as mesmas.

Este protocolo de estudo esta registrado no “ClinicalTrials.gov” com o

numero NCT00831207 e a copia do registro também se encontra anexada.
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Resumo

Objetivo: Verificar o comportamento da 3-2 microglobulina e das citocinas séricas TNF-a,
IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10 como indicadores de falha da terapia anti-retroviral combinada e
potente (HAART).

Desenho: Estudo de corte transverso.

Métodos: 89 individuos HIV-1+ e 20 individuos normais foram divididos em 4 grupos:
G1- 15 individuos HIV-1+, virgens de tratamento ou sem HAART ha pelo menos seis
meses ¢ CDs" < 350 células/mm’; G2- 31 individuos HIV-1+, em uso de HAART, sem
falha terapéutica viroldgica (FT), G3- 43 individuos HIV-1+, em uso de HAART, com FT e
GC- 20 individuos normais, que serviram de controle para as citocinas s€ricas. Foram
revisados os dados demograficos, clinicos e de HAART e realizados exames de [3-2
microglobulina sérica, citocinas séricas (TNF-a, [FN-y, IL-2, IL-4 e IL-10), genotipagem
do HIV-1, carga viral plasmatica, linfocitos T CD," e T CDg".

Resultados: Na comparagdo entre G1, G2 e G3, para verificar FT, apenas a [3-2
microglobulina diferenciou estatisticamente estes grupos (G1>G3>G2; p<0,05).
Conclusdes: A [-2 microglobulina sérica monstrou-se util na diferenciacdo entre
individuos em FT ou ndo, apés HAART. Outros trabalhos prospectivos, com maior numero
de participantes ¢ na presengca de outras co-morbidades, talvez possam corroborar o
comportamento deste marcador bioldgico no monitoramento da HAART, principalmente
visando sua possivel utilizagdo em locais de baixa renda.

Palavras-chave: -2 microglobulina, citocinas séricas, HIV-1, resisténcia, HAART, falha

terapéutica, genotipagem.
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Introducao

Iniciativas como a “WHO/UNAIDS 3 by 5’ permitiram que se atingisse, no ano de
2007, a marca de 3 milhdes de pessoas com acesso a terapia anti-retroviral (TARV) em
paises de baixa e média renda. Esta marca representava uma ampliacdo de 7,5 vezes nos
ultimos quatro anos, porém ainda beneficiava apenas 31% da demanda [1]. No Brasil, o
acesso ao tratamento da aids € obrigatorio e gratuito através de lei e estimava-se que
180.640 pacientes eram beneficiados pela TARV no final 2007. Com isso, foram evitadas
cerca de 1.300.000 internacdes em 10 anos, além da reducdo na mortalidade e na
transmissdo da doenga [2]. O aumento da cobertura nestes paises demanda custos
importantes com anti-retrovirais (ARV), porém também levanta outro problema, que ¢ o
monitoramento da terapia em localidades de poucos recursos [3]. Considerando os custos
elevados do teste de contagem de linfécitos T CD;" (CD4") e de determinacio da carga viral
plasmatica (CV) [4,5], ha, atualmente, trés vertentes quanto a este monitoramento. Uma
delas afirma existir adequada relagdo custo-beneficio ao se introduzir e trocar a TARV
considerando apenas parametros clinicos. Neste caso, seriam economizados recursos
importantes com exames laboratoriais, porém, haveria maiores riscos de complicagdes
clinicas e de selecdo de mutantes, considerando maior tempo de falha terapéutica (FT),
além da conseqiiente elevagdo da transmiss@o do HIV [5]. Por outro lado, ha a linha que
defende o uso de CV e CD,; que, mesmo com maior custo, diminuiriam os riscos de
infeccdes oportunistas, a selecdo de mutantes e ou a transmissdo viral. Estes exames

poderiam demonstrar melhor relagdo custo-beneficio pelo fato de ajudarem a diagnosticar
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precocemente a baixa adesido dos pacientes, permitindo a sua intensificagdo e evitando que
fossem efetuadas trocas desnecessarias para esquemas de segunda linha, muito mais caros
que os de primeira [6]. E, finalmente, existe a op¢do por alternativa intermediaria, na qual
alguns exames laboratoriais de menor complexidade, como a dosagem de hemoglobina e a
contagem de linfocitos totais periféricos, seriam associados a apresentacdo clinica do
paciente para o monitoramento da terapia anti-retroviral combinada e potente (HAART)
[3]. Ha consenso no fato de que devem ser pesquisados marcadores de eficacia da TARV
mais acessiveis, assim como a diminui¢do do pre¢o dos exames de padrdo ouro, como a
CV, utilizados em paises mais ricos.

A B-2 microglobulina ¢ uma proteina de 12 KDa que confere estabilidade ao
Complexo Principal de Histocompatibilidade Humano classe I (MHC-I). As concentragdes
dessa substancia encontram-se elevadas nos individuos com infec¢do pelo HIV, sendo a
mesma considerada, ainda, um marcador de progressdo da doenga [7]. Poucos trabalhos
descrevem a a¢do da 3-2 microglobulina como marcador de eficicia da HAART [8].

Clerici e Shearer foram, em 1993, os primeiros a proporem o uso das citocinas
como marcadores de progressdo da aids, demonstrando tendéncia a diminui¢do dos niveis
de IL-2 e IFN-y e, ainda, a elevagdo de IL-4 e IL-10 com o evoluir da doenca [9]. Outros
trabalhos também estudaram o comportamento das citocinas séricas frente a HAART e, por
serem marcadores qualitativos, estas substidncias mostraram-se capazes de oferecer
importantes informagdes sobre a recuperagdo da resposta imune dos individuos sob
tratamento, mesmo apds os niveis de CV se tornarem indetectdveis e a despeito das

contagens de linfécitos T CD," nio se elevarem significativamente [10-12].
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Considerando o comportamento destas substincias com relacdo a atividade
inflamatodria induzida pela replicacdo do HIV-1 e a necessidade do estudo de marcadores
alternativos para o monitoramento da HAART, principalmente em locais de poucos
recursos financeiros, o objetivo deste estudo foi o de verificar o comportamento da -2
microglobulina sérica e das citocinas séricas TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4 ¢ IL-10 como

indicadores da presencga, ou ndo, de FT.

Métodos.

Entre agosto de 2004 e novembro de 2005, foram recrutados para o estudo de corte
transverso 89 individuos infectados pelo HIV-1, atendidos pela Area de Doencas Tropicais
da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP, e 20 individuos normais, doadores de
sangue do Hemocentro de Botucatu. Para serem incluidos no estudo, os infectados pelo
HIV-1 deveriam apresentar idade maior que 18 anos e assinarem o “Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido” (TCLE), além de ndo possuirem outras causas de
imunossupressdo, como neoplasias, transplantes, tratamento com substancias
imunossupressoras ou doengas auto-imunes, ndo estarem em uso de substincias
imunoestimulantes e ndo se encontrarem em qualquer época do periodo gestacional. Os
individuos normais foram incluidos apds triagem do Hemocentro de Botucatu, sem queixas
clinicas e apresentando exames sorologicos para HIV-1/2, HTLV I/II, hepatite C, hepatite
B, sifilis e doenca de Chagas ndo reagentes. Esses também concordaram em assinar o

TCLE.
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Para que se pudesse alcancar o objetivo do estudo, foram organizados quatro
grupos: grupo 1 (Gl), formado por 15 individuos infectados pelo HIV-1, virgens de
tratamento ou sem HAART ha pelo menos seis meses e com contagens de linfocitos T
CD4" menores que 350 células/mm’ (neste grupo estariam representados os pacientes com
indicacdo para inicio ou reinicio de HAART, considerando a literatura atual); grupo 2 (G2),
formado por 31 individuos infectados pelo HIV-1, em uso de HAART e sem falha
terapéutica viroldgica (CV indetectavel ou < 50 copias/mL, apds pelo menos seis meses de
HAART); grupo 3 (G3), formado por 43 individuos infectados pelo HIV-1, em uso de
HAART e com falha terapéutica virologica (CV detectavel ou > 50 cépias/mL, apos pelo
menos seis meses de HAART), além do grupo controle (GC), formado por 20 individuos
normais, ndo infectados pelo HIV-1, doadores de sangue do Hemocentro de Botucatu.

