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RESUMO

A deficiéncia de vitamina D é uma condi¢do subdiagnosticada e geralmente
nao aventada como alvo de investigacdo laboratorial por parte dos clinicos.
Estima-se que em torno de 36% dos adultos saudaveis e 57% dos pacientes
internados apresentem algum grau de deficiéncia de vitamina D. A prevaléncia
elevada desta deficiéncia deve-se aos polimorfismos dos genes implicados na
resposta a vitamina D, baixa exposicdo solar, interacdes medicamentosas e
aspectos nutricionais. A aplicacdo das pesquisas relacionadas a vitamina D e
AIDS se baseia em possiveis usos na reducdo da transmissibilidade, reducéo
da progressao clinica, interacdes medicamentosas, reducdo na incidéncia de
infeccdes, neoplasias, doencas autoimunes e queda da mortalidade geral. Este
estudo visa obter a prevaléncia da deficiéncia de vitamina D entre em pacientes
com diagnéstico de infeccdo pelo HIV acompanhados em um
grande ambulatério de referéncia no municipio do Rio de Janeiro, avaliar a
associacdo do uso de antirretrovirais e deficiéncia de vitamina D, associacao
entre a contagem de linfécitos TCD4" e a deficiéncia de vitamina D, associag&o
entre a carga viral plasmatica do HIV e a deficiéncia de vitamina D e realizar a
andlise estatistica dos dados utilizando técnicas descritivas e exploratorias.
Dos pacientes estudados, um total de 91 (72,8%) apresentou deficiéncia de
vitamina D, definida por concentragdo plasmatica inferior a 32 ng/dL. O grupo
foi classificado categoricamente em deficiéncia grave, com valores inferiores a
10 ng/dL (5 individuos), deficiéncia moderada, entre 10-19 + (36 individuos),
deficiéncia leve, 20-31 ng/dL (50 individuos) e suficiéncia, maiores ou iguais a
32 ng/dL (34 individuos). N&o foi encontrada associacdo entre as
concentracfes plasmaéticas de vitamina D e as variaveis idade, sexo, tempo de
diagndstico, tempo de uso de terapia antirretroviral, carga viral plasmética do
HIV e esquema antirretroviral atual. Através de regressao linear, foi encontrada
uma tendéncia de associacao entre a concentracdo plasmatica de vitamina D e
a contagem de linfécitos T CD4* de maneira inversamente proporcional (R? =
0,029; p = 0,058). Houve correlagéo estatisticamente significativa entre o tempo
acumulado de uso de efavirenz e a concentracdo plasméatica de vitamina D de
forma inversamente proporcional (R?2 = 0,071 e p = 0,03). Quando utilizado o
teste T para comparacao entre médias entre os usuarios de TARV (VDmedia =
25,91 + 12,226) e os virgens de tratamento (VDmedia = 29,71 + 12,141), ndo foi
encontrada diferenca estatisticamente significativa (p = 0,2). Este estudo
sugere que a deficiéncia de vitamina D entre os pacientes com a infeccéo pelo
HIV pode estar associada ao tempo acumulado de uso de efavirenz.

Palavras chave: Vitamina D, Sindrome de imunodeficiéncia adquirida,
antirretrovirais
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ABSTRACT

The vitamin D deficiency is an underdiagnosed condition and generally not
investigated by the clinical laboratory. It is estimated that around 36 % of
healthy adults and 57 % of hospitalized patients in the U.S. have some degree
of vitamin D defiency. The high prevalence of this condition is due to
polymorphisms of genes involved in the response to vitamin D, low sun
exposure, drug interactions, and nutritional aspects. The application of research
related to vitamin D and AIDS is based on possible uses: reduction in
transmission, reduction in clinical progression, drug interactions, reduced
incidence of infections, malignancies, autoimmune diseases, and decreased
overall mortality. This study aims to determine the prevalence of vitamin D
deficiency among patients diagnosed with HIV infection followed at a great
reference outpatient clinic in the city of Rio de Janeiro, assess the association
between use of antiretroviral drugs and vitamin D deficiency, association
between CD4 + lymphocyte count and vitamin D, between plasma HIV viral
load and vitamin D deficiency, and perform statistical analysis of the data using
descriptive and exploratory techniques. Of the patients studied, a total of 91
(72.8 %) had vitamin D defiency, defined as plasma concentration below 32 ng /
dL. The group was rated categorically in severe defiency with less than 10 ng /
dL (5 subjects), moderate defiency , between 10-19 + (36 subjects) , mild
defiency, 20-31 ng / dL (50 individuals), and sufficiency, greater than or equal to
32 ng / dL (34 individuals) . No association was found between plasma
concentrations of vitamin D and the variables age, sex, time since diagnosis,
duration of use of antiretroviral therapy, plasma HIV viral load, and current
antiretroviral regimen. Using linear regression, a trend for association was found
between the plasma concentration of vitamin D and T CD4 + lymphocytes in a
inversely proportional manner (R2 = 0.029, p = 0.058). There was a statistically
significant correlation between the cumulative usage time of efavirenz and
plasma concentrations of vitamin D in a inversely proportional manner (R 2 =
0.071 and p = 0.03). When used the T test to compare means between HAART
users (12,226 + VDmédia = 25.91) and naive (VDmédia = 29.71 + 12.141), no
statistically significant difference was found (p = 0.2). This study suggests that
vitamin D deficiency among patients with HIV infection may be associated to the
accumulated time use of efavirenz.

Keywords: Vitamin D, AIDS, antiretroviral drugs



1. Introducéo

A deficiéncia de vitamina D (VD) € uma condicdo subdiagnosticada e
geralmente ndo aventada como alvo de investigacdo laboratorial por parte dos
clinicos, principalmente os localizados em paises abundantes em exposicéo
solar. Parte desta omissdo deve-se ao desconhecimento sobre as
consequUéncias da deficiéncia subclinica deste nutriente e da incapacidade dos
profissionais em reconhecerem as formas clinicamente manifestas da
deficiéncia de VD (Unger et al., 2010).

Estima-se que em torno de 36% dos adultos saudaveis e 57% dos
pacientes internados nos EUA apresentem algum grau de deficiéncia de VD
(Holick et al., 2006). Tal condicao é verificada em maior taxa nos moradores de
paises com menor exposicdo solar, idosos, subnutridos e em pacientes
portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (Holick et
al.,1989, Rodriguez et al., 2009).

A VD é considerada um hormonio esteroide desde a década de 60 e
possui sua principal fungcéo atribuida ao metabolismo do calcio e do fosfato.
Este controle é realizado através de um balanco homeostético entre a glandula
paratiredide, 0sso, rim e intestino (Premaor et al.,, 2006, Holick et al., 2006).
Além do quadro classico de raquitismo em criangas e osteopenia em diferentes
graus nos adultos, a deficiéncia crénica e subclinica de VD vém sendo
implicada como fator de risco em processos patogénicos, tal como a sindrome
metabdlica, neoplasias e doencas da autoimunidade (Mathieu et al., 2005,

Cantorna et al., 2006, Holick et al., 2006, Pittas et al., 2007).



O interesse na pesquisa das diversas interacbes metabdlicas
provocadas pela deficiéncia de VD no individuo com AIDS deve-se, entre
outros ainda pouco elucidados, ao seu papel evidenciado na disfungédo da
imunidade celular com predisposi¢do as infecgbes oportunistas; no aumento do
risco da Sindrome de Reconstituicdo Imune (IRIS); na deficiéncia de VD
agravada pelo tratamento antirretroviral (TARV); no aumento da prevaléncia de
anemia; na prevaléncia crescente de osteoporose e ao aumento da mortalidade
geral em decorréncia de complicagbes cardiovasculares da sindrome
metabdlica (Liu et al., 2007, Conesa-Botella et al., 2009, Welz et al., 2010,

Mehta et al., 2010, Conrado et al., 2010, Szep et al., 2011).



1.1. Aspectos Fisiologicos da Vitamina D

A VD é sintetizada no organismo humano a partir do precursor 7-
dehidrocolesterol, intermediario do metabolismo do colesterol, através da
exposicao cutanea aos raios ultravioletas. O 7-dehidrocolesterol sofre clivagem
fotoquimica entre a ligacdo dos carbonos 9 e 10 do anel esteroide formando a
pré-VD. Devido sua caracteristica termolabil, a pré-VD pode sofrer um rearranjo
molecular e converter-se em vitamina D3 que, por sua vez, sera hidroxilada nos
carbonos da posicdo 25 e 1 para formacédo da 1,25(OH),D3. Outro caminho
possivel é a isomerizacdo da pré-VD em lumisterol e taquisterol, produtos
inertes que previnem o excesso nha producdo de VD por exposicado solar
excessiva. Tal prevencdo também é realizada pelo aumento da pigmentacéo
cutanea. O processo de sintese do 7-dehidrocolesterol esta apresentado na

Figura 1 (Holick et al., 1980).
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|
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l HMG-CoA reductase

mevalonate
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Figura 1 — Representacdo esquematica do processo de sintese do 7-dehidrocolesterol no
organismo.