A figura 1 demonstra os pardmetros avaliados em cada grupo de estudo. Para
avaliacdo dos critérios de inclusdo, os pacientes foram abordados, aleatoriamente e por
ordem de chegada, na data em que coletavam material clinico para os exames de rotina de
acompanhamento. Apds os mesmos serem entrevistados e incluidos no estudo, foram
coletados os dados relacionados aos pardmetros demograficos, condi¢do clinica ¢ TARV,
os quais foram complementados, posteriormente, pelo estudo de seus prontuarios. Em
seguida, foram coletadas amostras de sangue para os parametros laboratoriais e
encaminhadas aos respectivos laboratdrios responsaveis.

As dosagens séricas de B-2 microglobulina foram realizadas, através da técnica de
ensaio enzimatico de microparticulas - MEIA (Axsym Abbott), segundo especificagdes do

fabricante. Para a determinacdo das citocinas séricas IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10 e TNF-a, os
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soros obtidos foram imediatamente separados e estocados em aliquotas sob refrigeracdo a —
70°C, por até 3 meses. Os niveis séricos das citocinas foram determinados pelo método de
ELISA, utilizando-se Quantikine Human Kits (R&D® Systems, Minneapolis, MN, USA),
de acordo com as instru¢des do fabricante. Os limites minimos ¢ maximos de detec¢do das
citocinas séricas foram, respectivamente, 15,6 a 1.000 pg/mL para o TNF-a. e IFN-y, 31,2 a
2.000 pg/mL para a IL-2, 1,6 a 5.000 pg/mL para a IL-4 e 3,2 a 10.000 pg/mL para a IL-10.
As determinagdes da carga viral plasmatica do HIV-1 foram realizadas pelo teste de
amplificagdo de DNA em cadeia ramificada (VERSANT® HIV-1 RNA 3.0 bDNA system,
Bayer Corporation, East Walpole, MA, USA), com o limite de detec¢do de 50 copias de
RNA/mL de plasma. As contagens de linfocitos T CD4" e linfécitos T CDg', foram
realizadas por citometria de fluxo, no aparelho modelo FACSCalibur™ (BD, San José, CA,
USA), utilizando kit TRITEST™ (BD®) anti-CD3-PerCP/CD4-FITC/CD8-PE e tubos
TruCount™ (BD®). A genotipagem do HIV-1 foi realizada a partir de RNA viral extraido
com o Kit QuiaAmp RNA Viral mini Kit (Quiagen), segundo instru¢des do fabricante. A
técnica utilizada para a realizacdo do teste de genotipagem consistiu numa retrotranscri¢ao
seguida por reagdes de PCR, cujos produtos foram analisados por um sistema de
seqiienciamento automatico. A retrotranscrigdo foi realizada utilizando o Kit High Capacity
(Apllied Biosystems). A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para amplificagdo do
gene da polimerase do HIV-1 foi realizada utilizando 1X Buffer (Invitrogen), 3,5 mM de
MgCl, (Invitrogen), 0,4mM dNTP, 02uM do primer Kozal 1 (5’-CAGAGCCAA
CAGCCCCACCA-3), 0,2 uM do primer Kozal 2 (5°-

TTTCCCCACTAACTTCTGTATGTCATTGACA-3’) [13], 2,5U de Taq Recombinant
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DNA polimerase (Invitrogen — S5U/uL) e 150ng do cDNA num volume total de reagdo de
50uL. A reacdo procedeu-se com uma desnaturagdo inicial a 94°C por 10 minutos, 35
ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 2 minutos, e 1 ciclo para
extensdo final de 72°C por 10 minutos. A Nested — PCR para amplificacdo do gene da
Transcriptase Reversa foi realizada utilizando 1X Buffer (Invitrogen), 2,5 mM de MgCl,
(Invitrogen), 0,4mM dNTP (Pharmacia), 0,2 uM do primer Frenkel 1 (5°-
GTTGACTCAGATTGGTTGCAC-3’), 02uM  do  primer Frenkel 2 (5-

GTATGTCATTGACAGTCCAGC-3’) [14], 2,5U de Taq Recombinant DNA polimerase
(Invitrogen — 5U/uL) e 5 pL do produto da PCR num volume total de rea¢do de S0uL. A
reagdo procedeu-se com uma desnaturagdo inicial a 94°C por 10 minutos, 35 ciclos de 94°C
por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 1,5 minuto, e 1 ciclo para extensdo final de
72°C por 10 minutos. A Nested — PCR para amplificacdo do gene da Protease foi realizada
utilizando 1X Buffer (Invitrogen), 2,5 mM de MgCl, (Invitrogen), 0,4mM dNTP
(Pharmacia), 0,2 uM do primer DP10 (5’-TAACTCCCTCTCAGAAGCAGGAGCCG-3’),
0,2 uM do primer DP 11 (5’-CCATTCCTGGCTTTAATTTTACTGGTA-3) [15], 2,5U de
Taq Recombinant DNA polimerase (Invitrogen — SU/uL) e 5 uL do produto da PCR num
volume total de reagdo de S0uL. A reagdo procedeu-se com uma desnaturagdo inicial a
94°C por 10 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por
1 minuto e 1 ciclo para extensdo final de 72°C por 10 minutos. A reagdo de marcagio
fluorescente foi realizada em microplaca de 96 pogos, adicionando-se 4 pL de Big Dye
(Applied Biosystems), 0,16 uM do primer, 4 pLL da amostra purificada num volume total de

reacdo de 10 pL. Foram realizadas duas reacdes para cada gene uma utilizando o “primer
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forward” e outra o “primer reverse”. As seqiiéncias foram analisadas utilizando o programa
de alinhamento de seqiiéncias BioEdit e apos a obtencdo de uma seqiiéncia consenso, a
mesma foi analisada pelo algoritmo seq-HIV do site da Universidade Stanford [16]. Foram
consideradas como sensiveis a HAART amostras classificadas como “susceptible” ou
“potential low-level resistance”, como resistentes intermedidrias “low-level resistance” e
“intermediate resistance” e, finalmente, consideradas plenamente resistentes as
denominadas “high-level resistance”. As regides génicas codificadoras da protease e
transcriptase reversa foram subtipadas por ferramentas de alinhamento e similaridade das
seqiiéncias geradas utilizando o banco de seqiiéncias da Universidade de Stanford.