Uma forma alternativa de se obter VD € através da dieta. Por ela,
institucionalizados, idosos e pessoas que vivem em paises ndo tropicais
possuem sua principal fonte a vitamina. Com as recomendac¢fes médicas para
prevencdo do cancer de pele, a populacdo em geral passou a limitar o horério
em relacdo a exposicado aos raios solares e utilizam filtros solares com maior
frequéncia. Isto faz da ingestdo de VD um mecanismo cada vez mais
importante para a aquisi¢ao do nutriente (Thomas et al., 2000).

As principais fontes de VD sdo a gema do ovo, 6leos de peixe, cereais
enriquecidos industrialmente com vitaminas e, de forma secundaria, as carnes
e leites (Holick et al., 1992). A VD é absorvida nos enterdcitos e enderecada ao
sistema linfatico, penetrando na circulacdo sanguinea ligada a uma proteina
ligadora de VD e, em menor parte, a albumina. O transporte transmembrana do
complexo VD-proteina ligadora parece ser facilitado em alguns tecidos, como
0s rins, por uma proteina de membrana megalina-cubilina. No figado, a VD
sofre 25-hidroxilacdo pelo citocromo p450 (CYP27A1 (mitocondrial), CYP2J3
(microssomal), CYP2R1 (microssomal), CYP3A4 (microssomal)) formando a
25(0OH)D, voltando a circulacao para chegar até os rins ou a outros tecidos e
células conversoras. Dentre estes, 0 CYP27A1 e o CYP2R1 possuem atividade
de 25-hidroxilase melhor estabelecida. ApGs esta etapa, a 25(OH)D recebe a
1a-hidroxilagdo nos rins e macrofagos atraveés do citocromo p450 (CYP27B1)
formando a 1,25(0OH),D3; composto biologicamente ativo (Takeyama et al.,
1997, St-Arnaud et al., 1997, Fu et al., 1997, Jones et al., 2013).

A 1,25(0OH),D3 possui menor afinidade para as proteinas ligadoras em
relacdo a 25(OH)D, proporcionando maior biodisponibilidade do composto ativo

e maior regulacdo quanto a disponibilidade do precursor. Devido a esta



caracteristica, 0 exame padrao ouro para avaliar o estoque organico de VD é a
dosagem plasmética de 25(OH)D, responsavel por repor a 1,25(0OH).Ds
conforme a Ultima é consumida (Bikle et al., 1985, Bikle et al., 1986).

Em relacdo ao processo de degradacao, trés vias catabdlicas sdo as
principais. Para a 1,25(0OH),D; existe a via do acido calcitrdico e da
1a,25(0H),D3-26,23-lactona, através de excrecao biliar, e para a 25(0OH)D
existe a via da 24,25(0OH),Ds, todas estas viabilizadas pela agdo enzimatica da
CYP24A1 (mitocondrial). Estas vias metabdlicas foram revistas e atualizadas
recentemente por publicacdo de Jones e Prosser (Jones et al.,, 2013). Uma
representacdo esquematica entre os processos metabdlicos da VD é
apresentada na Figura 2 (Prosser et al., 2004).

Mais especificamente, as enzimas mitocondriais oxidam o NADPH
através de uma flavoproteina, a ferredoxina redutase, que transfere elétrons
através de outras proteinas para o citocromo p450 mitocondrial na membrana
interna, hidroxilando a molécula de VD. As enzimas microssomais agem
através do reticulo endoplasmatico, onde elétrons sdo capturados por uma
NADPH p450 redutase e dois elétrons do NADPH sdo transferidos
sequencialmente para o citocromo p450 microssomal (Jones et al., 2013). Uma

representacdo esquematica dos processos mitocondriais € microssomais estédo

expressas nas Figuras 3 e 4.
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Figura 2 - Representacdo esquemética das vias metabdlicas da VD. Retirado de (Prosser et
al., 2004). A seta em vermelho representa o processo de hidroxilagdo da VD na posi¢cdo do
carbono 25 ocorrida no figado mediado pelo citocromo p450 para formagédo da 25(0OH)D. A
seta em amarelo representa a hidroxilacdo no carbono 1 da VD para formacdo do composto
ativo 1,25(0H),Ds. As setas em azul representam as vias catabodlicas da VD e formagédo de
compostos inativos.
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Figura 3 - Hidroxilagdo da molécula de VD através do citocromo p450 mitocondrial. Retirado de
(Jones et al., 2013). Enzimas mitocondriais oxidam o NADPH através de uma flavoproteina,
ferredoxina redutase, que transfere elétrons através de outras proteinas para o citocromo
mitocondrial na membrana interna hidroxilando a molécula de VD.
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Figura 4 - Hidroxilacdo da molécula de VD através do citocromo p450 microssomal. Retirado
de (Jones et al., 2013). Enzimas microssomais agem atraves do reticulo endoplasmético, onde
elétrons sdo capturados por uma NADPH P450 redutase e dois elétrons do NADPH séo
transferidos sequencialmente para o citocromo p450 microssomal.

Os valores ideais para VD para prevenir aspectos subclinicos da
deficiéncia ndo estéo estabelecidos, mas os estudos voltados para o tema tém
adotado valores de suficiéncia com concentracdes superiores a 32ng/mL de

25(0OH)D plasmatica como referéncia de normalidade (Holick et al., 2006).



1.2. Acao Molecular da Vitamina D

O receptor de VD (RVD) € um receptor nuclear responséavel por ativar
fatores transcricionais de resposta a VD. O RVD possui uma sequéncia de
DNA do seu dominio de ligagdo altamente preservado entre os individuos. A
ligacdo a RVD se d& por heterodimerizacdo com os receptores retinoides (RR)
intracelulares, essenciais para a ligacao perfeita com os elementos de resposta
a VD (VDRE). A interacdo entre o RVD/RR atrai um conjunto de proteinas
coregulatorias que controlam as modificagBes das histonas, remodelamento da
cromatina e a RNA polimerase Il responsavel pela transcricdo génica. Genes
podem ser ligados ou desligados através desta via e 0os pontos de regulagéo e
o polimorfismo genético fazem com que a diferenciagdo celular e as
individualidades orgéanicas aparecam (Rachez et al., 2000, Glass et al., 2000,
Chawla et al., 2001, Dilworth et al., 2001, Rosenfeld et al., 2001, McKenna et
al., 2002, Lin et al., 2004). O modelo proposto para acdo molecular da VD esta

expresso na Figura 5 (Davis et al., 2011).
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Figura 5 — Acdo molecular da Vitamina D. retirado de (Davis et. Al., 2011). VDR — Receptor de
vitamina D, RXR — Receptor retinoide, VDRE — Elemento de resposta a Vitamina D.

1.3. A¢des da Vitamina D no Metabolismo Osteomineral

A 1,25(0OH),D3 é o hormbnio determinante para sinalizar o aumento na
absorcdo do célcio pelo intestino. Ela atua através da inducdo da fosfatase
alcalina (FA) na borda em escova; da Ca’"/Mg"™" ATPase e através de dois
canais de calcio ainda pouco elucidados, TRPV5 e TRPV6 (Hoenderop et al.,
1999, Peng et al., 1999). Os fatores envolvidos no transporte transcelular de

calcio (luz intestinal-enter6cito) e de saida (enterdcito-sangue) sao
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respectivamente a calbindina e a bomba de calcio PMCAlb, ambas
estimuladas pela 1,25(0OH),D3; (Wasserman et al., 1992).

Quanto a acdo na glandula paratireéide, a 1,25(0OH),D; inibe a
liberacdo de paratorménio regula a transcricdo génica e inibe a proliferagéo de
células nas paratiredides in vitro, fato ainda ndo bem estabelecido in vivo. Em
ratos knockout para o receptor da 1,25(0OH),D3; ndo foram notadas
anormalidades nos niveis de paratorménio e nem em relacdo ao tamanho das
paratiredides, demonstrando que a auséncia de 1,25(0OH),D3; ndo afeta a
homeostase da paratiredide de forma significativa (Li et al., 1998).

Em relacdo a acdo Ossea, a 1,25(0OH),Ds; reprime a sintese de
colageno tipo 1, induz a sintese de osteocalcina e promove a diferenciagdo de
células monocitarias em osteoclastos (Price et al., 1985, Harrison et al., 1989,
Yasuda et al.,, 1998). Entretanto, o fator determinante para a mineralizacéo
Ossea € o equilibrio sanguineo de calcio e fosfato, verificado em criancas com
RVD mutantes para resisténcia a 1,25(OH),D3; e que demonstraram melhora da
osteomalacia quando infundidas com calcio parenteral até atingirem valores

normais de calcemia (Balsan et al., 1986).

1.4. Vitamina D e Imunidade

As fungdes da VD além do metabolismo osteomineral ainda sdo pouco
descritas. O interesse da imunologia sobre este hormdnio foi iniciado com a
descoberta de RVD em células mononucleares e nos linfocitos T CD4" (Bhalla
et al., 1983, Provvedini et al., 1983). Ratos knockout para 0 RVD possuem

linfocitos T CD4" que produzem mais IFN-y e menos IL-2, IL-4 e IL-5 (Froicu et
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al.,, 2003). Os ratos knockout para o RVD exibiram uma resposta Thl
exacerbada em detrimento a resposta Th2 (Canrona et al., 2004). Tal fato
apoia os resultados encontrados em ratos knockout para RVD quanto a sua
resisténcia em desenvolver asma experimental (via Th2) e na exacerbacao da
doenca inflamatoria intestinal induzida em ratos knockout para IL-10 (via Thl)
(Cantorna et al., 2000, Wittke et al., 2004).