Analise estatistica

Para a comparagdo entre os grupos, foi utilizado o teste de Mann-Whitney para
amostras independentes, quando se tratava de varidveis numéricas e o teste exato de Fisher,
quando se tratava de variaveis categoricas. Foi considerada diferenca estatistica quando p <
0,05.

O presente trabalho recebeu parecer favoravel pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP.

Resultados

Quando se analisou o predominio do sexo masculino, ndo houve diferenca
significativa entre G1, G2, G3 e GC. Também ndo houve diferenga estatistica com relacdo

a idade entre estes grupos (Tabela 1). O comportamento da -2 microglobulina foi



41

diferente, estatisticamente, entre G1, G2 e G3, sendo que os niveis desta foram mais
elevados no grupo de individuos sem HAART, intermedidrios nos que utilizavam HAART
e apresentavam falha terapéutica viroldgica e mais baixos nos que faziam uso de HAART,
porém ndo apresentavam falha terapéutica viroldgica (Tabela 1 e Fig. 2). Considerando as
dosagens das citocinas séricas, TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10, ndo se observou
diferenca significativa entre G1, G2 e G3, porém, estes grupos evidenciaram niveis s€ricos
de todas as citocinas mais elevados que o GC, com excegdo apenas da IL-2, que se
demonstrou igual em todos os grupos (Tabela 1 e Fig. 3). Ainda com relagdo a G1, G2 e
G3, pode-se verificar, estatisticamente, maiores contagens de CD;" e menor porcentagem
de pacientes com critérios clinicos definidores de aids atuais em G2, maior freqiiéncia de
individuos que fizeram uso de esquema duplo e que utilizaram maior tempo de TARV total
em G3, assim como menor CV neste mesmo grupo, quando comparado ao Gl. Outros
resultados encontram-se na tabela 1.

Os resultados dos exames de genotipagem do HIV-1 demonstraram que, dentre os
pacientes em cujas amostras foi possivel realizar a amplificagdo e o seqiienciamento,
observou-se apenas virus sensiveis nos grupos 1 € 2 e, no grupo 3, apenas virus com

resisténcia intermediaria ou plena (Tabela 1).

Discussao

A B-2 microglobulina foi bastante estudada como marcador de progressdo da aids

[7,17-20]. Tuliano R et al/ demonstraram correlagdo positiva entre a -2 microglobulina e a
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CV [19] e Wanchu e al evidenciaram correlagio negativa com CD4 [17]. Antes do
advento da CV e da HAART, havia poucos trabalhos estudando o comportamento deste
marcador bioldgico com relagdo a TARV. Jacobson e al/ ja demonstravam queda dos niveis
de B-2 microglobulina com esquemas de monoterapia com AZT [21]. Apds a introdugdo da
HAART, houve o estabelecimento da CV como marcador de resposta terapéutica, tornando
escassos os artigos que estudaram a mesma agdo pela -2 microglobulina. Murdaca et al
demonstraram diminui¢do dos niveis séricos de antigenos da classe I do MHC apos
HAART, dentre eles a -2 microglobulina, entre pacientes em estagios A e B do Centers
for Disease Control and Prevention (CDC) e a manuteng¢@o de niveis elevados nos pacientes
em FT apos 36 meses [8]. Apos a recente ampliacdo da HAART para paises de baixa e
média renda, em que a realizagdo de CV parece impraticavel para todos os pacientes, novos
trabalhos vém chamando a atengdo para a necessidade da utilizagdo de outros métodos para
o monitoramento da terapia [3,22,23]. Ndo foram encontrados na literatura, até entdo,
artigos que estudassem a utilizacdo de -2 microglobulina como marcador de evolugdo da
resposta @ TARV, na tentativa de diferenciar, mais especificamente, os individuos que
respondem adequadamente a essa terapia dos que evoluem para falha terapéutica, sejam
quais forem as causas.

Os resultados deste trabalho demonstraram que apenas a -2 microglobulina foi
capaz de diferenciar os grupos de individuos sem HAART e CD4" < 350/mm’, os com
HAART e sem FT e, também, os com HAART e FT estabelecida. Estes resultados talvez
possam ser explicados pelo fato de a B-2 microglobulina ser considerada marcador de

atividade inflamatoria que, neste caso, tende a diminuir com a reducdo da CV e do
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conseqiiente estimulo ao sistema imune. Além da B-2 microglobulina, apenas o CD," foi
capaz de distinguir o grupo de pacientes sem TARV e os que a utilizavam e nao
apresentavam FT, corroborando estudos anteriores, que consideram este marcador util,
porém com menor importancia no seguimento dos pacientes sob TARV, devido a sua
grande variabilidade individual na resposta ao tratamento [24].

A determinagdo das citocinas séricas ndo foi capaz de diferenciar os grupos de
estudo com relagdo a FT, porém, vale ressaltar que, dentre o seu comportamento, apenas o
da IL-2 foi diferente, sendo a tUnica citocina que ndo conseguiu se elevar de modo
significativo quando comparamos aos niveis do grupo controle. Uma hipotese para este
comportamento ¢ que a manutengcdo de baixos niveis séricos da IL-2 seja devida a
persisténcia de apoptose de células T CD;" e a mudanga do fendtipo dessas células pelo
HIV-1, deixando-as com capacidade apenas para produzir [FN-y, IL-4 e IL-10, tornando a
recuperagdo imune parcial apéos HAART [25,26]. Este comportamento ndo ocorreu com
relacdo aos niveis de, IFN-y, IL-4 e IL-10, que ndo se alteraram significativamente com o
HAART, porém mantiveram-se sempre acima dos niveis dos individuos normais. A
manutencdo de niveis elevados de IL-10 e IL-4, mesmo apds tratamento, dificulta a
evolucdo do perfil tipo Thl de resposta imune, o que seria desejavel para os infectados pelo
HIV-1, induzindo os mesmos ao padrdo ThO de resposta. Almeida et a/ demonstraram que
os niveis de TNF-a declinaram e os de IL-2 e IFN-y elevaram-se apds HAART [12], o que
ndo foi possivel demonstrar estatisticamente neste trabalho. Talvez isto tenha ocorrido pelo
fato de que, no presente estudo, as contagens medianas de CD4 no G1 tenham sido ainda

relativamente elevadas em comparacdo as do G2 e G3.
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Considerando, ainda, o comportamento das outras varidveis dentre os grupos
estudados com relagdo a FT, foi possivel observar o maior tempo de TARV total em G3,
menor porcentagem de individuos com critérios clinicos atuais definidores de aids e menor
nimero de pacientes que utilizaram esquema duplo em G2, quando comparados a G3 e
menor CV em G3 que em GI. Estes achados encontram-se de acordo com a literatura
existente.

Atualmente, o exame de genotipagem do HIV-1 mostra-se como importante
ferramenta para guiar a troca do esquema HAART, quando o mesmo apresenta-se em falha
[27,28]. Apesar do numero restrito de pacientes que puderam obter amplificagdo e
seqlienciamento de sua populagdo viral predominante através de genotipagem, notou-se
predominio de virus com resisténcia 8 HAART no grupo de individuos com FT. A presenca
de niveis mais baixos de -2 microglobulina nesse grupo, quando comparado ao grupo sem
HAART, talvez possa ser explicada pela menor capacidade replicativa dos virus resistentes
e pela acdo da HAART, mesmo que seja residual sobre esses virus [29,30]. Pode-se notar
que a CV no grupo de individuos sem HAART apresentou-se mais elevada, corroborando a
hipétese apresentada. A eficicia da HAART em diminuir a CV a niveis indetectaveis
parece explicar os menores niveis de -2 microglobulina no grupo com HAART e sem FT,
quando comparado ao grupo de individuos sob HAART e com FT.