Quanto a aplicacdo em relacdo as doencas infecciosas, antes da era
antibiética a VD era utilizada como tratamento de infec¢Bes bacterianas. A
deficiéncia de VD promove disfuncdo macrofagica e maior tendéncia as
infecgdes (Villamor et al., 2006). A 1,25(0OH),D3; ndo exerceu nenhuma relacao
protetora as infeccées de Candida albicans e ao virus herpes simplex em ratos
(Cantorna et al., 1998).

Em contrapartida, a deficiéncia de VD predispde a tuberculose e a
reposicao de VD pode ser um fator adjuvante ao tratamento (Martineau et al.,
2007). Um estudo indonésio demonstrou 100% de conversdo para bacilo
alcool-acido resistente (BAAR) negativo na amostra de escarro em individuos
com reposicdo diaria de 10.000 unidades internacionais (Ul) de 1,25(0OH),D3
versus 77% do placebo, apés 6 semanas de inicio do tratamento contra
tuberculose (Nursyam et al., 2006).

Um estudo randomizado, duplo-cego, placebo controlado em 365
habitantes de Guiné Bissau suplementados com 100.000 unidades
internacionais (Ul) de 1,25(0OH),D3 ao inicio do tratamento contra tuberculose e
uma segunda dose entre 5 e 8 meses nao demonstrou melhora em relagdo a
mortalidade e quanto a melhora clinica ou sucesso terapéutico. Foi sugerido

que a suplementacdo pontual com altas doses de 1,25(0OH),D; em duas
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oportunidades, espacadas por meses sem suplementar, ao invés de
suplementacdes diarias poderiam ter interferido desfavoravelmente no
resultado (Wejse et al., 2009).

Um estudo entre imigrantes africanos residindo na Austrélia
demonstrou menor incidéncia e menor historia pregressa de tuberculose em
individuos com niveis normais de VD (Gibney et al., 2008).

A ligacdo entre o Mycobacterium tuberculosis e o0 receptor
heterodimérico Toll-like 2 aumenta a expressdo de RVD e também da 1a-
hidroxilase. A 1,25(OH),D3; induz a expressdo do peptideo antimicrobiano
catelicidina que é clivada para LL-37, o que pode restringir o crescimento do
Mycobacterium tuberculosis. Além disso, ocorre a inducédo de IL-12, TNF-a o
que contribui para o controle da infec¢do. A elucidagédo dos mecanismos pelos
quais peptideos antimicrobianos restringem o crescimento do Mycobacterium
tuberculosis podem levar a novas abordagens farmacologicas, incluindo o uso

de VD (Liu et al., 2007, Martineau et al., 2007, Fabri et al., 2011).

1.5. Vitamina D e Doencgas Cardiovasculares

Estudos epidemiolégicos baseados no Third National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES IIl) oferecem evidéncias clinicas de
que a deficiéncia de VD esta relacionada ao maior risco de mortalidade
cardiovascular (Melamed et al., 2008). Um estudo prospectivo com caso-
controle aninhado em adultos que foram estudados por dez anos quanto aos

fatores de risco cardiovasculares, demonstrou maior indice de infarto agudo do
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miocardio entre individuos deficientes em VD (corte de 30 ng/mL) (Giovannucci
et al., 2008).

No NHANES III, 8421 adultos saudaveis apresentaram relacdo inversa
entre os niveis de 25(0OH)D e sindrome metabdlica (Ford et al., 2005). O
Framingham Offspring Study concluiu que o risco de doencas cardiovasculares
em pacientes com deficiéncia de VD foi dobrado nos portadores de hipertenséo
arterial sistémica (Wang et al., 2008). Um estudo com 107 pacientes
demonstrou a associacdo entre niveis deficientes de VD com maior
insulinemia, sem, no entanto, encontrar associagdo com a presenca de

lipodistrofia entre a populacdo estudada (Hammond et al., 2012).

1.6. Vitamina D e Neoplasias

A correlacao através de estudos entre a associacdo de VD e céancer
tem sido cada vez mais frequentes (Hansen et al., 2001). A alta prevaléncia de
deficiéncia de VD pode estar relacionada ao desenvolvimento de neoplasias de
cllon, mama, ovario e préstata (Garland et al., 1980, Gorham et al., 1989,
Garland et al., 1990, Schwartz et al., 1990, Lefkowitz et al., 1994, Grant et al.,
2002).

Em relacdo aos tumores de cdlon, 20 estudos apresentaram beneficios
relacionados aos valores de VD e exposi¢cao solar, culminando em reducéo do
risco de mortalidade e, inclusive, do préprio risco em desenvolver o cancer. Em
outros trabalhos, cinco estudos demonstraram que os niveis de VD reduzem o
risco de cancer colorretal de forma nao estatisticamente significativa e cinco

estudos demonstraram auséncia de associacao (Peters et al., 1992, Bostick et
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al., 1993, Kampman et al., 1994, Pritchard et al., 1997, Zheng et al., 1998,
Marcus et al., 1998, Jarvinen et al., 2001, Terry et al., 2002, Grant et al., 2003,
Robsahm et al., 2004, Garland et al., 2006).

Quanto ao cancer de mama, em 13 estudos encontrados, nove
avaliaram associacao positiva entre niveis elevados de VD e redugéo no risco
de cancer de mama. Em um deles, o beneficio foi restrito as mulheres em pré-
menopausa e em outros trés ndo foram encontrados nenhuma associagéo
(Garland et al., 1980, Garland et al., 1990, Gorham et al.,1990, Garland et al.,
1992, Hiatt et al., 1998, Janowsky et al., 1999, Freedman et al., 2002, Grant et
al., 2002, Shin et al., 2002, Mizoue et al., 2004, Robsahm et al.,2004, Garland
et al., 2006).

Em buscas por pesquisas associando VD e céncer de prostata, 13
estudos de 26 encontraram associagdo positiva quanto aos valores elevados
de VD e protecdo ao cancer de prostata. Nos demais trabalhos foram
encontrados associacao limitrofe em um, uma associacdo em forma de U em
outro e em 11 nao foram encontrados associacdes estatisticamente
significantes (Schwartz et al., 1990, Hanchette et al., 1992, Corder et al., 1993,
Braun et al., 1995, Gann et al., 1996, Andersson et al., 1996, Schwartz et al.,
1997, Giovannucci et al., 1998, Andersson et al., 1998, Nomura et al., 1998,
Chan et al., 2000, Ahonen et al., 2000, Tuohimaa et al., 2001, Luscombe et al.,
2001, Kristal et al., 2002, Grant et al., 2002, Freedman et al., 2002, Rodriguez
et al., 2003, Grant et al., 2003, Grant et al., 2004, Platz et al., 2004, Grant et
al.,, 2004, Tuohimaa et al., 2004, John et al., 2004, Mizoue et al., 2004,

Robsahm et al., 2004, Garland et al., 2006).
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Uma avaliagdo em cancer de ovario foi relacionada maior taxa de
mortalidade entre pessoas que possuiam ingestdo insuficiente da VD (Salazar-
Martinez et al., 2002, Garland et al., 2006).

Os polimorfismos do gene do receptor de VD apresentam correlagbes
importantes com a incidéncia de cancer. O gendtipo Bsm | apresenta formas
BB, Bb e bb. O gendtipo bb apresenta correlacdo com baixos niveis circulantes
de 1,25(0OH),D3; e estd presente em 35% da populagdo americana. Homens
com esse gendtipo apresentam o dobro da incidéncia de céancer de célon e
prostata em relagdo ao BB (Ma et al., 1998, Habuchi et al., 2000, Garland et al.,
2006). O risco de cancer de mama em mulheres bb foi o dobro e ao risco de
metéstases foi 0 quadruplo quando comparados ao gendtipo BB (Kristal et al.,
2002, Rodriguez et al., 2003, Platz et al., 2004). Individuos com gendétipo TT,
apresentado por 35% da populacdo americana tendem a apresentar cinco
vezes mais escore Gleason = 5 no cancer de prostata e o dobro de metéstases
linfaticas no cancer de mama (Kibel et al., 1998, Ruggiero et al., 1998, Rees et
al., 1998, Lundin et al., 1999, Blazer et al., 2000, Bretherton-Watt et al., 2001,
Guy et al., 2003).

A VD inibe a angiogénese, aumenta a adesao intercelular e a adeséo
por gap junctions, o que culminam na reducdo da proliferacdo celular por
inibicdo por contato. A 1,25(0OH),D3 inibe a mitose nas células epiteliais
mamarias e aumenta a liberagdo pulsatil de Ca'" intracelular, processo que
induz a diferenciacao terminal e a apoptose (Shokravi et al., 1995, Majewski et
al., 1996, Campbell et al., 1997, Brenner et al., 1998, Iseki et al., 1999, Mantell

et al., 2000, Palmer et al., 2001, Mathiasen et al., 2002).
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1.7. Aspectos Relevantes da Vitamina D na AIDS

Um estudo conduzido na Holanda entre mulheres de média de 36,5
anos, positivas para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), demonstrou
uma prevaléncia na deficiéncia de VD de 58,1% (valores de referéncia de 10-
14 ng/mL para inverno e verao respectivamente) (Van Den Bout-Van Den
Beukel et al., 2008). Um estudo similar realizado entre adultos e adolescentes
nos Estados Unidos (EUA), a prevaléncia atingiu 87% (corte de 15ng/mL)
(Stephensen et al., 2006). Na Italia, Espanha e novamente nos EUA as
prevaléncias de deficiéncia de VD encontradas entre adultos HIV positivos
foram de 81,25%, 86% e 74,4% com cortes de 10 ng/dL, 18 ng/dL e 32 ng/dL
respectivamente (Seminari et al., 2005, Aparicio et al., 2006, Rodriguez et al.,
20009).

Em uma avaliacédo realizada em 200 pacientes portadores do HIV no
Centro-Sul dos EUA (Houston, Texas) foi encontrada uma prevaléncia de 64%
de deficiéncia de VD (<20ng/dL) e destes 20,5% apresentavam deficiéncia
grave (<10ng/dL), a etnia afro-americana, o IMC elevado e o tabagismo foram
implicados como fatores de risco para deficiéncia de VD (Crutchley et al.,
2012). Da mesma forma, um estudo muito similar foi conduzido em Nova York,
com 274 pacientes, encontrando deficiéncia (<10 ng/mL) em 21,2% dos casos,
insuficiéncia (10-30 ng/mL) em 68,6% e suficiéncia (>30 ng/mL) em 10,2%. Os
grupos apresentaram de forma estatisticamente significativa uma carga viral
em log inversamente proporcional aos niveis de VD e as pessoas da raca

negra foram mais acometidas pela deficiéncia (Kim et al., 2012).
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Em um estudo realizado em mulheres infectadas pelo HIV na
Tanzéania, um valor basal diminuido de 25(0OH)D (32ng/mL) esteve associado a
progressao desfavoravel aos estagios Il ou IV do World Health Organization
(WHO)/HIV e a anemia severa. As mulheres com resultados normais de
25(0OH)D, situadas no maior quintil, obtiveram menor mortalidade geral quando
comparadas aquelas acompanhadas no menor quintil. Apesar disso, nenhuma
relacdo estatisticamente significante foi obtida em relacdo as contagens de
linfocitos T CD4™ (Mehta et al., 2010).

Um estudo longitudinal noruegués com 53 pacientes detectou que
aqueles com niveis inferiores a 25 ng/mL de 25(OH)D, apresentaram menor
sobrevida em relagdo aos pacientes com niveis normais, quando ajustados
pelos valores de linfocitos T CD4". A forca de associagdo foi maior no grupo de
pacientes com contagem de linfocitos CD4" menores que 50 células/mL (Haug
et al., 1994).

O estudo EuroSIDA demonstrou que de 1985 portadores do HIV
estudados, 23,7% apresentaram niveis de VD inferiores a 10ng/mL, 65,3% com
niveis entre 10 e 30 ng/mL e apenas 11% apresentaram niveis que podem ser
considerados normais (acima de 30 ng/mL). Os individuos que se
apresentaram no menor tertil quanto aos niveis de VD apresentaram durante o
seguimento maior mortalidade e complica¢cbes clinicas relacionadas a AIDS
(Viard et al., 2011).

Um estudo francés com 2994 pacientes relatou prevaléncia de
insuficiéncia/deficiéncia em 86,7% dos pacientes, sendo destes 55,6% de
insuficiéncia (10-30ng/dL) e 31,1% de deficiéncia (<10ng/dL). Foi relatado

como fatores de risco o tabagismo, uso de antirretrovirais, niveis de linfécitos T
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CD4" < 350 cel/mms3. O EFV foi o Gnico medicamento implicado com elevagdo
substancial do risco OR=1,89 (95% CI 1.45-2.47) (Allavena et al., 2012).

A relagédo entre a deficiéncia de VD e a carga viral foi avaliada em
poucos estudos. Um dos mais importantes foi realizado pela Universidade de
Winsconsin em 112 voluntarios e que uma associagao entre deficiéncia de VD
e o valor da carga viral foi encontrada em forma de U, com niveis maiores de
VD entre os de carga viral indetectavel ou em individuos com carga viral muito
alta (Bearden et al., 2013). Em um modelo experimental, a presenca de
lipopolissacarideos (LPS) e da proteina viral do HIV gpl20 aumentaram a
expressdo macrofagica da CYP24A1 (somente LPS) e CYP27B1 (ambos). A
CYP27B1 aumenta a conversdo de 25(0OH)D em 1,25(0OH)D e a CYP24A1
acelera o catabolismo da 1,25(OH)D, possibilitando uma possivel regulagéo
imunoldgica e da concentracdo de VD pelos macrofagos em resposta a alta
viremia ou inflamacéo sistémica (Pinzone et al., 2013).

Em relacdo ao uso de TARV, uma analise seccional de 1077 pacientes
portadores AIDS demonstrou maior indice de deficiéncia grave de VD e
turnover 6sseo, medido pela FA, entre os usuérios de efavirenz (EFV). O uso
de tenofovir (TDF) esteve associado ao maior turnover 6sseo sem, no entanto,
estar relacionado a deficiéncia de VD (Welz et al., 2010).

O EFV suprime a CYP2R1, o que pode reduzir a atividade da 25(OH)D
hidroxilase, que por sua vez, limita a formacdo de 25(OH)D. A inducédo da
CYP3A4 aceleraria a conversao de 25(0OH)VD em 1,25(0OH),D3, reduzindo a
concentracdo de 25(OH)D (Elifolk 2009). O estudo EuroSIDA demonstrou

maior associacao quanto ao uso de inibidores de protease (IP) e deficiéncia de
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VD, assim como outro estudo demonstrou a mesma associagdo em USUarios
de ritonavir (Viard et al., 2011, Dao et al., 2011).

Quanto a transmissdo em gestantes carentes de VD (<32 ng/mL), um
estudo de 884 mulheres gravidas e portadoras do HIV realizado na Tanzania,
demonstrou taxa de transmisséo vertical 50% maior entre o grupo deficiente
apos seis semanas do parto e o dobro da transmissdo entre criancas nao
infectadas apos seis semanas de vida quando aleitadas. O risco global foi 46%
maior. A mortalidade entre criancas geradas por gestantes deficientes em VD
foi 61% maior durante o acompanhamento (Mehta et al., 2009).

Um estudo entre 460 usuarios de drogas intravenosas expostos ao
HIV avaliou a taxa de transmissdo em relacdo aos haplotipos do RVD. Foi
observado que os polimorfismos rs11568820, rs4516035, rs10735810,
rs1544410 e rs17878969 apresentaram reducdo em 60% do risco, inferindo
que o RVD pode estar relacionado a transmissibilidade do HIV (Sanchez-de-la-
Torre et al., 2008). O mesmo autor concluiu em outro estudo que o gendétipo
rs1544410 AA esta relacionado a progressao mais lenta da AIDS e reducédo na
taxa de contaminacdo com o HIV por promover maior resposta ao estimulo
pelo 1,25(0OH),D3 (Torres et al., 2010). Outros dados relacionados ao risco de
transmisséo sdo escassos.

Mais um estudo na Tanzéania observou dados em relacao ao indice de
massa corporal (IMC) e risco de infec¢Oes entre mulheres gravidas portadoras
de deficiéncia de VD (< 32 ng/mL). O resultado encontrado foi que gestantes
deficientes apresentavam risco 43% maior em desenvolver caquexia, com um
IMC < 18 em dois anos. Quanto as infeccbes, um risco 27% maior em

desenvolver infeccbes do trato respiratorio e 174% maior em apresentar
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candidiase foi encontrado nas mulheres deficientes em VD (Mehta et al., 2011).
Um estudo americano demonstrou associacao positiva entre deficiéncia de VD
e vaginose bacteriana entre mulheres ndo gravidas infectadas pelo HIV (French
et al., 2011).

Em Uganda, 38% dos pacientes com coinfeccao tuberculose e HIV
apresentaram deficiéncia de VD (<20ng/mL) versus 22% dos individuos com
HIV sem tuberculose e 20% dos individuos sadios (Nansera et al., 2011).
Apesar dos inumeros estudos envolvendo a associacdo entre infeccdes,
principalmente tuberculose, e deficiéncia de VD, sdo escassas as publicacdes
gue envolvem pacientes portadores de HIV.

Quanto a Sindrome de Reconstituicdo Imunolégica (IRIS), cada vez
mais se estuda o envolvimento da VD e regulacdo de linfocitos T e macréfagos,
reduzindo a ativagdo macrofagica excessiva. Tal informacdo conduz ao
raciocinio que a atividade antinflamatoéria, principalmente Thl poderia ser util
para prevenir a IRIS e que o inicio de TARV poderia reduzir a disponibilidade
de VD, constituindo mais um fator contribuinte para a fisiopatogénese da IRIS
(Holick et al., 2006). Faltam estudos concretos que associam IRIS e VD e que
avaliem as hipéteses elaboradas.