O custo do teste para determinag@o dos niveis séricos de 3-2 microglobulina ¢ cerca
de duas vezes mais barato que o da CV no Brasil. Deve-se considerar que o pre¢o do exame
de CV foi bastante reduzido no Brasil devido a licitagdo nacional, atingindo cerca de US$

10. Caso o mesmo fosse feito com os testes de -2 microglobulina, esta diferenga talvez
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poderia ser ainda maior. Considerando o grande aumento na demanda de pacientes em uso
de HAART e a conseqiiente necessidade de novos marcadores de eficicia da HAART nas
localidades em que o exame de CV parece impraticavel, os resultados encontrados neste
trabalho parecem sugerir que a dosagem sérica de [B-2 microglobulina, uma técnica
relativamente simples e barata, possa ser util na diferenciag@o entre individuos em FT ou
ndo, apos HAART.

Outros trabalhos prospectivos, com maior nimero de participantes e na presenga de
outras co-morbidades, talvez possam corroborar o comportamento deste marcador
bioloégico no monitoramento da HAART. Assim como ja vem sendo estudado por outros
autores [3], talvez a -2 microglobulina, em associacdo com outros parametros clinicos e
laboratoriais mais acessiveis, possam ser suficientemente eficazes no reconhecimento da
FT e até¢ mesmo sua causa. Isto poderia reduzir gastos diretos com exames mais complexos
e, indiretos, ao se evitar a troca desnecessaria do esquema para os de segunda linha,

financeiramente bem menos acessiveis.
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Parametro

Grupo

Gl

G2

G3

GC

Idade

Sexo

IL-2

IFN-y

IL-4

IL-10

TNF-a

B-2 microglobulina

CD," atual

CD;" atual

Carga viral plasmatica atual

Resisténcia viral genotipica

Critério definidor de aids prévio

Critério clinico definidor de aids atual

Subtipo viral (B ou F)

Nimero de esquemas ARV utilizados por paciente

Tempo de TARYV total

Uso prévio de esquema duplo

Tempo total de esquema duplo

Tempo de TARYV atual continua

Esquema atual com inibidor de protease (IP)

Esquema atual com inibidor da transcriptase reversa analogo de nucleosideo (ITRNN)

Fig. 1. Parametros avaliados em cada grupo de estudo. G1 - formado por 15 individuos infectados pelo HIV-1, virgens
de tratamento ou sem uso de HAART ha pelo menos seis meses e com contagens de linfécitos T CD," menores que
350 células/mm’. G2 - formado por 31 individuos infectados pelo HIV-1, em uso de HAART e sem falha terapéutica
virolégica (CV indetectavel ou < 50 copias/mL, apds pelo menos seis meses de HAART). G3 - formado por 43
individuos infectados pelo HIV-1, em uso de HAART e com falha terapéutica virologica (CV detectavel ou > 50
copias/mL, apds pelo menos seis meses de HAART). GC - formado por 20 individuos normais, doadores de sangue do

Hemocentro de Botucatu.
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H Beta-2 microglobulina

2,92

Mediana beta-2
microglobulina (mg/mL)
[\°]

Gl

2,02

G2 G3
Grupos de Estudo

B-2 microglobulina — (G1>G3>G2)

Fig. 2. Medianas das dosagens de -2 microglobulina e andlise estatistica comparativa entre os grupos (p< 0,05).
G1 - 15 individuos infectados pelo HIV-1, virgens de tratamento ou sem uso de HAART ha pelo menos seis meses
e com contagens de linfocitos T CD," menores que 350 células/mm’. G2 - 31 individuos infectados pelo HIV-1,
em uso de HAART e sem falha terapéutica virologica (CV indetectavel, < 50 cépias/mL, apds pelo menos seis
meses de HAART). G3 - 43 individuos infectados pelo HIV-1, em uso de HAART e com falha terapéutica
virologica (CV detectavel, > 50 copias/mL, apds pelo menos seis meses de HAART).
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Fig. 3. Medianas das dosagens das citocinas séricas (TNF-o, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10) e andlise estatistica
comparativa entre os grupos (p< 0,05). GC - 20 individuos normais, doadores de sangue do Hemocentro de
Botucatu. G1 - 15 individuos infectados pelo HIV-1, virgens de tratamento ou sem uso de HAART héa pelo menos
seis meses e com contagens de linfécitos T CD," menores que 350 células/mm’. G2 - 31 individuos infectados
pelo HIV-1, em uso de HAART e sem falha terapéutica viroldgica (CV indetectavel, < 50 copias/mL, apos pelo
menos seis meses de HAART). G3 - 43 individuos infectados pelo HIV-1, em uso de HAART e com falha
terapéutica viroldgica (CV detectavel, > 50 copias/mL, apds pelo menos seis meses de HAART).
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Abstract

Objective: To assess the behavior of serum [3-2 microglobulin and serum cytokines TNF-a,
IFN-y, IL-2, IL-4 and IL-10 as indicators of highly active antiretroviral therapy (HAART)
failure

Design: Cross-sectional study.

Methods: Eighty-nine HIV-1+ patients and 20 normal individuals were divided into 4
groups: G1- 15 HIV-1+ individuals, previously untreated or without HAART for at least
six months and CD," < 350 cells/mm’; G2- 31 HIV-1+ individuals undergoing HAART
without virological therapeutic failure (TF), G3- 43 HIV-1+ individuals undergoing
HAART with TF, and CG- 20 normal individuals who served as controls for serum
cytokines. Demographic, clinical and HAART data were reviewed, and serum [(-2
microglobulin, serum cytokines (TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4 and IL-10), HIV-1 genotyping,
plasma viral load and T CD," and CDg" lymphocytes tests were performed.

Results: G1, G2 and G3 comparison to assess TF showed statistical difference only for -2
microglobulin between these groups (G1>G3>G2; p<0.05).

Conclusions: Serum -2 microglobulin showed to be useful for differentiating individuals
with TF or not after HAART. Further prospective studies on a larger number of patients
and in the presence of other co-morbidities may be able to corroborate the behavior of this
biological marker for HAART monitoring, particularly aiming at its possible use in low-
income areas.

Key words: -2 microglobulin, serum cytokines, HIV-1, resistance, HAART, therapeutic

failure, genotyping.
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Introduction

Initiatives such as WHO/UNAIDS ‘3 by 5° made it possible to achieve the figure of
3 million people with access to antiretroviral therapy (ART) in middle- and low-income
countries in 2007. This figure represented a 7.5-fold increase in the last four years;
however, it still only benefited 31% of the demand [1]. In Brazil, access to AIDS treatment
is mandated and free by law, and it is estimated that 180,640 patients were benefited by
ART at the end of 2007. As a result, approximately 1,300,000 hospitalizations were
prevented in 10 years, in addition to reduction in mortality and disease transmission [2].
The increase in these countries’ coverage leads to important expenditure on antiretroviral
drugs (ART); however, it also raises another problem, which is therapy monitoring in low-
income locations [3]. Taking into account the high cost of T CD," (CD4") lymphocyte
counts and plasma viral load (VL) tests [4,5], three tendencies presently exist as regards
such monitoring. One of them states that an adequate cost-benefit relationship exists when
ART is introduced or changed based only on clinical parameters. In this case, important
resources would be economized on laboratory tests; however, there would be higher risk of
clinical complications and mutant selection, considering a longer therapeutic failure (TF)
time in addition to the resulting increase in HIV transmission [5]. On the other hand, some
authors advocate the use of VL and CD,  which, although more costly, would decrease
risks for opportunistic infections, mutant selection and viral transmission. Such tests could
show a better cost-benefit relationship for helping the early diagnosis of patients’ low
adherence, thus enabling its intensification and preventing unnecessary changes to second-
line schemes, which are much more costly than first-line treatment schemes [6]. And

finally, there is the option for an intermediate alternative, in which some more basic
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laboratory tests, such as hemoglobin level and total lymphocyte count, would be associated
with patients’ clinical presentation for highly active antiretroviral therapy (HAART)
monitoring [3]. There is agreement on the fact that more accessible ART efficacy markers
must be studied, as for instance the price reduction for gold-standard tests, such as VL,
which is used in richer countries.

-2 microglobulin is a 12-Kda protein which provides stability to the human major
histocompatibility complex class I (MHC-I), and high levels of such protein are found in
HIV-infected patients. It is still considered to be a disease progression marker [7]; however,
few studies describe -2 microglobulin action as an efficacy marker for the HAART [8].

Clerici and Shearer were the first to propose the use of cytokines as AIDS
progression markers in 1993 by showing a tendency to reduction in IL-2 and IFN-y levels
and also to an increase in IL-4 and IL-10 as the disease developed [9]. Other studies have
also investigated the behavior of serum cytokines in relation to HAART and, because they
are qualitative markers, these substances showed to be capable of providing important
information on the recovery of immune response in individuals under treatment even after
VL levels became undetectable and despite the fact that T CD," lymphocyte count did not
significantly increase [10-12].

By considering the behavior of such substances in relation to inflammatory activity
induced by HIV-1 replication and the need to study alternative markers for HAART
monitoring, particularly in areas with reduced financial resources, this study aimed at
assessing the behavior of serum -2 microglobulin and serum cytokines TNF-a, IFN-y, IL-

2, IL-4 and IL-10 as indicators of the presence, or not, of TF.
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Methods

From August 2004 to November 2005, 89 HIV-1-infected individuals assisted by
the Tropical Diseases Sector of the Botucatu School of Medicine — UNESP and 20 normal
blood donors at the Blood Transfusion Center of Botucatu were recruited for participation
in this cross-sectional study. To be included in the investigation, the HIV-1-infected
individuals should be over 18 years old and sign the “written consent form” (WCF), in
addition to not presenting other immunosuppression causes, such as neoplasias,
transplantations, treatment by immunosuppressive substances or auto-immune diseases.
They should not also be using any type of immunostimulating substances or at any time of
gestation. The normal individuals were included after screening at the Blood Transfusion
Center of Botucatu. They had no clinical complaints and presented nonreagent serological
test results for HIV-1/2, HTLV U1, hepatitis C, hepatitis B, syphilis and Chagas Disease.
They also agreed to sign the WCF.

In order to achieve the objective of the study, four groups were organized: Group 1
(G1), consisting of 15 HIV-1-infected patients who had been previously untreated or
without HAART for at least 6 months and showed T CD," lymphocyte count smaller than
350 cells/mm’ (patients indicated for HAART commencement or re-commencement would
be represented in this group, according to the present literature); Group 2 (G2), consisting
of 31 HIV-l-infected individuals undergoing HAART and showing no detectable
virological therapeutic failure (undetectable VL or < 50 copies/mL, at least six months after
HAART implementation); Group 3 (G3), consisting of 43 HIV-l-infected patients
undergoing HAART and showing virological therapeutic failure (detectable VL or > 50

copies/mL, at least six months after HAART implementation), in addition to the control
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group (CG), composed of 20 normal non-infected individuals who were blood donors at the
Blood Transfusion Center of Botucatu.

Figure 1 shows the parameters evaluated in each study group. For evaluation of the
inclusion criteria, the patients were randomly approached according to their time of arrival
at the hospital on the date when clinical material samples were collected for routine follow-
up tests. After they were interviewed and included in the study, data related to demographic
parameters, clinical conditions and ART were collected. Such data were later
complemented by the study of their medical charts. Next, blood samples for laboratory
parameters were collected and sent to the respective laboratories in charge of each test type.

Serum -2 microglobulin measurements were performed by the microparticle
enzyme immunoassay (MEIA) technique (Axsym Abbott), according to the manufacturer’s
specifications. For determining serum cytokines IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10 and TNF-q, the
sera obtained were immediately separated and stored in aliquots under refrigeration at -
70°C for up to 3 months. The serum levels of the cytokines were determined by the ELISA
method, using Quantikine Human Kits (R&D® Systems, Minneapolis, MN, USA),
according to the manufacturer’s instructions. The minimum and maximum limits of serum
cytokine detection were, respectively, 15.6 to 1,000 pg/mL for TNF-o and IFN-y, 31.2 to
2,000 pg/mL for IL-2, 1.6 to 5,000 pg/mL for IL-4 and 3.2 to 10,000 pg/mL for IL-10.
Determinations of HIV-1 plasma viral load were conducted by the branched-chain DNA
amplification test (VERSANT® HIV-1 RNA 3.0 bDNA system, Bayer Corporation, East
Walpole, MA, USA), with the detection limit of 50 RNA copies/mL of plasma. T CD," and
T CDg" lymphocyte counts were performed by flow cytometry on the equipment model

FACSCalibur™ (BD, San Jose, CA, USA), using kit TRITEST™ (BD®) anti-CD3-
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PerCP/CD4-FITC/CD8-PE and TruCount™ (BD®) tubes. HIV-1 genotyping was
performed from viral RNA extracted by the QuiaAmp RNA Viral mini Kit (Quiagen),
according to the manufacturer’s instructions. The technique used for performing
genotyping tests consisted of a retrotranscription followed by Polymerase Chain Reactions
(PCR) whose products were analyzed by an automated sequencing system.
Retrotranscription was performed by using the High Capacity kit (Applied Biosystems).
PCR for amplification of the HIV-1 polymerase gene was conducted by using 1X Buffer
(Invitrogen), 3.5 mM of MgCl; (Invitrogen), 0.4mM dNTP, 0.2uM of Kozal-1 primer (5°-
CAGAGCCAACAGCCCCACCA-3’), 02 uM of Kozal-2 primer (5°-
TTTCCCCACTAACTTCTGTATGTCATTGACA-3’) [13], 2.5U of Taq Recombinant
DNA polymerase (Invitrogen — 5U/uL) and 150ng of cDNA at a total reaction volume of
50uL. The reaction proceeded with an initial denaturation at 94°C for 10 minutes, 35 cycles
of 94°C for 30 seconds, 55°C for 30 seconds, 72°C for 2 minutes and 1 cycle of 72°C for
10 minutes for final extension. A nested PCR was performed for amplification of the
Reverse Transcriptase gene by using 1X Buffer (Invitrogen), 2.5 mM of MgCl,
(Invitrogen), 0.4mM dNTP (Pharmacia), 0.2 pM of the Frenkel-1 primer (5°-
GTTGACTCAGATTGGTTGCAC-3"), 0.2uM of the Frenkel-2 primer (5°-
GTATGTCATTGACAGTCCAGC-3’) [14], 2.5U of Taq Recombinant DNA polymerase
(Invitrogen — 5U/uL) and 5 pL of the PCR product at a total reaction volume of 50uL. The
reaction proceeded with an initial denaturation at 94°C for 10 minutes, 35 cycles of 94°C
for 1 minute, 55°C for 1 minute, 72°C for 1.5 minute, and 1 cycle of 72°C for 10 minutes