Sobre o metabolismo osteomineral, o paciente HIV positivo possui
maior risco em desenvolver osteoporose e osteopenia. A prevaléncia entre
individuos HIV positivos chegou a 27,7 % versus 17,7% apresentado pelo
grupo controle, entre individuos estudados no sistema de saude americano
Triant 2008). Em outro estudo englobando 492 pacientes HIV positivos a
prevaléncia de osteopenia foi de 54,6 % em homens e 51,1% em mulheres. A

prevaléncia de osteoporose foi de 33,7 e 8,3% respectivamente. A compilacao
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dos estudos aponta para fatores de risco diversos, que incluem: baixo IMC;
idade elevada; transmissdo homossexual; carga viral elevada; baixa contagem
de linfocitos CD4"; uso de TDF ou IP; tabagismo; hipogonadismo e consumo de
alcool (Jones et al., 2008, Cazanave et al., 2008).

O uso de bifosfonados como o alendronato 70mg VO/uma vez por
semana associado a suplementacdo de 1,5g de calcio por dia e 400-800Ul de
1,25(0OH),D3; podem ser considerados seguros e eficazes para pacientes
portadores de HIV, assim como na populacdo em geral (McComsey et al.,
2007). Apesar dos inumeros estudos contemplando o assunto, principalmente
no que diz respeito a alta prevaléncia de distarbios 0sseos, seguranca no
tratamento e quanto aos fatores de risco implicados, ndo foram encontrados
aqueles que correlacionem diretamente a deficiéncia de VD em comparacao a
doenca 6ssea no HIV. A dose de VD a ser suplementada e as concentracfes
ideais de 25(OH)D permanecem incertas (McComsey et al., 2010).

Um pequeno estudo de 20 pacientes buscou avaliar a sensibilidade a
insulina apds 24 e 48 semanas de suplementacao com 2000Ul de 1,25(0OH),D3
em pacientes portadores de HIV. O estudo ndo demonstrou alteracdes
estatisticamente significantes quanto a resisténcia insulinica (Van Den Bout-
Van Den Beukel et al., 2008). Apesar do grande interesse na associacao da
deficiéncia de VD, sindrome metabdlica e doencas cardiovasculares, outros
estudos com esta correlagcdo ndo foram encontrados.

Em relacdo a associagdo entre HIV, deficiéncia de VD e o

desenvolvimento de neoplasias, como sarcoma de Kaposi e linfomas, ndo foi

encontrada nenhuma evidéncia cientifica buscando acessar esta informacéao.


http://www.springerlink.com/content/?Author=S.+Jones
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2. Justificativa

As pesquisas devem contribuir para formacdo de uma medicina
preventiva, de acesso global, aplicando medidas de baixo custo e com grande
poder de impacto sobre a qualidade de vida, evolucéo favoravel e reducéao da
mortalidade no tratamento da AIDS.

A VD aparece como substancia promissora em estudos relacionados a
qualidade de vida e progndstico de pacientes com AIDS, podendo ser avaliada
por métodos laboratoriais simples e com facil interpretacdo pelo clinico. Resta
ainda, maior investimento em pesquisas para desvendar aspectos fisiolégicos,
imunoldgicos, genéticos e bioquimicos da acdo da VD.

Cabe aos pesquisadores abordarem por meio de estudos mais
elaborados sobre a prevaléncia da deficiéncia nos diversos grupos HIV
positivos; testar medidas que elevem os niveis plasmaticos de 25(OH)D de
maneira eficaz e segura; avaliar uma faixa terapéutica para suplementacéo e
avaliar a periodicidade que a suplementacdo deve ser administrada. O aspecto
da aplicacdo na reducéo da transmissibilidade do HIV merece destaque como
alvo de novas avaliacdes. Os fatores clinicos tambem devem ser abordados, tal
como os beneficios quanto aos desfechos de progresséo para estagios clinicos
de AIDS, influéncia na contagem de linfocitos T CD4"; carga viral; incidéncia de
doencas infecciosas; implicagbes imunologicas humorais e citotoxicas;
incidéncia de neoplasias e de doencas auto-imunes/IRIS em pacientes
suplementados.

Ha muito trabalho a ser feito, entretanto as descobertas referentes aos

polimorfismos genéticos e suas aplicacdes nas tendéncias de um individuo a
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desenvolver uma determinada complicacdo da doenga crbnica ou apresentar
uma nova doenca é um dos caminhos da medicina do futuro. Os avangos na
imunologia, genética e biologia molecular, conquistados até os dias de hoje,
devem avancar para os ambulatérios médicos. A VD, como demonstrado, tem

espaco a ser ocupado nessa nova realidade.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral
Estimar a frequéncia de deficiéncia de Vitamina D e as concentragdes

plasmaticas desta substancia em um grupo de pacientes HIV-positivos.

3.2. Objetivos Especificos
Identificar fatores associados a deficiéncia de Vitamina D neste grupo de
pacientes, especificamente:
e Tipo de terapia antirretroviral
e Tempo de uso de diferentes antirretrovirais
e Sexo e idade dos pacientes
e Tempo de diagnostico da infeccdo pelo HIV
e Carga viral plasmatica atual do HIV

e Contagem de linfocitos TCD4"
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4. Materiais e Métodos

4.1. Local do Estudo

O estudo foi realizado no Hospital Universitario Gaffrée e Guinle
(HUGG). A década de 20 significou, entre outras coisas, 0 momento em que 0
Estado da os primeiros passos na direcdo da organizacdo da assisténcia
hospitalar geral, até entdo a cargo da Irmandade da Misericordia. Essa guinada
na organizacdo da saude publica esta intimamente ligada ao processo de
reforma que o médico Carlos Chagas coloca em pratica, a época, na cidade do
Rio de Janeiro. Em 1924-1929 foi construido o hospital, gracas a filantropia do
industrial Guilherme Guinle e de Candido Gaffrée, cujas acdes estdo
vinculadas as propostas da Inspetoria de Profilaxia da Lepra e das Doencas

Venéreas (Prefeitura do Distrito Federal 1922, Sanglard et al., 2007).

Apos a morte de Guilherme Guinle, em 1960, ndo perdurariam as
relacbes entre o hospital e a familia que o fundou e o manteve. Em meados
dos anos 1960, um acordo entre o governo federal e a Fundacdo Gaffrée e
Guinle, tendo a frente Carlos Guinle, transferiu para a alcada federal o Hospital,
gue passou a constituir o Hospital Universitario da Faculdade de Medicina e
Cirurgia do Rio de Janeiro, hoje Universidade do Rio de Janeiro (UNIRIO), e
teve seu nome alterado para HUGG (Sanglard et al., 2007).

Em 16 de outubro de 1987, através da Portaria n°® 05 de 13/10/1987, o
HUGG torna-se credenciado como "Centro Nacional de Referéncia em AIDS".

Desde 1989, o HUGG possui um Centro de Testagem e Aconselhamento
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Andnimo, passando a ser denominado a partir de 1993, de Centro de
Orientacdo e Apoio Sorologico. A assisténcia ambulatorial a pacientes com
infeccdo por HIV/AIDS é centralizada no setor de Imunologia. O numero
acumulado de atendimentos (1983-2004) chega a aproximadamente 6.000
pacientes com sorologia positiva para HIV sendo que destes cerca de 3700
adultos e 900 criancas estdo em acompanhamento clinico-ambulatorial nos
dias de hoje. O ambulatério de Imunologia é constituido de 10 consultérios e
atende em média 40 pacientes por dia, sendo que o setor de Imunologia
Pediatrica € responsavel pelo atendimento de 50 criangcas por semana
(Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro acessado em 22 de agosto

de 2013).

4.2. Desenho do Estudo

O estudo é descritivo e corresponde a uma série de 125 casos.

4.2.1. Amostra

A partir de uma populagéo de cerca de 4.000 pacientes matriculados no
Ambulatério de Imunologia do HUGG, extraiu-se, dos ambulatérios de Terca-
feira a tarde e Quinta-feira a tarde (n = 400 pacientes) uma amostra de
conveniéncia de 125 pacientes para estudo da concentracéo plasmatica de VD.
Foram incluidos no estudo os pacientes que preenchiam os critérios de
inclusédo: idade superior a 18 anos, de ambos 0s sexos e que apresentaram

registrados as medicbes de 25(OH)D, contagem de linfécitos T CD4",
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contagem de carga viral realizado na mesma data de coleta, além de dados
relacionados ao tratamento da infecgéo pelo HIV.

Foram excluidos do estudo pacientes que ndo preenchiam os critérios
de inclusdo, haviam registrado utilizacdo de qualquer tipo de suplemento
vitaminico no dltimo ano, portadores de insuficiéncia renal crbnica com
clearance de creatinina menor que 30ml/min e insuficiéncia hepatica, cujo

rastreio é realizado através de histéria, exame fisico e exames bioquimicos

rotineiros realizados no ambulatério, no minimo, duas vezes no ano.

4.2.2. Variaveis

As seguintes variaveis foram analisadas para cada paciente: sexo, idade
em anos, tempo de diagndstico do HIV em meses até o momento da realizagéo
dos exames, esquema antirretroviral atual, realizado no momento da coleta dos
exames, TARV anteriores a coleta dos exames, tempo cumulativo em meses
de uso de diferentes ARVs até o momento da coleta dos exames, ultimo
registro de carga viral plasmatica do HIV, contagem de linfécitos T CD4" e valor
de 25(OH)D coletados na mesma data. As variaveis foram classificadas da
seguinte forma:

Sexo: categdérica, masculino e feminino.

Idade: continua, em anos completos na data da coleta de amostra
sanguinea para dosagem de VD.

Tempo de diagnostico da infecgdo pelo HIV: continua, em meses até a
data da coleta de amostra sanguinea para dosagem de VD.

Terapia antirretroviral
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a) Presenca ou auséncia de terapia: categorica.

b) Esquema antirretroviral na data da coleta de amostra sanguinea para

dosagem de vitamina D: categodrica, incluindo 11 tipos de
antirretrovirais (zidovudina (AZT), lamivudina (3TC), TDF, didanosina
(DDI), ritonavir (r), lopinavir (LPV), atazanavir (ATV), nevirapina
(NVP), EFV, darunavir (DAR) e raltegravir (RAL)) e 17 esquemas
(3TC + DDI + ATV, 3TC + TDF + ATV, 3TC + TDF + ATVI/r, 3TC +
TDF + DAR/r + RAL, 3TC + TDF + EFV, 3TC + TDF + FPV/r, 3TC +
TDF + LPV/r, 3TC + TDF + NVP, AZT + 3TC + ATV, AZT + 3TC +
ATV/r, AZT + 3TC + EFV, AZT + 3TC + LPV/r, AZT + 3TC + NVP,
AZT + 3TC + TDF + ATV/r, AZT + 3TC + TDF + LPV/r, AZT + DDI +
ATVIr e sem uso de TARV).
Historico de uso de diferentes antirretrovirais: continua, em meses
até a data da coleta de amostra sanguinea para dosagem de
vitamina D, incluindo os antirretrovirais AZT, 3TC, TDF, ritonavir,
LPV, ATV, NVP e EFV.
Status da infeccéo pelo HIV
a) Contagem de linfocitos T CD4+: continua, expressa em numero
de células/mm® e categérica, expressa em 4 faixas: 1-100
cel/mms3, 101-350 cel/mms3, 351-500 cel/mm3 e maior que 500
cel/mm3,
b) Carga viral do HIV: continua, expressa em logl0 do numero de
copias viraissmm® e categérica, expressa nas categorias

indetectavel e detectavel.
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Concentragdo plasmatica de VD: continua, expressa em ng/dL e
categorizada em quatro faixas: além de categorizada em <10 ng/dL, 10-19
ng/dL, 20-31 ng/dL, >32 ng/dL deficientes [VD] < 32 ng/dL e nédo deficientes

(Holick et al., 2009).

4.3. Andlise estatistica

O banco de dados foi construido e transferido para o programa SPSS
15.0. Na série de casos, foram realizados estudos da associacdo entre a
concentragcdo de VD, considerada variavel resposta e as variaveis
explanatérias: sexo, idade, tempo de diagnéstico, tempo de tratamento
antirretroviral, esquema antirretroviral atual, tempo acumulado de uso dos
diferentes antirretrovirais. A correlacdo entre a concentragcdo de VD e as
variaveis: idade, tempo de uso de TARV, tempo de diagnostico etc. foi
realizada por regressdo linear simples, obtendo-se coeficientes de
correlacao/determinacdo e valores de p. As médias de VD em diferentes
categorias foram comparadas através do teste t de Student. O nivel de

significancia estatistica em todas as andlises foi estipulado em 5%.

4.4. Dosagem plasmética de Vitamina D

O ensaio Liaison para deteccdo da 25(OH)D € um imunoensaio de
competicdo direta com detecgdo através do método de quimioluminescéncia
mediante o uso de um aparelho automatizado DiaSorin Liaison. O ensaio utiliza

particulas magnéticas (fase sélida) cobertas por anticorpos contra a 25(OH)D.
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A primeira fase de incubacdo leva dez minutos e a 25(0OH)D do plasma é
dissociada de sua proteina ligadora por um tampéo contendo etanol a 10%,
podendo entdo se ligar ao anticorpo da fase sélida. Apéds esta etapa, realiza-se
uma incubacdo de 10 minutos com o tracador derivado do isoluminol. O
residuo é lavado e o0s reagentes sdo adicionados para gerar o sinal
quimioluminescente, medido por um fotomultiplicador que € inversamente

relacionado a concentracdo de 25(OH)D (Wagner et al., 2009).

4.5. Contagem de linfocitos T CD4"
4.5.1. Metodologia para coleta de material para contagem de

linfécitos T CD4*

A coleta deve ocorrer sem que haja necessidade de qualquer preparo
especial ou jejum. As amostras foram coletadas através de venopuncdo em
tubo com EDTA K3 ou K2, com o cuidado de descartar aguelas amostras
totalmente lipémicas, hemolisadas ou com microcoagulos. As amostras foram
coletadas observando o cuidado de ndo alterar a propor¢do de volume de
sangue frente ao de anticoagulante. As amostras foram conservadas em
temperatura ambiente no proprio tubo de coleta, envolto em saco plastico
individual, e transportadas para serem processadas em até 24h. A solicitacdo
de exames para contagem de linfocitos TCD4" foi preenchida pelo médico
solicitante e autorizador, respeitando rigorosamente o horario e o agendamento
feito pelo setor de coleta para a recepcdo das amostras. A contagem de
linfocitos TCD4" ¢ realizada através de citometria de fluxo conforme descrito

previamente.
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4.6. Contagem de carga viral plasmatica do HIV

4.6.1. Coleta de material para quantificacdo do RNA viral do
HIV-1

N&o foi realizada qualquer preparacdo especial ou jejum do paciente
para a coleta da amostra para a realizagdo do exame de carga viral plasmatica
do HIV. O manuseio correto das amostras € imprescindivel para proteger o
RNA viral do HIV-1 de degradacdo, devendo-se proceder a coleta do sangue
total observando as precaucgfes universais relativas a pungéo venosa.

Foram coletados dois tubos de 5 ml contendo EDTA por paciente (EDTA
K3 ou K2 tampa de cor lilas). O sangue total coletado foi conservado no tubo
original antes da centrifugacdo: por até 6 horas a temperatura ambiente (15° C
até 25 ° C); Ou, maximo 24h, entre 2°C a 8°C (geladeira). O material utilizado

para os testes de Carga Viral € o plasma.

4.6.2 Preparacgao e Armazenamento do Plasma

Para obter o plasma sanguineo, centrifugaram-se os dois tubos de
sangue total a 100 — 1300x G (padronizar a for¢a para centrifugacéo: G, RPM,
ou RCF). Em seguida transferiu-se o plasma para tubos de polipropileno, com
tampa de rosca (ou em microtubos de polipropileno — tipo eppendorf) livres de
enzimas (RNAses ou DNAses), em aliquotas de no minimo 1100 — 1200 uL
com auxilio de uma ponteira com barreiras livres enzimas (RNAses ou
DNAses), sem ressuspender as células. O plasma devera ser conservado e/ ou

armazenado por até cinco dias em temperatura entre 2°C a 8° C (geladeira), ou
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periodo superior a cinco dias prolongado ou indeterminado em temperatura
entre -60° C a -80° C. Devem ser evitados os multiplos congelamentos
seguidos de descongelamentos. Desta forma, recomenda-se que a amostra
seja estocada em aliquotas, com quantidade suficiente para a realizagdo do
teste (1100 - 1200 L), evitando assim o processo de

congelamento/descongelamento da amostra.

4.6.3 Técnica
A quantificacdo da carga viral é realizada através de reacdo em cadeia da

polimerase (PCR, Polymerase chain reaction) em tempo real.
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5. Parecer do Comité de ética em Pesquisa

O estudo foi previamente aprovado pelo comité de ética em pesquisa do
Hospital Gaffrée e Guinle — UNIRIO sob o CAAE: 07124312.4.0000.5258 e

namero do parecer: 111.059.
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6. Resultados

Foram incluidos 125 pacientes no estudo, dentre eles 53 mulheres e 72
homens. Foram descritas caracteristicas deste grupo de pacientes, como
idade, contagem de linfocitos T CD4", carga viral do HIV, tempo de diagndstico
da infeccdo pelo HIV, tempo de tratamento com os diferentes antirretrovirais,
histérico do uso de TARV, TARV atual, além da concentracdo plasmatica de
VD.