for final extension. A nested PCR was performed for amplification of the Protease gene by

using 1X Buffer (Invitrogen), 2.5 mM of MgCl, (Invitrogen), 0.4mM dNTP (Pharmacia),
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0.2 uM of primer DP10 (5’-TAACTCCCTCTCAGAAGCAGGAGCCG-3’), 0.2 uM of
primer DP 11 (5’-CCATTCCTGGCTTTAATTTTACTGGTA-3") [15], 2.5U of Taq
Recombinant DNA polymerase (Invitrogen — SU/uL) and 5 pL of the PCR product at a
total reaction volume of S0uL. The reaction proceed with an initial denaturation at 94°C for
10 minutes, 35 cycles of 94°C for 30 seconds, 55°C for 30 seconds, 72°C for 1 minute and
1 cycle of 72°C for 10 minutes for final extension. The fluorescent staining reaction was
performed on a 96-well microplate by adding 4 pL of Big Dye (Applied Biosystems), 0.16
UM of primer, 4 uL of the purified sample at a total reaction volume 10 uL. Two reactions
were performed for each gene, one using the forward primer and another utilizing the
reverse primer. The sequences were analyzed in the BioEdit Sequence Alignment Editor,
and after obtaining a consensus sequence, it was analyzed by the seq-HIV algorithm of the
Stanford University website [16]. The samples classified as “susceptible” or “potential low-
level resistance were considered to be sensitive to HAART. Those classified as “low-level
resistance” and “intermediate resistance” were considered to be intermediate samples, and
finally, those denominated “high-level resistance” were considered to be fully resistant.
The protease- and reverse-transcriptase-codifying gene regions were subtyped by alignment
tools and similarity of the sequences generated by using the sequence database of Stanford
University.

Statistical Analysis

The Mann-Whitney test for independent samples was used for between-group
comparison in the case of numeric variables, and Fisher’s exact test was applied for

category variables. Statistical difference was considered when p < 0.05.
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This study was approved by the Research Ethics Committee of the Botucatu School

of Medicine-UNESP.

Results

When analyzing the predominance of males, no significant difference was found
between G1, G2, G3 and GC. Also, there was no statistical difference in relation to age
between the groups (Table 1). B-2 microglobulin behavior was statistically different
between G1, G2 and G3, and its levels were higher in the group of individuals without
HAART, intermediate in those using HAART and presented TF, and lower in those using
HAART but did not present TF (Table 1 and Fig. 2). By considering the dosages of serum
cytokines TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4 and IL-10, no significant difference was observed
between G1, G2 e G3; however, these groups presented higher serum levels for all
cytokines than CG, except only for IL-2, which showed to be the same in all groups (Table
1 and Fig. 3). Also, in relation to G1, G2 and G3, it was possible to statistically observe
higher CD," counts and lower percentages of patients with present clinical AIDS-defining
criteria in G2, a higher frequency of individuals who used a dual scheme and who used
total ART for a longer time in G3, as well as lower VL in the same group when compared
to G1. Further results are shown in Table 1.

The results of HIV-1 genotyping tests showed that, among the patients on whose
samples it was possible to perform amplification and sequencing, only sensitive viruses

were observed in groups 1 and 2, and only intermediate- or full-resistance in group 3 (Table

).
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Discussion

B-2 microglobulin has been frequently studied as a marker for AIDS progression
[7,17-20]. Iuliano R ez al have shown a positive correlation between [3-2 microglobulin and
VL [19], and Wanchu e al have reported a negative correlation with CD4" [17]. Prior to the
VL advent and HAART, there were few studies on the behavior of such biological marker
in relation to ART. Jacobson ef al/ have reported a decrease in serum (-2 microglobulin
levels as a result of AZT monotherapy [21]. After the introduction of HAART, VL was
established as a marker for the therapeutic response, and reports investigating the same
action by -2 microglobulin became scarce. Murdaca et al showed a reduction in the serum
levels of MHC-I antigens after HAART, among which is 3-2 microglobulin, in level-A and
level-B patients of the Centers for Disease Control and Prevention (CDC) and the
maintenance of high levels in patients with TF after 36 months [8]. It was only after the
recent expansion of HAART to low- and middle-income countries, where VL performance
seems unfeasible for all patients, that new studies have pointed out the need to use other
methods for therapy assessment [3,22,23]. So far, no reports have been found in the
literature investigating the use of B-2 microglobulin as a marker for ART response
development in order to more specifically differentiate individuals who respond adequately
to such therapy from those who develop to therapeutic failure, whatever the causes are.

The results in this study have shown that (-2 microglobulin only was able to
differentiate the groups of individuals without HAART and CD4" < 350/mm’, those with
HAART and without TF as well as those with HAART and established TF. These findings
may be explained by the fact that B-2 microglobulin is considered to be an inflammatory-

activity marker which, in this case, tends to diminish with the reduction of VL and of the
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consequent stimulation of the immune system. In addition to -2 microglobulin, only CD,"
was capable of distinguishing the group of patients without ART from those who used it
and did not present TF, thus corroborating previous studies which consider such marker to
be useful although less important in the follow-up of patients undergoing ART due to its
high individual variability in treatment response[24].

The determination of serum cytokines was not capable of differentiating the groups
in relation to TF; however, it is noteworthy that, in their behavior, only IL-2 was different,
since it was the only cytokine that could not increase significantly when compared to the
control group. A hypothesis for this behavior is that the maintenance of low IL-2 serum
levels is due to the persistence of apoptosis of T CDy4" cells and the change in such cells’
phenotype by HIV-1, which makes them capable to produce only IFN-y, IL-4 and IL-10,
thus making immune recovery partial after HAART [25,26]. Such behavior did not occur in
relation to the levels of IFN-y, IL-4 and IL-10, which were not significantly altered by
HAART, but remained always above the levels shown by normal individuals. The
maintenance of high IL-10 and IL-4 levels, even after the treatment, hinders the
development of the Thl-type immune response profile, which would be desirable for
individuals infected with HIV-1, as it induces them to the ThO response pattern. Almeida et
al showed that TNF-a serum levels decreased and those of IL-2 and IFN-y increased after
HAART [12], which was not possible to demonstrate statistically in this study. This may
have occurred due to the fact that in this study, median CD4" counts in G1 were still
relatively high in comparison to those of G2 and G3.

By also taking into account the behavior of other variables among the studied

groups in relation to TF, it was possible to observe the longer total ART time in G3, a
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smaller percentage of individuals with present clinical AIDS-defining criteria and a smaller
number of patients using a dual scheme in G2 as compared to G3 and lower VL in G3 than
in G1. These findings are in accordance with the existing literature.

At present, the HIV-1 genotyping test has shown to be an important tool to guide
changes in HAART schemes when they fail [27,28]. Despite the restricted number of
patients who were able to have their predominant viral population amplified and sequenced
by genotyping, a predominance of HAART-resistance viruses was found in the group of
individuals with TF. The presence of lower -2 microglobulin levels in this group, when
compared to the group without HAART, may be explained by the smaller replicative
capacity of resistant viruses and by HAART action, even if it is only residual on such
viruses [29,30]. It could be observed that VL was higher in the group of individuals without
HAART, thus corroborating the hypothesis presented. HAART efficacy in reducing VL to
undetectable levels seems to explain the lower -2 microglobulin levels in the group with
HAART and without TF, when compared to the group of individuals undergoing HAART
and with TF.

The cost of tests for determining serum -2 microglobulin levels is approximately
twofold lower than VL in Brazil. It must be considered that the price of VL tests has been
highly reduced in Brazil due to nationwide bidding, and it has reached the amount of US$
10. If the same is done for -2 microglobulin tests, this difference could be even greater.
Considering the large increase in the number of patients undergoing HAART and the
resulting need for new markers of HAART efficacy in locations where VL tests seem to be

unfeasible, the findings in this study seem to suggest that serum (-2 microglobulin
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measurement, a relatively simple and inexpensive procedure, can be useful to differentiate
individuals in TF or not after HAART.

Further prospective studies involving a larger number of participants and in the
presence of other co-morbidities may corroborate the behavior presented by this biological
marker in HAART monitoring. Hence, according to what has been studied by other authors
[3], B-2 microglobulin in association with other more accessible clinical and laboratory
parameters may be sufficiently effective in recognizing TF and even its cause. This could
reduce direct expenditure on more complex tests and indirect by preventing unnecessary

scheme changes to second-line schemes, which are financially much less accessible.
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Parameter

Group

G1

G2

G3

CG

Age

Sex

IL-2

IFN-y

IL-4

IL-10

TNF-a

B-2 microglobulin

Present CD,*

Present CDg"

Present plasma viral load

Genotypic viral resistance

Previous AIDS-defining criterion

Present clinical AIDS-defining criterion

Viral subtype (B or F)

Number of ART schemes used per patient

Total ART time

Previous use of a dual scheme

Total dual-scheme time

Present ART continuous time

Present scheme with a protease inhibitor (PI)

Present scheme with a non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NNRTI)

Fig. 1. Parameters evaluated in each group of the study. G1 — formed by 15 HIV-1-infected individuals, previously
untreated or without HAART for at least six months and T CD," lymphocyte counts lower than 350 cells/mm’. G2 —
formed by 31 HIV-1-infected individuals undergoing HAART and without virological failure (undetectable VL or <
50 copies/mL, at least six months after HAART implementation). G3 — formed by 43 HIV-l-infected individuals
undergoing HAART and with virological therapeutic failure (detectable VL or > 50 copies/mL, at least six months
after HAART implementation). CG — formed by 20 normal individuals, blood donors at the Blood Transfusion Center

of Botucatu.
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Fig. 2. Medians of -2 microglobulin measurements and between-group comparative statistical analysis (p < 0.05). G1
- 15 HIV-1-infected individuals, previously untreated or without HAART use for at least six months and T CD,"
lymphocyte count smaller than 350 cells/mm’. G2 - 31 HIV-1-infected individuals undergoing HAART and without
virological therapeutic failure (undetectable VL, < 50 copies/mL, at least six months after HAART implementation).
G3 - 43 HIV-1 infected individuals undergoing HAART and with virological therapeutic failure (detectable VL, > 50

copies/mL, at least six months after HAART implementation).
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Fig. 3. Medians of serum cytokines (TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10) measurements and between-group comparative
statistical analysis (p < 0.05). CG - 20 normal individuals, blood donors at the Blood Transfusion Center of Botucatu.
G1 - 15 HIV-1-infected individuals, previously untreated or without HAART use for at least six months and T CD,"
lymphocyte count smaller than 350 cells/mm’. G2 - 31 HIV-1-infected individuals undergoing HAART and without
virological therapeutic failure (undetectable VL, < 50 copies/mL, at least six months after HAART implementation).
G3 - 43 HIV-1 infected individuals undergoing HAART and with virological therapeutic failure (detectable VL, > 50
copies/mL, at least six months after HAART implementation).
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Anexo 1 - Documento 1. Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Medicina

de Botucatu - Universidade Estadual Paulista - UNESP.
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Anexo 1 - Documento 2. Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Medicina
de Botucatu - Universidade Estadual Paulista - UNESP.



Anexo 2. Dados obtidos a partir das varidveis estudadas no grupo controle (GC).

Individuo Sexo Idade TNF-o IFN-vy IL-2 1L-4 IL-10
(M/F) _(anos) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)

GC-01 M 27 84 188 58 0 4
GC-02 M 38 76 216 191 10 10
GC-03 F 36 104 102 63 5 7
GC-04 M 28 54 304 94 10 10
GC-05 M 28 118 286 168 8 8
GC-06 M 53 121 204 112 15 10
GC-07 F 62 91 210 69 10 10
GC-08 M 50 88 186 99 8 5
GC-09 M 44 117 174 174 5 5
GC-10 M 47 136 161 189 4 0
GC-11 M 39 63 263 54 10 14
GC-12 M 19 86 208 86 12 10
GC-13 M 53 151 184 91 15 18
GC-14 M 32 108 274 74 10 22
GC-15 M 27 65 112 108 10 10
GC-16 F 36 77 108 142 8 5
GC-17 M 38 121 246 110 0 0
GC-18 M 58 104 288 108 10 5
GC-19 M 23 79 308 121 5 0
GC-20 F 27 108 263 68 10 10
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Anexo 6. Regras para submissao de manuscritos do periédico “AIDS”.

Guidance for Authors on the Preparation and Submission of Manuscripts to AIDS

Mote: These instructicns comply with those formulated by the International Committea of
Medical Journal Editors. For further details, authors should consult the following article:
International Committee of Medical Journal Editors. "Uniform Reguirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals” M Engl J Med 19%7:336:309-315. The complete document

appears at www.icmje.org.

Scope

AIDS publishes papers reporting original sciantific, clinical, spidemiclogical, and social
rasearch which are of a high standard and contribute to the overall knowledge of the field of
the acguired immune deficiency syndrome. The Journal publishes Original Papers, Concise
Communications, Field Notes, Research Letters, and Correspondence, as well as invited
Editorial Reviews, Opinion Pieces, and Editorial Comments, All manuscript submissions to the
regular issues and supplemeants of the journal are peer-reviewed. Papers may be subject to a
statistical analysis and for flow cytometry results by a group of experts in the field. Cass
Reports are not encouraged but may be considered as Correspondance letters.

Field Notes

Articles describing experiences with diagnosing and treating HIV infection and its
accompanying cpportunistic infections and cancers will be considered for this section of the
journal. These contributors should report personal expariences and give insight into the way
culture and medical care within a particular part of the world influences the approaches taken
for HIV/AIDS, Preference is given to individuals working in developing countries. The length
should be no longer than 1500 words and can have up to 4 illustrations. Please indicate this
saction when submitting the manuscript.

Original papers

Manuscripts should be concize and not ba more than 2500 words, with up to five figures or
tables. Papars will be returned if thay exceed the maximum stated. The word limit refers to the
main body of the text and does not include the abstract, references or figure legends.