Do grupo estudado, um total de 91 pacientes (72,8%) apresentaram
deficiéncia de VD, definida por concentracdo plasmatica de VD inferior a 32
ng/dL. O grupo foi classificado categoricamente em deficiéncia grave, com
valores inferiores a 10 ng/dL (5 individuos), deficiéncia moderada, entre 10-19
ng/dL (36 individuos), deficiéncia leve, 20-31 ng/dL (50 individuos) e
suficiéncia, maiores ou iguais a 32 ng/dL (34 individuos). A Tabela 1 demonstra
os dados descritivos de sexo, idade, uso de TARV, faixa de contagem de
linfocitos T CD4", status da carga viral, carga viral em faixas logaritmicas e

concentracdo de vitamina D em faixas.
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Tabela 1 — Caracteristicas da amostra de 125 pacientes portadores do HIV estudada no
Hospital Universitario Gaffrée e Guinle.

Variavel N =125 %
Sexo

Masculino 72 57,6
Feminino 53 42,4
Idade

18-30 anos 13 10,4
31-45 anos 55 44,0
45-60 anos 49 39,2
>60 anos 8 6,4
Uso de TARV

Sim 104 83,2
Nao 21 16,8
Faixa de CD4"

< 100 cel/mm3 5 4,0
100-350 cel/mm3 33 26,4
351- 500 cel/mms3 33 26,4
> 500 cel/mm?3 54 43,2
Carga Viral

Detectavel 38 30,4
Nao detectavel 87 69,6
Carga Viral log

<2 88 70,4
2-3 11 8,8
3,1-4 14 11,2
4,1-5 10 8,0
5,1-6 2 1,6
Concentracao de VD

<10 ng/dL 5 4,0
10-19 ng/dL 36 28,8
20-31 ng/dL 50 40,0

>32 ng/dL 34 27,2
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As variaveis: idade, sexo, tempo de TARV e o tempo de diagndstico nao
apresentaram associacao estatisticamente significativa com as concentracdes
plasmaticas de VD no grupo estudado. A Figura 6 demonstra a correlacdo
entre a variavel idade e concentracdo plasmatica de VD. Observa-se um
coeficiente de correlacdo (R? de 0,001, com p = 0,795. As médias de
concentragdo plasmatica de VD néo foram significativamente diferentes entre
pacientes do sexo masculino e feminino (26,69 + 12,72 ng/dL e 26,36 + 11,68
ng/dL, respectivamente, p = 0,879), como demonstrado na Figura 7. Tampouco
foi observada uma relacdo entre o tempo de uso de TARV e a concentragcao
plasmética de VD (R? = 0,008; p = 0,316), como demonstrado na Figura 8. O
tempo de diagnostico da infec¢do pelo HIV também ndo se correlacionou as
concentragbes plasmaticas de VD através da regressao linear simples (R? =

0,009; p = 0,281) (Figura 9).
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Figura 6 - Correlacé@o entre concentracéo plasmatica de VD (ng/dL) e idade (meses).
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Figura 9 - Correlacé@o entre concentragdo plasmatica de VD (ng/dL) e tempo de diagnéstico da
infeccdo pelo HIV (meses).

O grau de imunodepresséo do grupo de pacientes estudado foi avaliado
através da contagem de linfocitos T CD4". Observou-se que a maior parte dos
pacientes (n = 54; 43,2%) apresentava contagem maior que 500 células/mms3 e
33 (26,4%) pacientes apresentavam a contagem entre 351 e 500 células/mms3,
A Tabela 1 demonstra a distribuicdo dos pacientes por faixa de contagem de
linfocitos T CD4*. Observou-se na regressdo linear, uma tendéncia de
correlagcdo proxima da significaAncia estatistica e inversamente proporcional
entre a contagem de linfécitos T CD4" e as concentragdes plasmaticas de VD
(R?=0,029; p = 0,058). A regresséo linear entre a concentracdo plasmatica de

VD e a contagem de linfocitos T CD4" esta apresentada na Figura 10.
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Figura 10 — Correlacdo entre concentracdo plasmética de V (ng/dL) e contagem de linfocitos
TCD4" (cel/mms).

As médias de concentracdo de VD nas faixas de CD4 < 100 cel/mms;
100-350 cel/mm3; 351- 500 cel/mm?3 e > 500 cel/mm? foram 25,6 + 10,83; 29,63

+13,31; 24,75 + 10,43 e 26,13 £ 12,85 ng/dL, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11 — Comparacao entre médias da concentragéo plasmatica de VD (ng/dL) conforme as
faixas de contagem de linfocitos TCD4". Faixa 1 (<100 cel/mm3), Faixa 2 (101-350 cel/mms),
Faixa 3 (351-500 cel/mm?3) e Faixa 4 (>500cel/mms3).

Avaliou-se também a correlacdo entre a carga viral do HIV e as
concentragbes plasmaticas de VD. Para tanto, comparam-se as médias da
concentracdo de VD entre pacientes com carga viral detectavel (n=38
pacientes), considerando-se o limite de 40 cépias viraissmm?®) e indetectavel
(n=87 pacientes). As médias de VD nestes grupos foram 29,21 + 12,18 ng/dL e
25,39 + 12,12 ng/dL, respectivamente (p = 0,109). Entre os pacientes com
carga viral detectavel, uma analise de regresséo linear buscou identificar a
relacdo entre a carga viral e a concentracdo de VD, observando-se uma
tendéncia estatisticamente n&o significativa a reducédo na concentracdo de VD
proporcional ao aumento do Log da carga viral (R?> = 0,053; p = 0,165), como

demonstrado na Figura 12.
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Figura 12 — Correlagé@o entre a concentragao plasmatica de VD (ng/dL) e o Log da carga viral
do HIV.

Em relagdo ao histérico do uso de TARV ndo houve diferenca
significativa entre as médias de VD entre 0os grupos que ja utilizaram a terapia
antirretroviral (n = 104, média de VD = 25,91 + 12,22 ng/dL) ou eram virgens de
tratamento (n = 21, média de VD = 29,71 + 12,14 ng/dL), com p = 0,202.

Foi avaliada a correlacdo entre a concentracdo plasmatica de VD e o
tempo de uso, cumulativo, em meses, entre o0s usuarios dos diferentes
antirretrovirais. A Tabela 2 e a Figura 13 demonstram os resultados destas
analises. O tempo de uso dos medicamentos: AZT, 3TC, TDF, r, LPV, ATV e
NVP néo se correlacionaram significativamente com a concentragdo plasmatica

de VD através da regresséo linear. O AZT obteve uma tendéncia de correlagéo
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de deficiéncia de VD proporcional ao tempo de uso acumulado entre seus
usuarios. O tempo de uso de EFV, entre os usuérios de EFV, correlacionou-se
de forma estatisticamente significante com a concentracdo plasmatica de VD
de forma inversamente proporcional (R? = 0,071 e p = 0,03), Figura 14.

N&o foi possivel avaliar de forma confiavel a influéncia do uso atual de
TARV sobre as concentracdes plasméticas de VD, tendo em vista a grande
variabilidade de esquemas em comparacdo ao numero da amostra. Os
diferentes tipos de TARV atual e as médias de concentracdo de VD podem ser
visualizados na Tabela 3. Quando utilizado o teste T para comparacao entre
médias entre os usuarios de TARV (VDmgdia = 25,91 + 12,226) e 0s virgens de
tratamento (VDmedia = 29,71 + 12,141), nao foi encontrada diferenca

estatisticamente significativa (p = 0,2).

Figura 13 — Regresséo linear realizada entre a concentracdo plasmatica de VD (ng/dL) e o
tempo de uso acumulado de cada antirretroviral individualmente (meses). A (AZT), B (3TC), C
(TDF), D (n), E (LPV), F (ATV), G (NVP), H (EFV).
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Figura 14 — Regresséo linear realizada entre a concentracdo plasmatica de VD (ng/dL) e o
tempo de uso acumulado de EFV (meses).

Tabela 2 - Correlagdo entre a concentracdo plasmatica de VD (ng/dL) e o tempo de cumulativo

de uso dos diferentes antirretrovirais (meses).

Antirretroviral B R2 p
AZT -0,034 0,023 0,148
3TC -0,015 0,006 0,441
TDF -0,033 0,007 0,557
r 0,013 0,002 0,723
LPV 0,002 0,000 0,978
ATV 0,049 0,033 0,260
NVP -0,019 0,004 0,718
EFV* -0,089 0,071 0,037*
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Tabela 3 — Distribuicdo dos diferentes TARV e médias de concentragcdo plasmatica de VD

(ng/dL)

Esquema Média de VD N Desvio padrao
3TC + DDI + ATV 31,00 1 -
3TC + TDF + ATV 36,50 2 13,435
3TC + TDF + ATVIr 28,77 22 8,513
3TC + TDF + DRV/r + RAL 35,67 3 28,006
3TC + TDF + EFV 26,75 8 17,702
3TC + TDF + FPV/r 24,50 2 6,364
3TC + TDF + LPV/r 23,50 8 10,850
3TC + TDF + NVP 17,33 3 7,024
AZT + 3TC + ATV 16,00 2 1,414
AZT + 3TC + ATVIr 19,33 3 6,028
AZT +3TC + EFV 26,31 26 13,120
AZT + 3TC + LPVIr 21,60 5 7,893
AZT + 3TC + NVP 22,70 10 15,210
AZT + 3TC + TDF + ATVIr 26,00 2 8,485
AZT + 3TC + TDF + LPVIr 28,83 6 9,745
AZT + DDI + ATVIr 14,00 1 -
Sem TARV 29,71 21 12,141
Total 26,55 125 12,246
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7. Discussao

A deficiéncia de VD é uma condicdo subdiagnosticada, raramente
sendo alvo de investigacdo laboratorial por parte dos clinicos. As
consequéncias da deficiéncia subclinica deste nutriente cada vez mais tem sido
motivo de investigacdo dos estudos cientificos, assim como interacdes
medicamentosas que possam agravar estas condicdes.

Estima-se que em torno de 36% dos adultos saudaveis e 57% dos
pacientes internados nos EUA apresentem algum grau de deficiéncia de VD.
Estudos holandeses, americanos, noruegueses, italianos e espanhois, assim
como o grande estudo EuroSIDA, apontam uma prevaléncia de deficiéncia de
VD entre os portadores do HIV em torno de 60-80% (Seminari et al., 2005,
Stephensen et al., 2006, Aparicio et al., 2006, Van Den Bout-Van Den Beukel
et al., 2008, Rodriguez et al., 2009, Viard et al., 2011)

O estudo apresentado trata-se de uma analise transversal em que
ocorrem limitagbes quanto a determinacdo de uma relacdo causal por ndo
haver temporalidade e esta sujeito a vieses de prevaléncia. O corte Unico no
tempo permite apenas descricdo entre associacdes entre variaveis.

A prevaléncia da deficiéncia de VD entre os pacientes portadores do
HIV atendidos no ambulatério de Imunologia do HUGG, estabelecida pela
concentracéo inferior a 32ng/dL, foi de 72,8%. Este valor é consistente com 0s
trabalhos realizados em outros paises, inclusive com climas temperados, em
contraposi¢cdo ao clima do Estado do Rio de Janeiro que é tropical. Tal

elemento sugere um fortalecimento do raciocinio de que a presenca de um
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clima tropical ndo atua de forma robusta protegendo a populacao da deficiéncia
de VD.

A variavel idade, sexo, tempo de TARV e o tempo de diagnostico ndo
apresentaram associacao estatisticamente significativa com a deficiéncia de
VD no grupo estudado. Nao hé& evidéncias cientificas robustas e nem
plausibilidade biologica que tornaria a idade e o sexo fatores associados
fortemente a deficiéncia de VD. Mais especificamente sobre o tempo de
diagnostico, devemos levar em consideracdo que o diagndstico pode ser
realizado em diferentes fases da doenca, ndo significando necessariamente
tempo de infec¢@o. Além disso, ha uma variabilidade em termos de velocidade
de progressao para a imunossupressao grave entre os individuos que tornam a
variavel tempo de diagndstico repleto de fatores de confundimentos. O
resultado da andlise associativa entre concentracdo plasmatica de VD e tempo
total de TARV pode ser afetado pelo fato de que, a maioria dos esquemas, sao
formados por 3 ou 4 medicamentos diferentes e ndo necessariamente sao
mantidos os mesmos medicamentos e esquemas durante todo o histérico do
tratamento da doenga. Abandonos de tratamento, ma adesao e exposi¢des por
periodicidades diferentes com diferentes esquemas tornam esta variavel
passivel de confundimentos.

Da mesma forma, a analise da associacdo de deficiéncia de VD pela
contagem de linfécitos T CD4", que expressa o grau de imunossupressao,
pode ser afetada pelo fato de o TARV ser iniciado em contagens de linfocitos T
CD4" baixas, atualmente no Brasil < 500 cel/mm3 e antigamente < 350 cel/mms3,
ou seja, nos pacientes com contagens elevadas de linfécitos T CD4" estariam

inclusos virgens de tratamento e usuarios cronicos de TARV com boa adeséo e
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diferentes tempos acumulados e experimentagdes com diferentes esquemas.
Aqueles que apresentam imunossupressao mais grave concentrariam
principalmente individuos com diagnéstico recente e em inicio de TARV ou
individuos com diagnéstico prévio com falha viroldégica e clinica ou pouca
adesdo ao tratamento. Estes fatores tornam complexa a avaliacdo da
deficiéncia de VD pela contagem de linfocitos T CD4". Foi encontrada uma
tendéncia de correlagédo entre a contagem de linfécitos T CD4" e concentragéo
plasmatica de VD de maneira inversamente proporcional. Tal achado pode
refletir um uso prolongado e eficaz de TARV, principalmente com esquemas
atuais ou prévios envolvendo o EFV, entre os pacientes com maior contagem
de linfécitos T CD4" o que levaria a uma reducéo na concentragdo plasmatica
de VD.

Outro pardmetro de avaliagdo seria a andlise entre os grupos carga viral
detectavel ou indetectavel e deficiéncia de VD. Esta andlise pode ser afetada
pelo fato do grupo indetectavel, em sua maioria, estar utilizando TARV e ter
diferente tempo de tratamento acumulado e diferente historico de TARV prévio.
O grupo detectavel é composto por virgens de tratamento e pacientes em uso
de TARV com falha terapéutica ou baixa adesdo. Quando foi analisado por
regressao linear, o Log da carga viral entre os detectaveis e o grau de
deficiéncia de VD, notou-se uma tendéncia inversamente proporcional, ou seja,
guanto maior a carga viral menor a concentracdo de VD, mas de maneira nédo
estatisticamente significativa. Possivelmente o fitness viral agrava um estado
inflamatorio do organismo que pode influenciar negativamente a concentracao
plasmatica de VD. Como ja citado no texto, em um modelo experimental, a

presenca da proteina gpl20 do HIV aumentou a expressao macrofagica da
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CYP27B1, o que em tese, poderia reduzir a concentracdo plasmatica de
25(0OH)D. N&ao podemos descartar a influéncia de esquemas anteriores,
principalmente envolvendo o EFV entre pacientes com alta carga viral em
decorréncia de abandono de tratamento ou falha virolégica.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre as médias de
concentracdo de VD quando comparados pacientes experimentados com
TARYV ou virgens de tratamento, podendo ser consequéncia do fato de usuérios
de TARV utilizarem uma grande variabilidade de esquemas e medicamentos,
tanto atuais como prévios, que poderiam atuar de formas diferentes sobre as
concentracoes de VD.

A correlacdo estatisticamente significativa do tempo prévio de uso de
EFV e a concentracao plasmética de VD é um resultado que reforca a teoria de
que o EFV seja o medicamento antirretroviral com maior associacdo a
deficiéncia de VD. Este estudo sugere que a influéncia do uso do EFV
reduzindo a concentracdo plasmatica de VD seja tempo dependente. Os
estudos que levam em consideragcdo o tempo de uso acumulado de terapia
antirretroviral e deficiéncia de VD séo escassos. Segundo a literatura atual, o
EFV suprime a CYP2R1, o que tem sido sugerido como motivo para reducao
da concentracdo de 25(OH)D. Por outro lado o EFV induz a CYP3A4 o que
poderia compensar a supressdo da CYP2R1 aumentando a concentracao de
25(0OH)D. Atualmente, o papel da CYP3A4 como atividade 25-hidroxilase tem
sido visto como secundario, o que poderia explicar uma predominancia no
efeito depletor de 25(OH)D da supressédo da CYP2R1 pelo EFV. Os Impactos
clinicos desta influéncia do EFV na concentracdo de 25(OH)D sé&o

indeterminados.
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Estudos como o EuroSIDA apontaram os IPs como possiveis geradores
de deficiéncia de VD, o que ndo vem sendo consistente com a maioria dos

trabalhos publicados e também com a nossa avaliacéo.
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8. Conclusodes

# A prevaléncia de deficiéncia de VD na populacdo estudada foi de

72,8%, definida por concentracdo plasmética de VD inferior a 32 ng/dL.

# As varidveis: idade, sexo, tempo de TARV e o tempo de diagndstico
nao apresentaram associacdo estatisticamente significativa com as

concentragfes plasmaticas de VD no grupo estudado.

# Observou-se uma tendéncia de correlagdo, préxima da significancia
estatistica, entre a contagem de linfocitos T CD4" e as concentracbes
plasméaticas de VD de maneira inversamente proporcional (R* = 0,029; p =

0,058).

# Entre os pacientes com carga viral detectavel, observou-se uma
tendéncia estatisticamente néo significativa a reducdo na concentracdo de VD

proporcional ao aumento do Log da carga viral (R*> = 0,053; p = 0,165).

# Em relacdo ao histérico do uso de TARV ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as médias de VD entre 0s grupos que ja

utilizaram a terapia antirretroviral ou eram virgens de tratamento.

# O tempo de uso acumulado dos medicamentos AZT, 3TC, TDF,
ritonavir, LPV, ATV e NVP nao se correlacionaram significativamente com a

concentragdo plasmatica de VD.
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# O tempo de uso acumulado de EFV se correlacionou de forma
estatisticamente significativa e inversamente proporcional a concentracdo de

VD (R2=0,071 e p =0,03).

# Nao foi possivel avaliar de forma confiavel a influéncia do uso atual de
TARV sobre as concentracdes plasméticas de VD, tendo em vista a grande

variabilidade de esquemas em compara¢ao ao numero da amostra.
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