Concise Communications

Original research findings that do not require a full paper, but are completad studies, may be
submitted as Concise Communications. Papers should not excaed 1800 words, and may be
accompanied by a maximum of two insarts only {figures/tables). Papers submitted for
consideration as Concise Communications should be clearly idantified in the author’s covering
letter.

Research letters

Research Letters provide a forum for original research results, excluding case reports, and
obzervations that merit publication and can be reported succinctly. Rasearch lettars are
reviawed by the Editors or external reviewers. Research letters should include a summary of
up to 73 words, not exceed 1000 words (excluding summary) and not have more than one

figure or table.

Correspondence
The correspondance saction is reserved for case reports, and letters that are addressing issues
or exchanging views on topics arising from published articles in the journal. Correspondance

should not exceed 750 werds and not have more than one figure or table. Thase letters are
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subject to review by the Editors, and mavy be rejected without written explanation. In some
instances, correspondence will be peer-raviswed.

According to AIDS Editorial policy, the Editors will not entar into direct correspondenca
regarding a submission to the journal. Where clarification about a decision is requested, all
communications should be made in writing and directad to the journal office in London, The
Editors endorse the guidelines from the Committee on Publication Ethics (COPE) on good
publication practice (www.publicationethics.crg.uk).

Opinion Piece

The journal will consider articles that detail an opinion of an author{s) on a particular area of
HIV/AIDS, Thesa Opinion Pieces should be limited to 1300 words and can have up to three
illustrations or tables, The papers will be subjact to the same review process as other original

articles.

POINTS TO CONSIDER BEFORE SUBMISSION

Authors should complete an Author Checklist form and send a signed copy by mail or fax
to :The Editors, AIDS, AIDS Editorial Office, 250 Waterloo Road, London SE1 3RD, UK, Fax:
+44 20 7981-06801,

Redundant or duplicate publication

Submissions are accepted on the understanding that they have not been publishad in their
current form or a substantially similar form {in print or elactronically, including on a2 web site],
that they have not been accepted for publication elsewhere, and they are not under
consideration by another publication, The International Committes of Medical Journal Editors
has provided details of what is and what is not duplicate or redundant publication. If you are in
doubt (particularly in the cass of material that vou have posted on a web site), we azk vou to
proceed with your submission but to include a copy of the relevant previously publizshed wark
or work under consideration by other journals.

Conflicts of interast
Authors must state all possible conflicks of interest, including financial, consultant, instituticnal

and other ralaticnships that might lead to bias or a conflict of interest. If thare iz no conflict of
interest, this should be sxplicitly stated. &ll sources of funding should be acknowledged in the
papar. Some of our journals will print your statement; others at present do not. You might like
to lock at an editorial in the British Meadical Journal on Bevond conflict of interest, Remember
that sources of funding should be acknowledged in your papar.

Permissions to reproduce previously published material

Authors should include with their submission, copies of written permission to reproduce
material published elsewhere (such as illustrations) from the copyright holder, Authors are
responsible for paying any fees to reproduce material, We cannot send your papar to press

without these permissions!

Subject consent forms

Subjects have a right to privacy that should not be infringed without informed consent.
Identifying details {written or photographic) should be cmitted if they are not essential, but
subject data should never be altered or falsified in an attempt to attain anonymity. Complate
ancnymity is difficult to achieve, and a consent form should be cbtained if there is any doubt.
For example, masking the eye region in photegraphs of subjacts is inadeguate protection of
anonymity. When informed consent has been obtained, it should be indicatad in the published

article. A sample patient consent form is available here if requirad.

Ethics committee approval
All authers must sign a declaration that the research was conducted within the guidzlines
below and under the terms of all relevant local legislation. Please also lock at the latest version

of the Declaration of Helsinki. The Editors reserve the right to judge the appropriateness of the
use and treatment of humans or animals in experimants for publication in tha journal.
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Human experiments: All work miust be conducted in accordance with the Declaration of
Helsinki. Papers describing experimental work on human participants which carries a risk of
harm must include (1) a statemeant that the sxperimants were conducted with the
understanding and the consent of each participant, and (2} a statemeant that the responsible
sthical committee has approved the experiments.

Animal experiments: In papars describing experiments on living animals, include {1} a full
description of any anassthetic and surgical procedure ussd, and (2} evidence that all possible
steps were taken to aveid animals' suffering at =ach stage of the experiment. In expariments
invelving the use of muscle relaxants, describe the precautions taken to ansure adeguate
anaesthasia {7 Physiol 1930; 420:xii-xiii}.

Experiments on isolated tissues: Indicate precisely how you cbtained the donor tissue, The NIH
guide for the care and use of laboratory animals (National Institutes of Health Publications Ne.

80-23, revised 1978) gives guidelinas for the acquisition and care of animals.

Clinical trials and behavioural evaluations:

Authors reporting results of randomized controlled trials should include with their submission a
cempleta checklist from the CONSORT statement, see JAMA 1996; 227:837-639 or
http://vwww.consort-statement.org. For behavicural and public health evaluations invelving

nen-randomized designs, authors should include with their submissiocn a complete checklist
fram the TREND statement, ses Am J Public Health 2004; 94:361-3266 ar htto: /v trend-

statement.org,

Registration of clinical trialz: As a condition for publication of a climical trial in AIDS,
registration of the trial in @ public registry is required. Registration of a trial must be at or
before the enrollmant of participants. This policy, in concert with that of the ICMIE, applias to
clinical trials starting enrollment after 1 July 20035, For trials baginning enrcllment before this
date the journal will require registration by 13 September 2003, We will use the definition
proposad by the ICMIE of a 'clinical trial as a research project that prospectively assigns
human subjects to intervention or comparison groups to study a cause and effect relationship
betwaen a medical interventicn and a health cutcome’ see W Engl 7 Mad 2004; 354:511.
Studies such as phase 1 trials will be exempt. The editors of AIDS also do not advocate ane
particular registry but reguire that the registry utilized meet the criteria set cut in the
statement of policy of the ICMIE. Thus the registry must include an identifying number of the
trial, a descripticn of the intarvention{s), comparison(s) investigated, hypothesis, primary and
secondary cutcome measures, aligibility and exclusion critaria, dates of start, anticipated
follow up and clesure, number of subjects, funding source, and contact information for the
principal investigator.

Authorship

All authors must sign the decument accompanying their submissien to confirm that they hava
read and approved the paper, that they have met the criteria for authorship as establizhad by
the International Committee of Medical Journal Editors, that they believe that the paper
represents honest work, and that they are able to verify the validity of the results reported.
You might also be interested to read the debate on authorship in general in the British Meadical

Journal's Authorship collection.

Many of the points covered above are discussed in the New England Journal of Medicine's

collection of papers entitled ‘Editorial policias’.

The corresponding author should list the principal contributions made by each of the authors to
the article in the Acknowledgements saction of the submission. The journal discourages a long
list of authors and does not recommend maore than 10. In rare instances, a maximum of twalve
is permitted if well-justified. Persons listed as avthors must be able te justify their participation
in the study and should have substantially contributed to the study’'s concaption, design, and
performance. An Appendix of additional study sites and participants, in addition to the authors,
may be included after the References.
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Anexo 7. Registro do projeto de estudo na base “ClinicalTrials.gov” NCT00831287.
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